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INTRODUCTION 
Avec près de 40 millions de tonnes pour l�année 1998, la production mondiale en aquaculture 

représente environ 29 % de la production halieutique contre 13 % en 1990 (Rana 1997). Près de la 

moitié de la production aquacole en masse et 55 % en valeur commerciale, provient de l�élevage des 

poissons Téléostéens. L�essentiel de la production piscicole a lieu en eau douce, avec les carpes chi-

noises, Hypophtalmichthys molitrix, et indiennes, Catla catla, qui constituent la majeure partie de la 

production mondiale (49 %). Vis-à-vis de cette activité, la Chine est le premier pays producteur au 

monde. Avec 970 000 tonnes en 1998, les tilapias constituent le troisième groupe de poissons produits 

au monde après les Cypriniformes et les Salmoniformes, et devant les silures. Parmi les tilapias, celui 

du Nil, Oreochromis niloticus, est la principale espèce élevée. Offrant la perspective d�un moyen de 

production durable de protéines alimentaires d�origine animale destinées à l�homme, la pisciculture 

constitue pour partie une alternative fiable à la pêche, notamment en milieu tropical où les espèces les 

plus productives peuvent être élevées. 

Après la production d�alevins, la mise au point d�une alimentation adaptée aux poissons joue 

un rôle essentiel dans le développement de l�activité piscicole par ses répercussions économiques et 

environnementales. Cette mise au point repose sur l�amélioration de l�aliment et des techniques 

d�alimentation, dans le but d�optimiser la production et de réduire simultanément les coûts et les effets 

sur l�environnement. Le premier objectif de la pisciculture mondiale étant la production de protéines 

animales, l�optimisation de cette production passe nécessairement par une meilleure connaissance des 

besoins alimentaires des espèces élevées dans le but d�améliorer l�accrétion protéique. Une meilleure 

connaissance de ces besoins est un atout fondamental pour définir les pratiques d�alimentation les 

mieux adaptées, limitant les conséquences sur l�environnement par le contrôle de la production 

d�effluents solubles (azote, phosphate, etc..) ou insolubles (aliment non ingéré, fécès, etc..). Ce dernier 

point constitue l�une des recommandations affichées pour le développement de l�aquaculture dans les 

années à venir (Naylor et al 2000). Parmi les besoins nutritionnels, la connaissance de ceux en protéi-

nes et en énergie a un rôle majeur dans la production de poisson, mais aussi sur celle de déchets solu-

bles ou solides (Cho 1993). 
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L�objectif de ce travail est de contribuer à une meilleure connaissance des besoins alimentaires 

des poissons élevés en milieu tropical, pour optimiser la fixation des protéines et réduire l�émission 

des effluents. Dans un premier temps, les études porteront sur la détermination des besoins alimentai-

res en énergie, associés à la capacité d�ingestion et de croissance des poissons, et sur l�utilisation de 

sources d�énergie non-protéique. Dans un second temps, nous étudierons la possibilité d�utiliser de 

l�amidon pour la couverture d�une partie des besoins alimentaires en énergie des poissons par l�étude 

des amylases digestives. L�amidon a été choisi pour sa grande disponibilité et son faible coût à apport 

énergétique équivalent. Il constitue, en effet, une source alimentaire d�énergie non protéique de choix 

pour les animaux monogastriques et les volailles qui n�ont pas la capacité d�utiliser la cellulose. Bien 

que son usage chez les poissons soit peu répandu, les espèces tropicales semblent mieux l�utiliser que 

celles d�eaux froides (Luquet & Moreau 1989 ; Wilson 1994). 
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Chapitre I EXPOSÉ BIBLIOGRAPHIQUE 
UTILISATION DE L’ÉNERGIE ET CAPACITÉ DIGESTIVE CHEZ LES POISSONS 

Avec un peu plus de 22 000 espèces, les Poissons et les Agnathes regroupent plus de la moitié 

des espèces actuelles de Vertébrés. On compte 50 espèces d'Agnathes, 2 000 Chondrichthyens et 

20 000 Ostéichthyens, dont les principaux représentants sont les Téléostéens. Même si cette statistique 

doit être nuancée par le fait que le traitement de l'espèce n'est pas le même pour toutes les classes de 

Vertébrés (monotypique pour les Poissons, polytypique pour les Oiseaux), les Poissons constituent un 

vaste ensemble d'animaux très diversifiés, autant par leur morphologie que leur physiologie ou leur 

comportement. Ainsi, un simple transfert des acquis obtenus sur les Vertébrés supérieurs en matière de 

physiologie ou de tout autre aspect de la biologie ne peut être satisfaisant sans une solide 

argumentation. 

Très tôt, les poissons ont été retenus pour des études de nutrition. Au 18ème siècle, John 

Hunter réalise l'une des premières expériences sur la digestion (Rumsey 1994). À cette époque, la 

digestion était considérée comme le produit d�une action mécanique et d�une dégradation par 

putréfaction. En 1772, observant l'aspect de poissons avalés par de plus gros, Hunter constate que les 

proies retrouvées dans l'�sophage ne sont pas altérées, contrairement à celles ayant séjournées dans 

l'estomac. Pour Hunter, ceci est la démonstration de l�existence d�un processus, dans l'estomac 

seulement, responsable de la digestion des aliments. Il conclut cependant qu'un animal ou une partie 

de celui-ci ne peut être digéré en absence d�action mécanique. Plus tard, Spallanzani (1729-1799) 

contredira cette assertion. Plaçant la patte d'une grenouille dans la gueule d'une seconde grenouille, il 

constate une altération de l'extrémité de la patte en contact avec le contenu de l�estomac et conclut à la 

présence d'éléments permettant la digestion sans l'intervention d'une action mécanique ou d�un 

phénomène de putréfaction. C�est sur la base des résultats de ces expériences qu�a été établi 

l�ensemble des études portant sur les mécanismes physiologiques et biochimiques impliqués dans la 

nutrition du règne animal. 
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Pour les poissons, l�étude de la nutrition a pris un intérêt plus fondamental avec le développe-

ment de nouvelles pratiques d�élevage. Si l�élevage de poisson est une pratique agricole très ancienne, 

le recours à des méthodes plus intensives, impliquant l�apport d�aliment exogène, est plus récent. Cette 

nouvelle pratique nécessitant une meilleure connaissance des espèces élevées, des études ont été en-

treprises pour déterminer les besoins nutritionnels des premières espèces élevées en intensif, notam-

ment chez la truite arc-en-ciel, Oncorhynchus mykiss. Plus tard, les efforts ont été consacrés à d�autres 

espèces, en raison de l�augmentation de la pratique de leur élevage, comme le poisson-chat américain, 

Ictalurus punctatus, les saumons ou les tilapias. Pour la carpe, dont l�élevage en étang constitue la plus 

ancienne pratique piscicole, l�alimentation était généralement assurée par la production naturelle dans 

le milieu d�élevage et les études de nutrition ne se sont développées que plus récemment. 

Depuis, les recherches en nutrition chez les poissons ont permis d�aborder différents aspects 

de cette fonction, allant de l�étude du système digestif (Smith 1980) à l�effet de l�alimentation sur les 

autres fonctions physiologiques tels que la reproduction (Gunasekera et al 1996b). Plusieurs ouvrages 

de synthèse ont été publiés sur ces aspects, celui de Halver (1972) suivis plus récemment par ceux de 

Steffens (1989), de Wilson (1991) et de Guillaume et al. (1999). 

L�objectif de cet exposé est de présenter les particularités propres aux poissons en matière 

d�utilisation de l�énergie alimentaire. Ensuite, les acquis des études sur la digestion seront abordés. 

I.1 L’alimentation en énergie des poissons 
L�alimentation doit apporter les métabolites qui seront utilisés par l�organisme pour produire 

l�énergie nécessaire à son maintien et à son développement. Le devenir de l�énergie ingérée (I) est 

généralement décrit par des modèles intégrant les principales fonctions de l�organisme (Figure I-1). 

Les aliments ingérés ont une énergie brute, dont une partie est perdue au cours de la digestion et de 

l�élimination des fèces. L�énergie digestible correspond à celle des produits qui peuvent franchir la 

paroi intestinale. En soustrayant les pertes énergétiques branchiales et urinaires, on obtient l�énergie 

métabolisable, utilisée pour la croissance et la reproduction, ainsi que pour le maintien de l�organisme 
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et l�activité. Les dépenses énergétiques pour la maintenance et l�activité produisent de la chaleur qui se 

dissipe dans l�environnement. 

Énergie 
métabolisable 

Bouche 

Paroi intestinale 

F 

BU 

C
 

R  

I 

Production de 
chaleur 

Excrétion 
branchiale 
et urinaire

 

Énergie 
digestible 

Énergie ingérée 
ou énergie brute 

Fèces 

Croissance et 
reproduction

 Maintenance 
et activité 

 
Figure I-1 Modèle du devenir de l�énergie ingérée chez les poissons (d�après Steffens 1989). 

Le modèle du devenir de l�énergie ingérée correspond à l�équation usuelle, I = F+R+C+BU, 

où l�énergie ingérée se décompose en une partie non assimilée sous formes de fèces (F) et une partie 

assimilée qui correspond à l�énergie retenue (R), à celle non retenue, excrétion branchiale et urinaire 

(BU) ou production de chaleur (C). Cette dernière comprend la dépense énergétique liée à la 

consommation et à l�utilisation de l�aliment (extrachaleur) et celles associées au maintien et à l�activité 

de l�organisme. L�enjeu de la détermination des besoins énergétiques consiste essentiellement à 

essayer de couvrir la part non retenue par des apports exogènes non-protéiques plutôt que par des 

protéines amenées à être fixées. Si l�ensemble des substrats ingérés métabolisables sont pris en compte 

dans les apports énergétiques alimentaires, on fait le plus souvent référence implicite à ceux qui 

contribuent à la couverture des dépenses : production de chaleur, expiration et excrétion. Ces substrats 

doivent donc être dégradés au cours du métabolisme au lieu d�être fixés comme ceux contribuant à la 

croissance, à l�instar des protéines (Luquet & Moreau 1989).  
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L�énergie résulte de l�oxydation cellulaire des lipides, des protéines et des glucides (N.R.C. 

1993). Aussi, les besoins énergétiques des poissons ne sauraient être déterminés que par la mesure des 

dépenses énergétiques à l�aide des techniques de calorimétrie directe en estimant la chaleur dégagée, 

ou de calorimétrie indirecte, grâce à la mesure de la consommation d�oxygène et de la formation des 

produits d�oxydation (Médale 1999). Les besoins énergétique peuvent être estimés en analysant la 

réponse d�animaux recevant des aliments dont le contenu énergétique varie (N.R.C. 1993). Dans ce 

cas, les apports en énergie couvrent à la fois les dépenses (maintien et activité), la croissance 

corporelle et la production de gamètes. Dans la suite du texte le besoin en énergie concernera les 

apports alimentaires, alors que la dépense énergétique sera limitée à celle de l�organisme. 

Dans l�étude de la relation dose-réponse de l�animal vis-à-vis du contenu énergétique de 

l�aliment, l�apport optimal peut être considéré comme celui qui permet la croissance maximale de 

l�animal. Peu utilisé dans le cas de l�apport en énergie, ce concept est mieux défini dans celui des 

apports en protéines (N.R.C. 1993), mais il reste transposable si l�on ne prend en compte que 

l�accrétion protéique. 

Pour déterminer l�apport optimal en énergie, il faut tenir compte des facteurs influant sur la 

dépense et le contenu énergétique de l�animal, ainsi que de la valeur énergétique effective des 

aliments. La dépense énergétique globale est étroitement dépendante de celles liées au maintien et à 

l�entretien de l�organisme (homéostasie), et de celles associées à sa croissance et à sa reproduction 

(homéorèse). Nous nous proposerons de faire le point sur les facteurs susceptibles de modifier la 

dépense et le contenu énergétique des poissons tropicaux et sur les aliments utilisables comme source 

d�énergie, en y incluant les méthodes utilisées pour l�identification des substrats.  

I.1.1 Facteurs influant sur la dépense énergétique 
La dépense énergétique des poissons dépend de leur niveau métabolique minimal, corres-

pondant à l�état à jeun avec une activité physique réduite (Médale 1999), ainsi que de la croissance, la 

reproduction et l�activité physique. Les besoins énergétiques, quant à eux, sont principalement fonc-
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tion de facteurs abiotiques tels que la température ou la salinité, et de facteurs biotiques tels que la 

taille ou l�age. 

I.1.1.1 LES DÉPENSES MINIMALES 

La température 
À l�exception de quelques taxons comme les thonnidés, les poissons sont des organismes 

poïkilothermes, dont la température interne est voisine de la température externe. Cette différence 

essentielle avec les Vertébrés Supérieurs se traduit par des besoins énergétiques de 10 à 30 fois plus 

faibles chez les poissons que chez les Mammifères ou les Oiseaux élevés par l�homme (Brett & 

Groves 1979). Indépendamment de cet aspect, les résultats obtenus sur plusieurs espèces montrent une 

élévation de la dépense énergétique minimale avec la température d�acclimatation (Brett & Groves 

1979). Pour une même espèce, la dépense énergétique minimale augmente avec la température, mais 

la dépense énergétique liée à l�activité diminue au-delà de la température optimale (Fry 1970). 

La salinité 
Elle agit sur le coût métabolique de l�osmorégulation, qui peut représenter près de 20 % de la 

dépense énergétique chez le tilapia du Mozambique, Oreochromis mossambicus (Morgan et al 1997). 

Chez le tilapia du Nil, Farmer et Beamish (1969) observent un minimum de consommation d�oxygène 

pour une salinité de 11,6 ppm et un maximum à 30 ppm. Le coût énergétique de l�osmorégulation 

serait donc minimal pour une salinité dont l�osmolalité correspond à celle du sang, alors que chez les 

individus élevés en eau de mer le coût métabolique est plus important (Moreau 1988b).  

La taille et l’âge 
La croissance corporelle relative étant plus importante chez les jeunes individus, leurs besoins 

absolus en protéines sont logiquement plus importants (Robinson & Lovell 1986 ; Xie et al 1997). 

Cependant, la relation entre les besoins alimentaires n�étant pas forcément linéaire, certains auteurs 

utilisent la notion de masse métabolique (masse corporelle à la puissance 0,8 ou 0,75), à l�image des 

relations liant la consommation d�oxygène à la masse corporelle des poissons (Winberg 1960). 

L�influence de la taille sur les besoins en protéines a été observée chez des poissons élevés en eaux 
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chaudes, comme Clarias gariepinus (Henken et al 1986), Colossoma macropomum (van der Meer et 

al 1995) ou Liza haematecheila (Yoshimatsu et al 1992), mais la prise en compte de la masse métabo-

lique n�a pas permis de définir un besoin indépendant de la taille chez les deux premières espèces. 

Chez le poisson-chat américain, Masser et al. (1991) définissent un modèle de croissance intégrant des 

relations logarithmiques entre la masse du poisson et sa teneur en protéines, d�une part, et entre la 

masse du poisson et le rapport optimal en protéines et en énergie, d�autre part (Figure I-2). Si ces 

équations permettent de décrire l�évolution des besoins du poisson-chat au cours de sa vie, elle ne 

correspondent pas à des relations linéaires et ne permettent pas de définir les besoins à l�aide d�une 

seule constante. La détermination des besoins en protéines et en énergie d�un poisson est étroitement 

dépendante de la taille de l�animal et ne peut être exprimée par une seule fonction simple intégrant la 

taille de l�animal. Pour la croissance chez la carpe, Kaushik (1995) obtient une expression aboutissant 

à une valeur indépendante de la taille en utilisant la masse à la puissance �1/3. 
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Figure I-2  Variation des besoins en protéines brutes et du rapport optimal énergie digestible/protéines 

en fonction de la masse chez le poisson-chat américain, Ictalurus punctatus (d�après 
Masser et al 1991). ED/PB : rapport énergie digestible sur protéines brutes. 

I.1.1.2 LA CROISSANCE 
Les dépenses énergétiques associées à la croissance sont principalement dépendantes des 

apports protéiques (quantité et qualité) fourni au poisson, de leur utilisation, du contenu énergétique de 

l�aliment et, enfin, du coût énergétique de la synthèse protéique. 
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Les apports en protéines 

− Rôle alimentaire et détermination des protéines 
Les protéines ont pour objectif d�apporter les quantités d�acides aminés nécessaires au bon dé-

veloppement de l�animal. D�un point de vue nutritionnel, les acides aminés essentiels se distinguent de 

celui des non-essentiels par le fait que leur synthèse n�existe pas dans l�organisme ou se fait trop 

lentement pour couvrir les besoins. Le problème des besoins relatifs en acides aminés indispensables 

ou non n�est pas l�objet de ce travail, mais la composition en acides aminés des protéines alimentaires 

utilisées devra être prise en compte afin de pouvoir comparer les résultats.  

La teneur en azote d�un aliment, généralement déterminée par la méthode de Kjeldahl, permet 

d�obtenir la quantité de protéines brutes en utilisant le facteur, 6,25, compte tenu de la composition 

moyenne en azote des protéines, 16 %. Ce facteur peut être corrigé selon les protéines considérées 

(SaloVaananen & Koivistoinen 1996). La méthode de Kjeldahl, dans laquelle tout l�azote de 

l�échantillon est transformé en azote ammoniacal (NH4
+) à l�exclusion des formées oxydées comme 

les nitrites (NO2
-) ou les nitrates (NO3

-), se distingue de celle de Dumas, où c�est de l�azote qui est 

obtenu par combustion de l�échantillon. Dans la mesure où le contenu total en NO2
- et NO3

- est faible, 

la méthode de Dumas (CHN) peut se substituer à celle de Kjeldahl (Etheridge et al 1998). 

− Teneur en protéines et ration 
L�augmentation de la teneur en protéine d�un aliment améliore graduellement la croissance du 

poisson jusqu�à un seuil ; alors que la rétention protéique (protéines fixées / protéines ingérées) dimi-

nue de façon concomitante (Figure I-3). À teneur en protéines et contenu énergétique équivalents, la 

croissance dépend aussi de la ration journalière alimentaire distribuée (Figure I-4). L�interaction entre 

ces deux paramètres est réellement prise en compte s�il on exprime les apports en valeurs absolues, 

c�est à dire en apports journaliers exprimés de protéines brutes par unité de masse corporelle et par 

unité de temps, g PB.kg-1.j-1 (Figure I-5). 

Plus généralement, Tacon et Cowey (1985) constatent une corrélation positive entre les ap-

ports absolus en protéines et les taux de croissance observés chez plusieurs espèces de poissons. Pour 
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une même espèce, l�effet des apports en protéines dépend de la taille, de l�âge, de la température et de 

la salinité pour les espèces euryhalines, mais aussi de la qualité des protéines et du contenu énergéti-

que de l�aliment, tant en qualité et qu�en quantité. Les apports protéiques dépendent aussi de la crois-

sance maximale du poisson et de sa dépense énergétique liée à son état physiologique et à son envi-

ronnement. 
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Figure I-3 Influence de la teneur en protéines de l�aliment sur le gain de masse (symbole pleins) et 

sur la rétention protéique (symboles creux) chez des poissons-chats américains, I. punc-
tatus (triangles) et des tilapias du Nil, O. niloticus (carrés). (d�après par Garling Jr. & 
Wilson 1976 et Kaushik et al 1995). 
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Figure I-4  Influence de la ration journalière sur le gain de masse chez des poissons-chats amé-

ricains, I. punctatus, recevant deux types d�aliment : 25 % de protéines et 11,9 
kJ.g-1 (▲), 35 % protéines et 16,7 kJ.g-1 (■). (d�après Gatlin III et al 1986). 
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Figure I-5  Influence de l�apport journalier en protéines sur le gain de masse chez des poissons-

chats américains, I. punctatus, recevant deux types d�aliment : 25 % de protéines et 
11,9 kJ.g-1 (▲), 35 % protéines et 16,7 kJ.g-1 (■). (d�après Gatlin III et al 1986). 

− Qualité des protéines 
Les apports en protéines étant définis en valeurs absolues, leur composition en acides aminés 

définira les apports de chaque acide aminé considéré comme essentiel relativement aux protéines 

(g AA.100 g-1 protéines) ou les apports absolus dans la ration (g AA.kg-1 poisson.j-1). 

Les auteurs ont d�abord exprimer les besoins en acides aminés essentiels en pourcentage du 

contenu protéique dans l�aliment, mais l�existence d�une relation linéaire entre les besoins apparents 

en lysine et en protéines n�ayant pu être confirmée, les besoins en acides aminés ont été alors exprimés 

en pourcentage des protéines et de l�aliment (N.R.C. 1993). Même si les expériences sur les besoins en 

acides aminés ont été réalisés avec des L-aminoacides cristallisés (Wilson et al 1977), cette forme ne 

peut se substituer totalement aux acides aminés au sein des protéines (Li & Robinson 1998). Contrai-

rement au tilapia, l�utilisation de lysine de synthèse améliore les performances chez la carpe (Viola et 

al 1994b). Les croissances chez ces deux espèces sont mieux corrélées aux apports journaliers en ly-

sine, qu�à la teneur en lysine de l�aliment ou des protéines (Figure I-6). 

Certains composés présents dans les matières premières protéiques généralement utilisées pour 

la préparation d�aliments destinés aux poissons, tel que le facteur antitrypsine du tourteau de soja, 

peuvent influer sur la disponibilité de l�aliment. La cuisson détruit ce facteur mais peut s�avérer avoir 

un effet négatif sur la disponibilité de la lysine (Viola et al 1983). Dans la farine de sang riche en ly-



 Chapitre I Exposé bibliographique 

12 

sine, la disponiblité dépend du processus de fabrication (Métailler & Guillaume 1999). Les concentrés 

protéiques sont susceptibles d�être carencés en tryptophane. Quant aux tourteaux, la présence de phy-

tates peut agir sur la disponibilité du calcium ou celle des polyphénols et du gossypol, modifier la di-

gestibilité des protéines (Cheftel et al 1985) et de la lysine (Lloyd et al 1978). 
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Figure I-6  Relation entre la croissance de carpes ▲ (250 � 400 g) ou de tilapias ■ (200 � 350 g) et 

les apports en lysine. (d�après Viola et al 1994a). 

La digestibilité de chaque acide aminé a été mesurée chez le poisson-chat américain, à partir 

de différentes protéines (Wilson & Poe 1985). Bien que son CUDa soit voisin de 100 %, l�utilisation 

de la L-lysine cristalline en supplémentation dans un mélange de protéines est plus faible que celle de 

la lysine d�un tourteau de soja (Robinson et al 1980). À CUDa équivalent, la forme d�un acide aminé 

peut donc retentir sur son utilisation, en raison d�un déséquilibre possible du pool intra-tissulaire des 

acides aminés, qui en favoriserait le catabolisme (Cowey & Sargent 1979). Chez la même espèce, la 

croissance maximale est obtenue avec 40 % de protéines dans l�aliment quand il s�agit de la caséine ou 

du gluten de blé, alors que 25 % de protéines de soja permettent d�obtenir une croissance très proche 

(Cowey & Sargent 1972). L�utilisation d�une source de protéines de bonne qualité, telle que la farine 

de poisson, est donc préconisée pour éviter la présence de facteurs antinutritionnels et avoir la meil-

leure évaluation possible de l�effet d�une source protéique sur la croissance ou la dépense énergétique 

chez une espèce de poisson considérée.  
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La température et la salinité 
Les dépenses énergétiques du poisson dépendent de la température, et de différences 

s�observent sur la répartition des besoins en énergie de l�animal, entre la part utilisée pour couvrir les 

dépenses et celle correspondant à l�énergie fixée. Les valeurs de croissance et de coefficient 

d�efficacité protéique obtenues à 32 ou 28 °C chez des jeunes tilapias du Nil, sont plus importantes 

que celles de poissons élevés à 24 °C (Likongwe et al 1996). Chez le tilapia rouge de Floride, la 

consommation volontaire d�aliment est plus élevée à 27 � 32 °C qu�à 22 °C (Watanabe et al 1993). 

Chez le silure africain, C. gariepinus, le rapport protéines/énergie pour une croissance optimale est 

plus élevé à 29 °C qu�à 24 °C (34,7 contre 25,4 mg PB.kJ-1), et l�accrétion protéique augmente avec la 

température (Henken et al 1986). Dans leur modèle de croissance du poisson-chat américain Masser et 

al. (1991) ont intégré l�effet conjoint de la température et du rapport protéines/énergie de l�aliment. Du 

fait que l�élévation de la température entraîne simultanément une augmentation de la croissance, de 

l�ingestion volontaire et de l�indice de conversion (Brett 1979), les teneurs en protéines requises pour 

une croissance optimale, besoins relatifs en protéines, sont les mêmes à 9 °C et 18 °C chez la truite, 

soit 35 % protéines pour un aliment contenant 15 kJ.g-1 d�énergie digestible (N.R.C. 1993). Les be-

soins relatifs en protéines peuvent donc paraître indépendants de la température (Mambrini & Guil-

laume 1999), sous réserve que les rations alimentaires soient adaptées alors que la détermination des 

besoins absolus en protéines et en énergie est dépendante de la température dans les conditions de 

l�expérience. 

Chez les espèces euryhalines comme les tilapias, la salinité agit sur les dépenses énergétiques. 

Ces modifications doivent donc avoir une influence sur l�utilisation respective des apports alimentaires 

pour la croissance et la couverture des dépenses énergétiques. À ration alimentaire équivalente, les 

besoins relatifs en protéines sont plus faibles pour les tilapias du Nil élevés à des salinités de 10 à 15 

g.L-1, que pour ceux élevés en eau douce (De Silva & Perera 1985), soit 28 % PB au lieu de 30,4 % 

(Tableau I.1). Élevés dans un milieu plus proche de l�eau de mer (29 g.L-1), les meilleurs résultats de 

croissance et de transformation de l�aliment sont obtenus avec des teneurs en protéines brutes de 30 % 

(Fineman-Kalio & Camacho 1987). Chez l�hybride de tilapia, O. niloticus x O. aureus, les besoins 
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relatifs en protéines, déterminés pour des poissons élevés en eau de mer (32-34 ppm) sont plus faibles 

que ceux déterminés chez d�autres espèces de tilapia en eau douce, soit 24 % PB contre 30 à 40 % 

(Shiau & Huang 1989). Chez le tilapia rouge, O. mossambicus x O. niloticus, l�effet de la salinité sur 

la croissance et l�indice de conversion des aliments dépend de la température. Dans l�eau douce, une 

augmentation de température de 27 à 30 °C n�a pas d�effet, alors que pour des salinités de 18 g.L-1 ou 

36 g.L-1 (eau saumâtre et eau de mer) la même augmentation de température améliore notablement la 

croissance (Watanabe et al 1993). Chez les poissons euryhalins, les besoins apparents en protéines, et 

donc la dépense énergétique, dépendent de la salinité. 

Tableau I.1 Effet de la salinité sur les besoins en protéines de différentes espèces de tilapias. 

Besoins en protéines 

Espèces 
Masse 

(g) 

S ‰ 

(g.L-1) 

T° 

(°C) 

Énergie* 

(kJ.g-1) 
relatifs  

(% PB) 

absolus  

(g PB.kg-1.j-1) 

R
éférences 

O. niloticus 0,03-1,4 

0,02-3,8 

0,02-4,5 

0,03-0,8 

0 

5 

10 

15 

 19,51 

19,51 

19,21 

19,21 

30,4 

30,4 

28,0 

28,0 

18 

18 

17 

17 

47 

O. niloticus 8-37 0 28 20,3  12 111 

O. mossambicus x O. niloticus 21-54 0 28,5 18,02 28 8,4 230 

O. niloticus x O. aureus 2,4-8,4 34 26 16,73 23,5 7 203 

* Énergie brute mesurée (1) calculée (2) ou recalculée (3) à partir de la composition proximale de l�aliment, avec respectivement 
22,2, 38,9 et 17,2 kJ.g-1 pour les protéines, les lipides et les glucides totaux ou extractif non azoté (Luquet & Moreau 1989). 

Le contenu énergétique de l’aliment 
La teneur minimale en protéine permettant la meilleure croissance dépend du contenu énergé-

tique de l�aliment (Cowey 1979). Chez des jeunes poissons-chats américains, la croissance est dépen-

dante des apports relatifs en protéines et du contenu énergétique de l�aliment (Figure I-7), alors qu�à 

apports absolus en protéines identiques, la croissance est équivalente avec des aliments dont le conte-

nu énergétique est différents. Dans ce dernier cas, le rapport entre la teneur en protéine et le contenu 

en énergie de l�aliment étant le même, les apports absolus en énergie correspondant à la croissance 

maximale observée sont aussi les mêmes. Pour le contenu énergétique de l�aliment comme pour les 

protéines, il semble donc que ce soit plutôt les apports journaliers qui doivent être pris en compte. 
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Dans plusieurs travaux, la même croissance a pu être obtenue avec des apports absolus en protéines 

constants, mais différents apports en énergie (Garling Jr. & Wilson 1976 ; Arzel et al 1998). De telles 

observations peuvent être associées à des conditions d�alimentation pour lesquelles les apports en 

énergie ne sont pas limitants vis-à-vis de l�apport en protéine sans influence sur la prise volontaire 

d�aliment. Ce type de résultats ne permet pas de conclure à un effet potentiel du contenu énergétique 

de l�aliment sur les dépenses liées à la croissance. 
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Figure I-7  Influence du contenu énergétique de l�aliment sur la relation observée entre le gain 

de masse et la teneur en protéines de l�aliment, chez I. punctatus. (d�après Garling 
Jr. & Wilson 1976). Teneur en énergie des aliments 11,5 (▲) et 14,3 kJ.g-1 (■). 

Smith et al. (1978) ont mesuré l�extrachaleur produite par des truites arc-en-ciel et des sau-

mons atlantiques, Salmo salar, en fonction de la nature de l�aliment ingéré. L�extrachaleur observée 

chez les poissons est toujours plus réduite (<5 % de l�énergie métablolisable) que chez les Mammifè-

res ou les Oiseaux. Entre des animaux n�ayant reçu que des protéines et ceux n�ayant reçu que des 

glucides, l�extrachaleur mesurée est identique et supérieure à celle trouvée pour les animaux recevant 

des lipides. Ces résultats ont été confirmés par Legrow et Beamish (1986) chez la truite, où une aug-

mentation de l�extrachaleur avec la teneur en protéines de l�aliment à teneur en lipides équivalentes a 

été observée. À 8 °C, le coût de l�extrachaleur chez des truites recevant des glucides est identique à 

celui de truites recevant des lipides, mais supérieur à celui de truites placées 18 °C (Médale 1999). 

Pour ces auteurs, l�amplitude de l�extrachaleur est essentiellement liée à l�importance de la synthèse 

protéique, et le coût de l�extrachaleur serait plus lié au mode d�utilisation du nutriment qu�à sa nature. 
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Avec le développement de techniques de mesure de vitesse de la synthèse protéique, des étu-

des plus précises ont pu être réalisées quant à l�effet de la nature de l�aliment sur les dépenses énergé-

tiques associées à la croissance. 

La synthèse protéique 
Les études de synthèse protéique ont été faites sur des poissons entiers ou des cultures cellulai-

res. Les taux de synthèse et de dégradation des protéines ont été mesurés en utilisant des isotopes, 

alors que le suivi du coût énergétique associé à la synthèse a été réalisé par la méthode de calorimétrie 

indirecte. D�une manière générale, les taux de synthèse protéique trouvés chez les poissons dépassent 

largement les taux de rétention, ce qui confirme l�existence d�un renouvellement protéique important 

dont l�amplitude peut dépendre de plusieurs conditions y compris nutritionnelles. Les protéines étant 

les macromolécules dont le coût de synthèse est le plus élevé, l�influence de la composition de 

l�aliment sur la synthèse et le renouvellement protéique est déterminante pour l�analyse des facteurs 

impliqués dans la dépense énergétique liée à la croissance. 

Tableau I.2  Effet de la composition de l�aliment et des apports alimentaires sur la production de 
chaleur et la rétention protéique chez la carpe, Cyprinus carpio. (d�après Meyer-
Burgdorff & Rosenow 1995). 

Aliment Apports (kg-1.J-1) Utilisation 

Rapport1,4 

ENA/LT 

Rapport2  

PD/ED  

(mg/kJ) 

Protéines 

digestibles 

(g PD) 

Énergie 

digestible

(kJ) 

Production  

de chaleur 

(kJ.kg-0,8.j-1) 

Rétention 

protéique3

(g.kg-0,8.j-1) 

Rapport 

PC/RP4 

(kJ.g-1) 

4,4 17,5 7,6 435 88 1,49 59 

4,0 23,1 9,6 415 89 1,65 54 

19,2 21,8 8,8 404 80 1,55 52 

1,5 19,1 8,5 442 77 1,55 50 
1 Rapport extractif non azoté (glucides) sur lipides totaux. 2 Rapport protéines digestibles sur énergie digestible. 3 N x 6,25. 4 
Calculé à partir des données fournies par les auteurs 

Chez la carpe, une corrélation positive a été observée entre le taux de synthèse protéique et 

l�ingéré protéique (Meyer-Burgdorff & Rosenow 1995). Une effet similaire est observé pour le taux de 

dégradation des protéines, mais de moindre amplitude, ce qui conduit globalement à une augmentation 

de la fixation des protéines malgré l�augmentation du renouvellement. Parallèlement, ces auteurs cons-

tatent des modifications de la dépense énergétique associée au niveau des apports protéiques et au 
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rapport protéino-énergétique (PD/ED) de l�aliment (Tableau I.2). Chez la carpe herbivore, Ctenopha-

ryngodon idella, le taux de synthèse protéique est corrélé positivement aux apports alors que le taux de 

dégradation ne l�est pas (Carter et al 1993). De même, aucune corrélation n�a été remarquée entre le 

taux de synthèse protéique et le coefficient d�utilisation pratique de l�azote. Mesurés sur plusieurs 

types de cellules de poisson, le coût relatif de synthèse de la même quantité de protéine diminue avec 

l�augmentation du taux global de synthèse protéique (Smith & Houlihan 1995). 

L�ensemble de ces observations est quelque peu contradictoire. Si pour la carpe, 

l�augmentation de production de chaleur est associée à l�augmentation du renouvellement protéique, 

les valeurs fournies par les auteurs montrent des variations de l�ordre de 2 % de la production de 

chaleur, par unité de rétention à dépôt de protéine équivalent, et supérieures à 85 % pour le taux de 

synthèse. Dans ce cas, il est raisonnable de penser que l�impact de l�augmentation du taux de synthèse 

protéique, sur la dépense énergétique associée à la modification du contenu de l�aliment, soit 

largement compensé par la diminution relative du coût énergétique de la synthèse. De plus, le calcul 

de la dépense énergétique réalisé pour la carpe semble n�avoir été fait que sur la base de la 

consommation d�oxygène et de l�excrétion azotée, et ne présume pas des variations qui pourraient être 

associées à l�utilisation relative des glucides et des lipides. Cet aspect est d�autant plus important que 

les valeurs présentées ont montré une grosse variation des apports relatifs entre ces deux nutriments. 

L�ensemble de ces observations semblent indiquer que, si le taux de synthèse protéique augmente avec 

la quantité de protéine ingéré, son impact sur les dépenses énergétiques liées à la croissance diminue 

quand le taux de croissance augmente. 

I.1.1.3 LA REPRODUCTION 
Les activités de reproduction mettent en jeu un ensemble de processus dont le coût énergétique 

ne peut être étudié qu�à long terme. Il ne peut être limité au seul coût énergétique de la production des 

gonades, soit pour les �ufs d�environ 23,5 kJ.g-1 de matière sèche (Médale 1999). La qualité de 

l�apport en protéine peut agir sur la production d��ufs et la qualité des larves chez le tilapia du Nil 

(Gunasekera et al 1996a ; Gunasekera et al 1996b). En règle générale, lorsque les apports sont insuffi-

sant, la production de gonades est favorisée aux détriment de la croissance. 
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I.1.1.4 L’ACTIVITÉ PHYSIQUE 
Chez les poissons, comme chez les autres animaux, les modifications de l�activité physique, 

telle que la vitesse de nage, agissent sur les dépenses énergétiques (Fry 1970). Ce phénomène doit être 

pris en compte dans la conduite d�expériences d�estimation des besoins et dans la gestion d�élevages 

dont l�implantation peut augmenter l�activité physique des poissons, cages en rivière ou « race-ways ». 

I.1.2 Valeur énergétique des aliments 
L�organisme tire son énergie du catabolisme des lipides, glucides et protéines. Pour le thermo-

dynamicien, le contenu énergétique d�un aliment est la quantité de chaleur dégagée par combustion de 

l�aliment en présence d�oxygène. Elle est mesurée dans une bombe calorimétrique et correspond donc 

à l�énergie libérée par une oxydation complète des éléments constitutifs de l�aliment. Pour les lipides 

ou les glucides, le catabolisme oxydatif aboutit à la formation d�eau et de dioxyde de carbone, ce qui 

correspond bien à une oxydation complète. Pour les protéines, le catabolisme aboutit à la production 

d�eau et de dioxyde de carbone, mais aussi de composés azotés qui ne sont pas eux complètement 

oxydés. Pour le physiologiste, la valeur énergétique des protéines est toujours plus faible que celle 

mesurée dans une bombe calorimétrique. Brett et Groves (1979) proposent des équivalents en énergie 

brute, métabolisable et intracorporelle pour les lipides, les glucides et les protéines, fondé sur le conte-

nu en énergie brute de chaque éléments, des coefficients respectifs de digestibilité de 0,85, 0,8 et 0,9 

pour les lipides, les glucides et les protéines, et enfin sur un contenu énergétique de l�ammoniaque de 

5,4 kJ.g-1 principal produit d�excrétion azoté chez le poisson (Tableau I.3). 

Tableau I.3 Équivalent en énergie brute, métabolisable et intracorporelle (kJ.g-1) des trois consti-
tuants biologiques (d�après Brett & Groves 1979). 

  Lipides Glucides Protéines  

 Énergie brute 39,6 16,7 23,7  

 Énergie métabolisable 33,5 13,9 17,7  

 Énergie intracorporelle 39,6 17,2 20,1  
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I.1.3 Mode de couverture des besoins 

I.1.3.1 IDENTIFICATION DES SUBSTRATS POTENTIELLEMENT UTILISABLES 
L'analyse par calorimétrie indirecte permet l'identification et la quantification des substrats 

oxydés, c�est à dire consommés par le catabolisme pour la couverture des besoins énergétiques de 

l'animal, à partir de la mesure des échanges respiratoires et de l�excrétion azotée. Elle repose sur les 

différences de st�chiométrie entre les réactions d'oxydation des lipides, glucides et protéines. Cette 

méthode a été utilisée pour déterminer les besoins énergétiques de Vertébrés Supérieurs, Mammifères 

ou Oiseaux, et plus récemment, appliquée à des espèces animales aquatiques (Shick et al 1988 ; Shick 

et al 1988) et aux poissons en particulier (Médale & Kaushik 1989 ; van Waversveld et al 1989 ; Mo-

reau et al 1991 ; Kaushik et al 1995). L�application de cette méthode aux animaux aquatiques a fait 

l'objet de plusieurs revues (Van Waversveld et al 1989 ; Gnaiger 1989). Chez les poissons, la prédo-

minance de l�ammoniaque comme forme d�excrétion de l�azote a nécessité une adaptation du calcul 

des quantités de substrats oxydés et de la valeur énergétique correspondante, selon les formules géné-

rales choisies par les auteurs pour la composition élémentaire des lipides et des protéines. Pour les 

poissons susceptibles d�éliminer des produits du métabolisme anaérobie (acide lactique, éthanol, etc.), 

Van Waversveld et al. (1988) donnent un jeu d�équations pour déterminer les quantités de protéines, 

lipides et glucides utilisées par le catabolisme et la dépense énergétique correspondante. Gnaiger 

(1983) et Brafield (1985) soulignent l�importance de la nature des produits d�excrétion azotée sur la 

valeur énergétique des composés oxydés et la détermination des quantités d�oxygènes consommées 

correspondantes. Les formules de Van Waversveld ne prenant pas en compte une partition éventuelle 

de l�excrétion azotée entre l�ammoniaque et l�urée. Nous développerons ici la méthode de calcul des 

quantités de protéines, lipides et glucides, lorsque la contribution de l�urée dans l�excrétion azotée 

n�est pas négligeable. 

Dans un premier temps, une formule générale pour chaque type de substrat doit être choisie 

pour calculer la st�chiométrie des réactions d�oxydation correspondant à chacun d�eux. Pour permet-

tre le calcul des quantités de substrats en terme de masse, ces réactions sont établies sur la base d�une 

quantité égale à 100 g de substrat. Les glucides sont généralement assimilés à un polymère de glucose 
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de formule générale (C6H10O5)n, et les lipides à un triglycéride de formules générale (C18,8H33,0O2)3 

(Gnaiger 1983). Les réactions d�oxydation correspondantes pour 100 g de substrat sont respective-

ment :  

 C3,70H6,17O3,09 + 3,70 O2 → 3,70 CO2 + 3,09 H2O pour les glucides ; 

 C6,47H11,36O0,69 + 8,96 O2 → 6,47 CO2 + 5,68 H2O pour les lipides. 

 Les protéines sont assimilées à une molécule de formule moyenne (C4,83H7,58O1,50N1,23S0,025)n 

dont la fraction soufrée, qui est très limitée, n�est pas prise en compte dans la réaction d�oxydation. 

Deux types de réactions sont obtenues selon la nature du produit d�excrétion : 

C4,49H7,05O1,39N1,14 + 4,70 O2 → 1,14 NH3 + 4,49 CO2 + 1,81 H2O 

quand le produit d�excrétion est l�ammoniaque et 

C4,49H7,05O1,39N1,14 + 4,54 O2 → 0,57 CO(NH2)2 + 3,35 CO2 + 2,38 H2O 

quand le produit d�excrétion est l�urée. 

Pour chacune de ces réactions les quotients respiratoires (QR) sont de 1 pour les glucides, de 

0,72 pour les lipides, et respectivement de 0,96 ou 0,74 pour les protéines quand le produit d�excrétion 

est de l�ammoniaque ou de l�urée. Les formules de calcul des quantités de substrat oxydés sont obte-

nues à partir du système d�équation établi sur la base des quantités d�oxygène et de dioxyde de car-

bone correspondant à l�oxydation de chacun d�eux (van Waversveld et al 1988). En prenant en compte 

une excrétion de l�azote sous forme d�urée, on obtient un système de quatre équations reliant les quan-

tités de substrats oxydées à la mesure des échanges respiratoires observés (Tableau I.4). 

Tableau I.4 Quantités d�oxygène consommé et de dioxyde de carbone produit, associées à 
l�oxydation d�1 mg de différents substrats et à la nature des produits de l�excrétion 
azotée. 

Substrat oxydé Consommation d’O2
(µmoles) 

Production de CO2
(µmoles) 

Glucides 37,0 37,0 
Lipides 89,6 64,7 
Protéines (avec production d’ammoniaque) 47,0 47,0 
Protéines (avec production d’urée) 45,4 33,5 
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Les quantités de protéines oxydées sont calculées à partir de l�équivalent en azote des produits 

formés (N x 6,25). Les formules de calcul des quantités de lipides et glucides oxydés à partir des 

échanges respiratoires observés sont alors : 

L = 0,040 · MO2 � 0,040 · MCO2 � 0,083 · PN � 0,477 · PU 

G = � 0,070 · MO2 + 0,097 · MCO2 � 1,067 · PN � 0,070 · PU 

avec L et G, les quantités oxydées respectives de lipides et de glucides en mg, MO2 la quantité 

d�oxygène consommée en µmoles, MCO2 la quantité de CO2 produit en µmoles, PN la quantité de 

protéines oxydées avec le produit de désamination excrété sous forme d�ammoniaque en mg, et PU la 

quantité de protéines oxydées avec le produit de désamination excrété sous forme d�urée en mg. Les 

résultats de ces équations sont positifs si le quotient respiratoire est compris entre 0,72 et 1. Quand la 

mesure des échanges respiratoires aboutit à une valeur du QR non comprise entre ces limites, le calcul 

donne une valeur négative pour G (QR<0,72) ou L (QR>1). Ces valeurs négatives sont alors 

assimilées à une synthèse de glucides (G<0) ou de lipides (L<0). 

L�équivalent en énergie utilisée peut être calculée directement à partir des quantités oxydées 

en posant la formule suivante à partir des équivalents énergétiques des substrats (N.R.C. 1993) et des 

produits d�excrétion azotés (Brett & Groves 1979) : 

H = 39,5 · L + 17,2 · G + 19,7 · PN + 18,5 · PU 

avec H, l�énergie utilisée (J) et L, G, PN et PU les quantités (mg) de substrats oxydées. Des formules de 

calcul de l�énergie utilisée sont aussi proposées à partir de la mesure des échanges respiratoires et de 

l�excrétion, à l�instar des formules précédentes (Brafield 1985 ; Van Waversveld et al 1989). Toutes 

ces formules, qui intègrent le bilan obtenu pour l�ensemble des substrats, ne sont applicables que lors-

que le calcul des quantités de substrat oxydés a abouti à un ensemble de valeurs positives. Une valeur 

négative étant généralement assimilée à une synthèse du substrat correspondant, celle-ci ne peut donc 

être prise en compte dans la détermination de la quantité d�énergie consommée qui ne doit être estimée 

qu�à partir des seules quantités de substrats effectivement consommés. De plus, la synthèse ne pouvant 

se réaliser qu�aux dépens d�autres substrats, une partie des substrats apparemment consommés n�a pu 

contribuer effectivement à la couverture des besoins énergétiques. L�interprétation d�un ensemble de 
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données conduisant à un estimé négatif pour l�utilisation d�un substrat doit donc être prudente et pren-

dre en compte la possibilité d�un transfert d�élément d�un substrat à en un autre. 

L�ensemble de ces formules ne différent que sensiblement de celles proposées par Van Wa-

versveld et al. (1988), pour lesquelles le quotient respiratoire retenu pour les lipides est de 0,71, mais 

elle permettent de tenir compte de la formation éventuelle d�urée dans le calcul des bilans. Si l�on se 

réfère aux coefficients associés aux quantités de protéines correspondantes, cette prise en compte est 

importante même si la quantité d�urée formée ne représente que 10 % de la quantité d�azote excrétée. 

Bien que déjà largement reconnue, l�application de la méthode de la calorimétrie indirecte est 

utilisable sur des animaux tels que le poisson, même si pour certaines espèces une part non négligeable 

de l�azote est excrétée sous forme d�urée. En absence de documentation sur l�espèce à étudiée, la 

contribution de l�urée dans l�excrétion doit donc être prise en compte pour l�application de cette 

méthode.  

I.1.3.2 UTILISATION DES PROTÉINES COMME SUBSTRAT ÉNERGÉTIQUE 
Chez les Poissons, les protéines constituent la principale source d�énergie (Vellas 1981). Les 

poissons, qui sont des animaux essentiellement ammoniotéliques, excrètent les produits de 

désamination des protéines sous forme d�ammoniaque, principalement par diffusion passive au niveau 

des branchies (Wilkie 1997). Une excrétion d�urée est aussi observable chez les poissons, mais elle 

reste généralement faible est indépendante des repas (Mambrini & Guillaume 1999). Ainsi, l�énergie 

nette disponible des protéines représente 74 % de l�énergie totale des protéines chez les poissons 

(ammoniotéliques), contre respectivement 59 % et 51 % chez les Mammifères (uréotéliques) et les 

Oiseaux (uricotéliques) (Sire & Vernier 1992). L�utilisation par les poissons des protéines comme 

source d�énergie se fait donc naturellement sans limite et sans une augmentation importante de la 

dépense énergétique liée à une nécessaire détoxication des produits de désamination par la synthèse 

d�acide urique ou d�urée avant excrétion. 
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Figure I-8 Modèle d�utilisation des protéines ingérées par le poisson. 

L�utilisation des protéines ingérées par le poisson peut être décrite par un modèle à plusieurs 

compartiments (Figure I-8). Les protéines ingérées contribuent à l�approvisionnement du stock 

d�acides aminés libres, qui sont utilisés pour la synthèse protéique ou dégradés par le catabolisme pour 

la production d�énergie. La quantité de protéines brutes fixées est mesurée par l�augmentation de la 

quantité d�azote totale contenue dans la masse corporelle du poisson. Cette accrétion correspond prin-

cipalement à l�augmentation de l�azote associé aux protéines corporelles et au stock d�acides aminés 

libres. La quantité de protéines brutes non-fixées est égale à la différence entre les protéines brutes 

ingérées et l�accrétion protéique brute. Elle correspond à la quantité d�azote associé aux fèces et à la 

quantité d�azote apparu sous forme d�amines, dans les premières étapes du catabolisme des acides 

aminés, et qui a été effectivement excrétée. La quantité d�azote apparu sous forme d�amines qui est 

susceptible d�être réutilisée pour la synthèse d�acides aminés, fait elle partie intégrante du contenu 

corporel en azote. 

I.1.3.3 UTILISATION DES GLUCIDES COMME SUBSTRAT ÉNERGÉTIQUE 
Chez les poissons, l�utilisation des glucides comme substrat énergétique est réputée mauvaise. 

L�analyse comparative des résultats obtenus chez les espèces tempérées et chez les espèces tropicales 

a montré une moindre rétention de l�énergie non-protéique chez ces dernières, qui indique une meil-

leure utilisation de contenu en énergie non-protéique des aliments (Luquet & Moreau 1989). Les ex-
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plications de ces phénomènes peuvent être multiples et de nombreuses revues récentes traitent du pro-

blème de l�incorporation de glucides, comme source d�énergie non-protéique, dans un aliment destiné 

au poisson (Shiau 1997 ; Kaushik 1999). Seuls les principaux aspects de la connaissance acquises dans 

ce domaine seront donc présentés, notamment sur les poissons tropicaux tel que les tilapias. 

L�utilisation des glucides par les poissons est dépendante de la nature du composé, les ami-

dons étant généralement mieux utilisés que les sucres simples (Wilson 1994). Pour l�hybride de tilapia, 

O. niloticus x O. aureus, les meilleurs résultats de croissance sont obtenus avec l�amidon, puis dans 

l�ordre des performances : maltose, saccharose, lactose et glucose (Shiau 1997). Chez cette même 

espèce, des performances analogues, en gain de masse et indice de consommation ont été obtenues 

avec l�incorporation d�amidon ou des dextrines, et les différences observées entre l�amidon et le glu-

cose sont moindres avec 6 repas par jour au lieu de 2. La vitesse d�apparition du glucose dans 

l�organisme semble avoir un rôle déterminant sur son utilisation métabolique chez le poisson. 

De nombreuses études ont été réalisées pour déterminer l�effet de l�incorporation de glucides 

dans l�aliment destiné à des poissons sur l�épargne protéique. Pour l�hybride de tilapia, l�incorporation 

d�amidon ou de dextrines conduit à de meilleurs taux de croissance et indice de consommation que le 

glucose (Tableau I.5). 

La mauvaise utilisation de l�amidon chez le poisson a été aussi attribuée à sa mauvaise diges-

tibilité. Celle-ci dépend de la source de l�amidon et de son état physique (natif, gélatinisé, empois, 

etc..). Chez la truite, la digestibilité de l�amidon cru a pu être sensiblement améliorée par un traitement 

hydrothermique, conduisant à une prégélatinisation (Bergot & Brecque 1983). Cependant, si un tel 

traitement a permis d�améliorer les résultats obtenus par l�incorporation d�amidon prégélatinisé chez 

les salmoniformes, son utilisation reste limitée à un niveau d�incorporation ne dépassant 25 à 30 % 

(Pfeffer 1995). Pour les poissons tropicaux, les données relatives à l�utilisation digestive de l�amidon 

montrent une meilleure capacité que pour les espèces d�eaux froides comme la truite (Tableau I.6), et 

les différences entre l�amidon cru (natif) et l�amidon cuit (gélatinisé, empois) sont plus limitées. La 

justification de cette aptitude particulière n�a pu être éclaircie et l�hypothèse la plus souvent avancée 
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est celle de la présence d�une microflore dont le développement est favorisée par la température 

(Sugita et al 1982).  

Tableau I.5 Croissance, indice de consommation et taux de rétention protéique, chez un hybride de 
tilapia, O. niloticus x O. aureus. Effet de l�incorporation de différents glucides dans les 
aliments avec des contenus protéiques différents. (d�après Shiau & Peng 1993). 

Source de glucides 
Contenu protéique (%) 

Amidon Dextrine Glucose 

Gain de poids (%)    

24 % 366a 347a 313 

28 % 393ay 383ay 339x 

32 % 480by 462by 354x 

Indice de consommation    

24 % 0,75ay 0,71ay 0,65x 

28 % 0,78ay 0,78ay 0,71x 

32 % 0,91by 0,84by 0,72x 

Rétention protéique (%)    

24 % 43,2 39,8 36,3a 

28 % 39,2 38,9 37,3a 

32 % 39,5y 37,8y 29,8bx 

Différentes lettres indiquent les différences significatives observées entre les trois contenus 

protéiques pour un même glucides (a, b, c) ou entre les trois glucides pour un même contenu 

protéique (x,y). 

 
Tableau I.6 Coefficient d�utilisation digestive apparent (CUDa) de l�amidon cru ou cuit observé 

chez espèces des poissons de différentes origines. 

Espèces Origine de 
l’amidon 

État de 
l’amidon CUDa Références 

Truite arc-en-ciel Pomme de terre Cru 40,2 179 
O. mykiss Pomme de terre Cuit 79,9 179 
Esturgeon Maïs Cru 31,8 96 
Acipenser transmontanus     
Carpe commune Pomme de terre Cru 55,0 29 
C. carpio  Pomme de terre Cuit 85,0 29 
Carpe herbivore Maïs Cru 63,0 224 
C. idella Maïs Cuit 89,9 224 
Poisson-chat américain Maïs Cru 60,9 192 
I. punctatus Maïs Cuit 78,3 192 
Tilapia  Maïs Cru 79,0 224 
O. niloticus x O. aureus Maïs Cuit 89,3 224 
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L�apparente incapacité des poissons à réguler leur glycémie a fait considérer ces animaux 

comme victimes d�un diabète « non insulino-dépendent » puisque la présence d�une hormone analo-

gue à l�insuline avait été démontrée (Mommsen & Plisetskaya 1991). Cependant, les études menées 

sur le rôle de l�insuline chez les poissons ont montrées que la sécrétion d�insuline est plus stimulée par 

certains acides aminés que par le glucose, et que le glucose induit la production de somatostatine pou-

vant inhiber la sécrétion d�insuline (Sheridan et al 1991). L�analyse des récepteurs d�insuline dans le 

tissu musculaire de la truite n�a pas permis de trouver de différence de comportement associée à la 

quantité de glucides présent dans les régimes (Gutierrez et al 1991). Pour les poissons, le rôle et le 

mécanisme d�action de l�insuline ne doivent pas être considérés comme analogue à ce qui est connu 

chez les Mammifères. 

Des études ont aussi été réalisées pour montrer l�effet de l�incorporation de glucides ou de li-

pides dans la ration alimentaire sur l�activité des enzymes de la glycolyse, de la lipogénèse, de la néo-

glucogénèse, du catabolisme des acides aminés et de la synthèse de glycogène. Chez la plupart des 

espèces poissons étudiées, l�incorporation d�amidon dans les aliments conduit à une augmentation de 

la rétention lipidique. Chez le tilapia du Nil et chez la carpe, l�ingestion de quantités croissantes de 

glucide entraîne une accélération de la glycolyse et de la lipogénèse, et une diminution de la néoglu-

cogénèse et de la dégradation des acides aminés (Shimeno et al 1995). Chez le tilapia, l�incorporation 

de lipides sans glucides, ne conduit pas à une modification de la lipogénèse, et entraîne une diminution 

de la retention des protéines. À cet égard les tilapias semblent faire une meilleure utilisation des gluci-

des que des lipides comme source d�énergie. Si chez les poissons, une activité héxokinase, même fai-

ble, a pu être observée, aucune activité de type glucokinase n�a pu être décelée, ce qui expliquerait la 

piètre utilisation des sucres libres, conduisant à une saturation de la première enzyme (Shiau 1997). 

L�incorporation de glucides dans l�aliment destiné à des espèces tropicales, peut donc 

conduire à une meilleure utilisation des protéines alimentaires et contribuer à la fourniture d�énergie 

pour le poisson. Toutefois, les études réalisées n�ont pas permis de définir la part relative de leur 

contribution effective au métabolisme oxydatif et à l�épargne protéique. Les différences observées 

entre l�utilisation de l�amidon et celle du glucose, indiquerait un rôle déterminant dans la vitesse 
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d�apparition du glucose dans l�organisme, lequel serait mieux utilisé à quantité égale quand il résulte 

de la digestion de l�amidon. 

I.1.3.4 ESTIMATION DES BESOINS ALIMENTAIRES EN ÉNERGIE 
Les besoins en énergie des espèces tropicales sont généralement méconnus, la plupart des 

travaux portant préférentiellement sur la détermination des besoins en protéines. De plus, les 

approches expérimentales sont le plus souvent très disparates (conditions d�alimentation ou d�élevage 

différentes) et rendent difficiles à la fois les comparaisons interspécifiques et intraspécifiques. 

L�un des points les plus importants dans la couverture des besoins alimentaires d�un poisson 

est le choix d�un aliment dont le contenu énergétique et la teneur en protéines soient susceptibles de 

permettre l�obtention d�un rendement maximal en protéine avec la meilleure croissance possible. En 

fait, le choix de la teneur en protéines et celui du contenu énergétique sont mutuellement liés, et l�on 

utilise plus généralement le rapport entre la teneur en protéines de l�aliment et son contenu 

énergétique, rapport protéino-énergétique, pour décrire les conditions optimales d�alimentation d�un 

poisson. Pour déterminer la valeur optimale de ce rapport, un test est d�abord réalisé en nourrissant des 

lots de poissons avec des aliments dont le contenu énergétique est fixe et la teneur en protéine 

variable, test isocalorique. Ensuite, un test est réalisé en nourrissant des lots de poissons avec des 

aliments dont la teneur en protéine est fixe et le contenu énergétique variable, test isoprotéique. Ces 

deux tests, qui peuvent être menés dans n�importe quel ordre, sont réalisés à taux de rationnement 

alimentaire fixe (quantité d�aliment par unité de biomasse et par jour). La teneur optimale en protéine 

est alors déterminée à partir des résultats du test isocalorique, et le contenu énergétique optimal à 

partir des résultats du test isoprotéique. 

Cependant, pour définir les conditions d�une alimentation optimale, il est aussi nécessaire de 

tenir compte de la ration alimentaire distribuée quotidiennement. Ainsi, un poisson recevant une ration 

suboptimale ne pourra fixer qu�une quantité limitée de protéines et aura donc, à contenu énergétique 

équivalent de l�aliment, un besoin en protéine apparent plus faible qu�un poisson recevant une quantité 

plus importante d�aliment. C�est donc l�ensemble de ces trois facteurs (teneur en protéines de 
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l�aliment, valeur énergétique de l�aliment et ration alimentaire) qui doivent être pris en compte pour la 

définition des conditions optimales d�alimentation. Sur le plan de la pratique expérimentale, la résolu-

tion d�un tel problème n�est possible qu�avec un plan expérimental à trois facteurs où toutes les condi-

tions choisies pour un facteur sont confrontées à toutes les combinaisons de conditions choisies pour 

les deux autres. Pour simplifier l�approche expérimentale, il est toutefois possible de ne plus prendre 

en compte les interactions entre la ration alimentaire et la teneur en protéine ou entre la ration alimen-

taire et le contenu énergétique de l�aliment, en utilisant le concept d�apport journalier en protéines ou 

en énergie (g.kg-1.j-1 ou kJ.kg-1.j-1). Ces concepts ont été utilisés pour la comparaison des besoins en 

protéines des poissons avec ceux d�autres animaux (Cowey & Luquet 1983), des espèces de poissons 

au sein d�un même groupe (Wilson & Moreau 1996) ou pour l�estimation des besoins en protéines ou 

en énergie d�une espèce de poisson (Mc Googan & Gatlin III 1998). Le plan expérimental se retrouve 

alors réduit aux apports en protéine et en énergie. 

Pour satisfaire les besoins en protéines du poisson, l�aliment doit tout d�abord apporter une 

quantité de protéines brutes au moins équivalente à celle fixées. Cette quantité est calculée à partir des 

protéines fixées et de la digestibilité des protéines de l�aliment. Cependant, une certaine quantité 

d�acides aminés libres est nécessairement dégradée car le rendement entre les protéines brutes fixées et 

leur équivalent en ingéré digestible ne peut être considéré comme égal à 100 %. Cette quantité 

d�acides aminés correspond à ceux dégradés pour les besoins d�entretien de l�organisme ou résultant 

d�une augmentation de l�activité métabolique liée à la croissance. En dehors d�une connaissance pré-

cise des conditions d�un apport optimal en protéines et en énergie, les besoins en acides aminés néces-

saires à l�entretien ne sont généralement pas quantifiables directement. Ils peuvent cependant être es-

timés par la mesure des pertes endogènes d�un animal recevant un régime aprotéique, mais aussi à 

partir des apports protéiques permettant une accrétion protéique très faible ou proche de zéro. Dans le 

premier cas, le régime peut être à l�origine de déséquilibre physiologique important (Bastrop 1991), 

alors que dans le second cas, même si les animaux ne croissent pas, les biais résultant d�adaptations 

physiologiques particulières sont évités. Les besoins en acides aminés nécessaires à l�entretien peuvent 
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alors correspondre à la quantité de protéines brutes ingérées quand la croissance observée est nulle ou 

proche de zéro. 

Les besoins alimentaires totaux en énergie correspondent à l�énergie ingérée, nécessaire pour 

que la croissance et le gain en protéine soient optimaux. Selon la source d�énergie alimentaire utilisée, 

les équivalents énergétiques correspondant à la couverture des dépenses et à celle de la fixation ne sont 

pas toujours identiques (Figure I-9). Ainsi, l�équivalent en énergie ingérée des protéines utilisées par le 

catabolisme n�est pas le même que celui des protéines fixées. Les besoins en énergie alimentaire (pro-

téique ou non-protéique), nécessaires à la couverture des dépenses, correspondent donc à la différence 

entre les quantités ingérées et celles fixées qui sont calculées sur la base des équivalents énergétiques 

apropriés. La composante non-protéiques de ces besoins peut être estimée par excès en calculant la 

différence entre l�énergie ingérée et celle fixée, diminuée de l�équivalent énergétique des protéines 

brutes ingérées quand l�accrétion protéique du poisson est nulle ou négligeable. 

Lipides Glucides Protéines

C0  + H 02 2

Féces

NH3Désamination

Gain de masse
- Lipides
- Glucides
- Protéines

Anabolisme

Digestion

Catabolisme

17,2 23,6

33,6 13,8 21,2

17,6

39,5

 
Figure I-9 Modèle d�utilisation des différentes sources énergétiques alimentaires par le 

poisson. Équivalents énergétiques des nutriments à chaque étape du proces-
sus. Les valeurs sont indiquées en kJ.g-1. 
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I.2 La digestion chez les poissons Téléostéens 

I.2.1 Anatomie de l'appareil digestif 
Outre les descriptions fournies par Bertin dans le traité de zoologie de Grassé, l'anatomie de 

l'appareil digestif du poisson a fait l'objet de nombreuses revues spécifiques avec notamment celle de 

Fänge et Grove (1979) et, plus récemment, celle de Guillaume et Choubert (1999). 

On observe une grande variété de formes du tube digestif y compris au sein d�un même taxon 

comme celui de l'ordre des Pleuronectiformes ou Poissons plats, qui ne compte pas moins de 133 

espèces (De Groot 1971). La morphologie générale du tractus digestif a été reliée à la nature du régime 

alimentaire, avec la présence d'un estomac chez les carnivores ou son absence chez les micro- ou 

phytophages, ou encore avec des intestins courts pour les espèces à dominante carnivore, et longs pour 

celle à dominante détritivore ou microphytophage (Sturmbauer et al 1992). À partir d�une étude 

réalisée sur les poissons d�un même bassin fluvial, on constate une évolution importante du rapport 

longueur de l�intestin/longueur du corps en fonction de la taille des individus d�une même espèce dont 

le régime change avec les saisons ou l�âge (Kramer & Bryant 1995a). Cependant, l�utilisation de la 

longueur de l�intestin comme indicateur du régime de l�espèce est imprécise. Elle ne peut être 

appliquée qu�à des individus de taille analogue pour distinguer les grands groupes de comportement 

alimentaire et non une simple tendance plus herbivore chez un groupe d�animaux omnivores (Kramer 

& Bryant 1995b). En fait une telle classification est hasardeuse, car la plupart des espèces n'ont pas de 

régimes stricts (Steffens 1989). 

Globalement, le tractus digestif des poissons est composé d'une bouche, d'une cavité buccale, 

d'un pharynx, d'un �sophage, d'un estomac, d'un intestin, d'un rectum et d'un anus débouchant sur le 

milieu extérieur au voisinage du méat urinaire. Autour du tube digestif, on retrouve les organes an-

nexes communs aux autres Vertébrés : le foie, la vésicule biliaire et le pancréas. Chez certaines espè-

ces de poissons, l'estomac est absent comme chez la carpe commune, C. carpio. À la jonction entre 

l'estomac et l'intestin, des appendices plus ou moins nombreux peuvent être présents. 
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I.2.1.1 LA BOUCHE ET LE PHARYNX 
Chez les Téléostéens, la bouche peut être munie de dents maxillaires dont le rôle essentiel est 

la préhension des aliments, mais rarement la mastication. Les poissons ingèrent habituellement leurs 

aliments d'un seul tenant, à l'exception de certaines espèces dont les individus peuvent arracher des 

morceaux de proies ou de végétaux à l'aide de dents spécifiques comme les Serrassalminae, famille 

d�origine amazonienne regroupant les piranhas. Si la cavité buccale d'un poisson peut contenir une 

langue, on n�y trouve jamais de glandes salivaires. Les arcs branchiaux situés dans le fond de la cavité 

buccale peuvent porter des structures en brosse ou peigne, les branchiospines. Ces structures jouent un 

rôle essentiel chez les poissons filtreurs, en permettant la rétention des particules présentes dans l'eau à 

la manière d'un tamis. Au niveau du pharynx, certaines espèces, comme les tilapias, sont munies de 

plaques ou dents pharyngiennes. Ces assemblages de plaques ossifiées et très résistantes constituent un 

système de broyage efficace et contribuent au processus de digestion par une dégradation mécanique 

des aliments (Galis 1993). Le pharynx s'ouvre sur un �sophage court, large et musculeux. Chez les 

tilapias, la muqueuse de l'�sophage est recouverte de cellules à mucus et l�on ne trouve pas dans la 

bouche de structure assimilable à des papilles gustatives (Gargiulo et al 1996). 

I.2.1.2 L'ESTOMAC 
Les Téléostéens sans estomac représentent moins de 15 % des espèces vivantes actuellement 

décrites. En absence d�estomac, l'�sophage débouche directement dans l'intestin qui peut comporter 

un léger renflement ou bulbe susceptible de retenir le bol alimentaire. Dans ce cas, l�ouverture du ca-

nal cholédoque est toujours située en amont du bulbe, ce qui ne permet pas d�assimiler cette structure à 

un estomac. Chez les larves, l�estomac n�apparaît qu�après éclosion. La perte de l�estomac chez cer-

taines espèces peut donc être considérée comme un caractère néoténique. Lorsque l'estomac est pré-

sent, on observe quelque fois un cardia plus ou moins développé. La forme et la taille de l'estomac 

sont variables. La forme de l�estomac est généralement décrite par analogie avec l'aspect d'une lettre : 

forme en J (ou 1), en U ou en Y. Chez certaines espèces comme l'anguille, Anguilla anguilla, ou le 

tilapia, l'estomac en Y peut former un sac plus ou moins allongé, appelé cæcum gastrique. L'estomac 

des poissons est très extensible, ce qui rend difficile d'établir toute relation entre la taille de l'estomac 
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et celle de l'animal. Chez la truite commune, Salmo trutta, l'estomac peut s'allonger de 30-35 % et 

s'élargir de 75 %. Chez le brochet, Esox lucius, l'ingestion de proie peut entraîner une extension de 

180 % en longueur et de 220 % en diamètre. Chez le Prochilodus, une diminution de 30 à 45 % de la 

taille de l�estomac a été observée après le jeûne.  

La paroi stomacale est constituée d'une tunique musculaire et d'une tunique muqueuse tapissée 

de glandes gastriques de formes tubulaires ou en doigt. Des cellules à mucus sont présentes au col de 

ces glandes. Trois régions sont identifiables chez le tilapia : une région proche du cardia, une région 

fundique et une région pylorique (Caceci et al 1997). Chacune se distingue par l�apparence de la paroi 

stomacale et la structure de la muqueuse. Dans la région cardiaque, la paroi est simple, lisse et sans 

structure en doigt. La muqueuse est exempte de cellule à gobelet et riche en glandes à mucus. Dans le 

fundus, la paroi est tapissée de structures en doigt et la muqueuse riche en glandes tubulaires gastri-

ques. Dans la région pylorique, la paroi est fortement plissée et la muqueuse ne contient ni glande 

tubulaire, ni cellule à mucus. Ces trois régions distinctes sont aussi observées chez un silure 

d�Amazonie, Ancistrus multispinnis, qui utilise son estomac comme organe de respiration aérienne 

(Satora 1998). 

Chez les Téléostéens, il n'y a pas, comme chez les Mammifères, une distinction entre les cellu-

les sécrétant le pepsinogène et celles sécrétant l'acide chlorhydrique (Gas & Noaillac-Depeyre 1981). 

La présence d'un seul type de cellules sécrétrices laisse supposer que ces dernières sont à l'origine des 

deux sécrétions. Chez le tilapia, un seul type de cellule est aussi rencontré mais ne semble responsable 

que de la sécrétion d'HCl. Chez plusieurs espèces microphages comme les mulets, Mugil spp, la paroi 

musculaire de l'estomac peut être épaisse et former une structure assimilable à un gésier. Un sphincter 

pylorique plus ou moins important marque la jonction de l�estomac et de l�intestin, avec en aval et 

pour certaines espèces des structures particulières : les appendices pyloriques. 

I.2.1.3 LES APPENDICES PYLORIQUES 
Environ 60 % des espèces connues de Téléostéens ont des appendices à la jonction de l'esto-

mac et de l'intestin. Plusieurs termes sont utilisés pour les nommer, appendices pyloriques, intestinaux 
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ou stomacaux, diverticules pyloriques, etc.. et plus généralement, au moins dans le monde franco-

phone, cæcums pyloriques. 

Nul chez les poissons qui ne possèdent pas d'estomac, le nombre des cæcums varie fortement 

(de 1 à plus de 1000) d'un taxon à l'autre et même d'une espèce à l'autre. Il est indépendant du régime 

de l'espèce, de l'aspect de l'estomac, ou du taxon d'appartenance de l'espèce (Figure I-10). Chez les 

tilapias, il n�y a pas de cæcums pyloriques. 
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Figure I-10 Fréquence de distribution du nombre de cæcums pyloriques chez l�ensemble des 

Téléostéens en possédant (A), selon le régime alimentaire (B), l�aspect de 
l�estomac (C) et l�appartenance taxinomique des poissons (D) (d�après Hossain 
& Dutta 1996). 

Aujourd'hui, la fonction des cæcums pyloriques est toujours méconnue. Plusieurs hypothèses 

ont été émises. Certains auteurs y voient des précurseurs du pancréas, dont le tissu exocrine est diffus 

chez la plupart des espèces de Téléostéens (cf. infra) et disséminé en particulier entre les cæcums. 
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Chez Lepomis macrochirus, l'analyse ontogénique montre que la formation des cæcums est associée à 

la formation de l'estomac. Cependant l'analyse histologique met en évidence une forte similarité de 

structure avec l'intestin, mais pas de cellules sécrétrices. Il semble que les cæcums soient impliqués 

comme l'intestin dans les processus de digestion et d'absorption (Hossain & Dutta 1996). Une implica-

tion des cæcums dans l�assimilation des graisses et des cires est aussi supposée. L�intestin proprement 

dit commence en aval des appendices pyloriques. 

I.2.1.4 L'INTESTIN 
L'intestin se présente comme un tube plus ou moins long et plus ou moins enroulé ou replié 

sur lui-même. Il est d�apparence uniforme sans différence visible à l��il nu. La différence de longueur 

de l�intestin est généralement reliée au comportement alimentaire de l�espèce avec un intestin plus 

long chez les herbivores et les microphages que chez les carnivores. Si une forte corrélation a pu être 

observée entre le régime alimentaire et la longueur de l�intestin, cette règle ne peut cependant pas être 

considérée comme absolue. 

 La paroi intestinale comporte trois tuniques : une muqueuse, une musculeuse et une séreuse. 

Sur la base des différences histologiques, on distingue trois régions : l'intestin proximal, l�intestin 

moyen et l�intestin distal, mais cela est controversé. Les résultats de l'analyse histologique des 

différentes régions indiquent que la partie proximale serait plutôt le site d'absorption des lipides, et la 

partie moyenne celle des macromolécules par pinocytose (Gargiulo et al 1998). Au niveau distal, les 

phénomènes d'absorption seraient limités aux échanges d'eau et d'ions. Chez les Téléostéens, l'intestin 

peut-être associé à d'autres fonctions physiologiques comme la respiration (Moreau 1988b), 

l'osmorégulation (Abaurrea Equisoain & Ostos Garrido 1996) ou la régulation acide-base (Wilson et al 

1996). La partie terminale de l'intestin est plus ou moins différenciée en un rectum généralement de 

section plus large, dont la structure s'apparente à celle de l'intestin. La fermeture de l'intestin est 

réalisée par un sphincter anal. L'anus s'ouvre à l'extérieur en avant des papilles urinaires et génitales. Il 

n'y a pas de cloaque comme chez les Amphibiens. 



 Chapitre I Exposé bibliographique 

  35 

I.2.1.5 LE FOIE 
Le foie est situé dans la partie antérieure de la cavité abdominale, il reçoit le sang de l'artère 

hépatique, et celui d'une ou plusieurs veines portes qui drainent les muqueuses intestinale et gastrique, 

la vessie natatoire, la rate et les tissus pancréatiques. Chez les Téléostéens, l�aspect du foie est varia-

ble. Le foie peut avoir une structure tubulaire comme chez l�anguille ou la plie, Pleuronectes platessa, 

mais la structure est généralement plus complexe. Il n'y a pas de lobules hépatiques comme chez les 

Vertébrés supérieurs. Toute la glande est un réseau de tubes glandulaires formant des canalicules bi-

liaires qui s'anastomosent pour donner les canaux biliaires (Bruslé & Gonzàlez i Anadon 1996). Les 

canalicules sont généralement intracellulaires, à l�exception du foie du poisson-chat américain, dont la 

canalisation biliaire est totalement extracellulaire (Fänge & Grove 1979). Le foie des Téléostéens 

contient deux types d�hépatocyte, les uns riches en lipides, les autres riches en glycogène. L'impor-

tance relative de chaque type varie selon les espèces. Les lipides peuvent être présents en grande quan-

tité dans le foie des poissons comme la morue, Gadus morhua, dont est extrait l�huile à usage théra-

peutique. Ce caractère lipogènique du tissu hépatiques peut conduire à assimiler le foie comme un lieu 

de stockage des lipides (Guillaume & Choubert 1999). 

I.2.1.6 LE PANCRÉAS 
À l'inverse du foie, le pancréas exocrine n'est pas directement identifiable chez la plupart des 

Téléostéens. D�un point de vue anatomique la structure du pancréas exocrine des Téléostéens diffère 

d�une espèce à l�autre. Une classification des types de pancréas a été proposée par Legouis en 1873 

(Naguib 1958). Quatre types de pancréas sont ainsi distingués : compact, intrahépatique, disséminé et 

diffus. 

Le pancréas compact, qui est la structure type du pancréas des Sélaciens, n�est pas réellement 

rencontré chez les Téléostéens. Chez le brochet, E. lucius, le silure glane, Silurus glanis, l�anguille ou 

le congre, Conger conger, le pancréas décrit comme compact constitue un amas de tissus exocrine 

enclavé dans le tissu adipeux et mésentérique qui suit la veine porte à la surface de l�intestin. Ces tis-

sus sont facilement identifiables et peuvent être isolés à l�aide d�un scalpel. Le suc pancréatique rejoint 

la lumière intestinale par un canal commun à l�ensemble du tissu glandulaire. 
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Le pancréas intrahépatique est une structure courante chez les Téléostéens, qui correspond à 

une « invasion » du tissu hépatique par des cellules pancréatiques exocrines. Les canaux pancréatiques 

débouchent alors dans le cholédoque avant de rejoindre la lumière intestinale. Ce type de distribution 

est rencontré notamment chez les carassins et les labres. La masse tissulaire apparemment identifiable 

comme un foie, est le plus souvent appelé « hépatopancréas » mais ne peut être assimiler à 

l�hépatopancréas des Invertébrés. 

 

Figure I-11 Distribution du tissu pancréatique exocrine chez le flet, P. oli-
vaceus (d�après Kurokawa & Suzuki 1995). St : estomac, Py : 
cæcums pyloriques, Pd : canal pancréatique, Bd : canal biliaire, 
Sp : rate, Gb : vésicule biliaire, Li : foie, Hd : canaux hépati-
ques, In : intestin. 

La distinction entre pancréas diffus et pancréas disséminé est moins claire et peut-être moins 

utilisée actuellement. Selon Legouis, le pancréas disséminé correspond à une distribution du tissu pan-

créatique exocrine autour des vaisseaux sanguins de la cavité abdominale, comme chez le flet du Ja-

pon, Paralichthys olivaceus (Figure I-11). Cette distribution particulière est opposée à celle corres-

pondant au pancréas intrahépatique. Le pancréas diffus devient alors une combinaison plus ou moins 

équilibrée de ces deux formes de distribution du pancréas exocrine. Le tissu pancréatique est constitué 

d�un réseau de tubules ramifiés ou d�acinus éparpillés dans le tissu conjonctif à la surface de la paroi 

intestinale, dans le mésentère, entre les cæcums pyloriques, dans la rate et dans le foie. Plusieurs ca-

naux permettent l�écoulement du suc pancréatique dans l�intestin ou au niveau des cæcums. Ils peu-
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vent quelquefois se regrouper en un seul canal, analogue au canal de Wirsung chez les Vertébrés supé-

rieurs, débouchant dans l�intestin à la hauteur du cholédoque. Ce type de pancréas diffus est très ré-

pandu chez les Téléostéens et notamment les tilapias. Présent sous forme d�un organe compact chez la 

truite à l�éclosion, le tissu se dissémine ensuite dans les tissus de la cavité abdominale et, selon les 

espèces, ce processus de diffusion est plus ou moins étendu. Une description du processus de dévelop-

pement du pancréas a été réalisée chez la larve du flet du Japon (Kurokawa & Suzuki 1996). Trois 

jours après l�éclosion, le pancréas exocrine est compact et localisé autour de la vésicule biliaire. Des 

granules de zymogènes sont déjà présentes. Le tissu pancréatique exocrine s�étend ensuite peu à peu à 

la surface de l�intestin à J10 et J20, puis gagne les cæcums pyloriques à J30, et l�ensemble du tissu 

conjonctif enveloppant le tractus digestif au moment de la métamorphose à J45. Ce type particulier de 

développement a permis de montrer qu�il n�existe aucun rapport fonctionnel entre les tissus pancréati-

ques exocrines et le tissu hépatique ou splénique selon le lieu de diffusion des cellules du pancréas 

exocrine. 

Concernant le pancréas endocrine, les cellules du tissu pancréatique endocrine des Téléostéens 

sont séparées du tissu exocrine et regroupées en amas au voisinage du cholédoque constituant les 

corpuscules de Brockmann. 

I.2.2 Fluides digestifs et enzymes 

I.2.2.1 SÉCRÉTIONS NON-ENZYMATIQUES 
Dans le tractus digestif des Vertébrés, les sécrétions non-enzymatiques sont produites 

indépendamment, comme l�acide chlorhydrique et la bile, ou en même temps que les sécrétions 

enzymatiques. Une caractéristique des Poissons est l'absence de glandes salivaires. 

Acide chlorhydrique 
La sécrétion d'un fluide gastrique acide est courante chez les Téléostéens muni d'un estomac. 

Des valeurs de pH allant de 3 à 5 ont été observées chez plusieurs espèces dont la perche, Perca 

fluviatilis, ou le tilapia du Mozambique. L'augmentation de l'acidité gastrique est associée à la prise de 

nourriture. Chez le tilapia du Nil, Moriarty (1973) a montré que dès l�entrée du bol alimentaire dans la 
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cavité stomacale, le pH chute pour atteindre une valeur inférieure à 2, sept heures après le début de la 

prise alimentaire. 

La sécrétion de l�acide chlorhydrique est produite par les glandes gastriques. Un seule type de 

cellule sécrète à la fois l�acide chlorhydrique et le pepsinogène (Gas & Noaillac-Depeyre 1981). Chez 

plusieurs espèces de tilapia, Gargiulo et al. (1997) n�observent pas de granules dans les cellules des 

glandes gastriques et concluent à la présence d�une seule forme de cellules responsables uniquement 

de la sécrétion acide. Des études in vitro réalisées chez la morue ont montré, qu�à l�image des Mam-

mifères, la sécrétion acide est dépendante du pH de la lumière stomacale et agit de manière à le main-

tenir. Le taux de sécrétion acide de base est de 6,0 nEq H+.min-1.cm-1 et peut être doublé sous l�action 

de l�histamine qui agit par l�intermédiaire d�un récepteur analogue au récepteur H2 des Mammifères 

(Bomgren & Jonsson 1996). 

Bile 
Chez les poissons la composition de la bile est similaire à celle des Mammifères (Fänge & 

Grove 1979). Elle est faiblement alcaline avec une concentration élevée en sodium et pauvre en 

chlorure. Les sels biliaires sont synthétisés à partir du cholestérol hépatique, comme le montre 

l�incorporation de 14C dans les sels biliaires après injection de cholestérol-14C. Les composés majeurs 

sont le taurocholate et le taurochénodésoxycholate (Goto et al 1996). Ces mêmes auteurs décrivent la 

présence d'autres conjugués comme l'acide D-cystéinolique chez quelques espèces. Chez certains 

poissons, la bile pourrait contenir des enzymes liées à la présence de tissu pancréatique intrahépatique. 

Comme chez les Mammifères, les sels biliaires sont en partie réabsorbés au niveau intestinal (Sheridan 

1988). 

Suc pancréatique 
Chez les Vertébrés supérieurs, le pancréas est aussi le siège d�une sécrétion non enzymatique, 

principalement des carbonates qui participent à la neutralisation du bol alimentaire quittant l�estomac. 

En raison des difficultés inhérentes à l'anatomie particulière du pancréas chez les poissons, la 

composition du suc pancréatique n'est pas connue. Il doit cependant être, comme chez les autres 

Vertébrés, riche en enzymes et contenir des carbonates. Des enzymes ont pu être extraites de tissus 
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riche en enzymes et contenir des carbonates. Des enzymes ont pu être extraites de tissus exempts de 

fluide intestinal et l'analyse histologique des cellules du tissu pancréatique exocrine montre la présence 

de zymogènes (Kurokawa & Suzuki 1995). 

I.2.2.2 SÉCRÉTIONS ENZYMATIQUES 
Chez les Poissons, des activités correspondant à la plupart des grandes familles d�enzymes 

digestives présentes chez les autres Vertébrés, ont été observés dans la lumière intestinale. Avec 

notamment des protéases, des lipases et des glucosidases. 

Protéases 
Plusieurs enzymes capables d'hydrolyser les protéines ont été mises en évidence chez les Pois-

sons. Elles sont généralement retrouvées dans la plupart des segments du tube digestif (Tableau I.7). 

Rarement purifiées et caractérisées, elles sont désignées par analogie de comportement avec les enzy-

mes décrites chez les Mammifères. Dans un souci de simplification, les dénominations pepsine, tryp-

sine, chymotrypsine, etc.. seront utilisées pour qualifier les analogues de ces enzymes. 

− Pepsine 
Une activité de type pepsine a pu être mise en évidence chez les espèces dotées d'un estomac 

(Creac'h 1963), comme les silures ou les tilapias (Moreau 1988a). L'analyse histologique des glandes 

gastriques montre la présence de granules apparentées à des granules de pepsinogène (Gas & Noaillac-

Depeyre 1981). De la pepsine a tout d�abord été cristallisée à partir de la muqueuse stomacale du sau-

mon pacifique, O. tschawitcha (Norris & Elam 1940). Les valeurs de pH optimal relevées étaient de 

0,5 et 3,2 pour des préparations fraîches. D'autres activités de type pepsine ont été cristallisées chez 

plusieurs espèces comme l�albacore, Thunnus albacores, dont la composition en acides aminés de la 

pepsine s'est révélée différente de celle du porc. Chez le tilapia du Nil, une protéase gastrique a pu être 

purifiée et caractérisée (Yamada et al 1993). D'une masse moléculaire de l'ordre de 54 kD, son pH 

optimal est de 3,5 à 50 °C. Elle hydrolyse spécifiquement des substrats aromatiques. Lors du dévelop-

pement larvaire, l'apparition de l'activité pepsique est postérieure à celle de l'activité trypsique, chez le 

silure africain (Gaylord & Gatlin III 2000) et chez une dorade, A. schlegelii (Kawai & Ikeda 1973b). 
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Tableau I.7 Localisation des différentes activités protéolytiques mises en évidence dans le tube 
digestif de poisson. * E, estomac ; I, intestin ; C, cæcums pyloriques. Les caractères en 
italique indiquent les cas pour lesquels, l�enzyme a été cristallisée ou purifiée. 

Enzyme Localisation* pH 
optimal Espèce Références

Pepsine E - Acanthopagrus schlegelii 115 
 E 3,0 C. gariepinus 232 
 E - Clarias mossambicus 34 
 E - Hippoglossus hippoglossus 58 
 E - Oncorhynchus mykiss 175 
 E 0,5 & 3,2 Onchorynchus tshawitsha 171 
 E 2,0 O. mossambicus 66 
 E 2,8 O. mossambicus 167 
 E - O. niloticus 2 
 E 3,5 O. niloticus 256 
 E 1,8 P. fluviatilis 40 
 E 2,0 P. fluviatilis 66 
 E - Thunnus albacores 172 
Trypsine C -  40 
   A. schlegelii 115 
 I 7 � 8 Barbus paludinosus 35 
 I  Carassius auratus 105 
 CI - Chanos chanos 13 
 I 8,2 C. gariepinus 232 
   C. carpio 115 
 I - Dicentrarchus labrax 59 
 C - D. labrax 5 
 C 8,0 G. morhua 9 
 C 8,0 G. morhua 11 
 C - Gadus aeglefinus 175 
 C - G. morhua 174 
 C - Katsuwonus wagans 175 
 I - Morone chrysops x M. saxatilis 59 
 C 8,0 Mugil cephalus 87 
 I - O. mykiss 175 
 C 9,0 � 10,0 O. mykiss 125 
 C - Oncorhynchus sp. 41 
 I > 7,0 O. mossambicus 66 
 I 8 � 8,2 O. mossambicus 167 
 I 7,9 O. niloticus 116 
 I  O. niloticus 164 
 I 8,5 � 9,0 O. niloticus 253 
 I - Oreochromis shiranus chilwae 34 
 I > 7,0 P. fluviatilis 66 
 I - S. trutta 101 
 I - Tinca tinca 101 
Chymotrypsine I 8,6 & 10,0 Allocyttus niger 127 
 CI - C. chanos 13 
 I 7,8 C. gariepinus 232 
 I - D. labrax 59 
 C 7,8 G. morhua 8 
 I - M. chrysops x M. saxatilis 59 
 C 9,0 O. mykiss 125 
 I 8,5 � 9,0 O. niloticus 253 
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Enzyme Localisation* pH 
optimal Espèce Références

Carboxypeptidases  - D. labrax 5 
(A ou B) CI - D. labrax 59 
 CI - M. chrysops x M. saxatilis 59 
 Absente - O. niloticus 164 
Aminopeptidases CI - D. labrax 59 
 CI - M. chrysops x M. saxatilis 59 
 I - Pagrus major 128 
 I - P. olivaceus 128 
 I - P. fluviatilis 98 
Peptidases I - C. mossambicus 34 
 EI - O. mossambicus 156 
 I - O. niloticus 116 
 I - O. shiranus chilwae 34 

− Trypsine et chymotrypsine 
Des activités trypsiques ont été mises en évidence dans les différents segments de l'intestin 

ainsi que dans les cæcums pyloriques (Tableau I.7). Pour certaines espèces, les protéines ont pu être 

purifiées et même cristallisées. Les valeurs des masses moléculaires varient de 23,8 à 28,0 kDa pour 

les trypsines ou les analogues (Beirao & Mackie 1994). Pour ces mêmes enzymes, les pH optimaux 

observés sont de l'ordre de 8. Chez le saumon atlantique, deux isozymes de la trypsine sont décrits, 

TRP-2*92 et TRP-2*100. La présence de l'alléle TRP-2*92 dans une souche se traduit par une meil-

leure assimilation des protéines (Torrissen et al 1994). 

Une enzyme de type chymotrypsine a été mise en évidence chez la plupart des poissons pour 

lesquels une activité trypsique a été observée. Une masse moléculaire de 28 kDa a été trouvée chez la 

truite (Kritjansson & Nielsen 1992) et de 21 kDa chez le tilapia du Nil (Yamada et al., 1991). Chez 

cette dernière espèce, une autre protéase de masse moléculaire 32 kDa a été isolée. 

− Amino-, carboxy- et dipeptidase 
Des activités de types exopeptidases sont aussi décrites (Tableau I.7). Avec des aminopeptida-

ses, plusieurs carboxypeptidases et d'autres activités plus généralement décrites comme dipeptidases 

ou peptidases, dont la localisation sur l'ensemble du tube digestif est imprécise. Chez le tilapia du Nil, 

aucune activité carboxypeptidase n'a pu être mise en évidence. 



 Chapitre I Exposé bibliographique 

42 

Lipases 
L�existence d�une lipase permettant l�hydrolyse de la tributyrine a été décrite dans l�estomac 

et l�intestin du tilapia du Mozambique, avec un pH optimal de 7,15 (Nagase 1964), alors que la re-

cherche de lipase dans l�intestin et le tissu pancréatique exocrine du tilapia du Nil est restée vaine 

(Keddis 1956). En évitant l'utilisation de solvants organiques dans leurs préparations, une activité qua-

lifiée de lipase pancréatique a pu être isolée dans le tissu adipo-conjonctif intercaecal de la truite et 

dans le tissu hépatique de la carpe (Léger 1981). Une activité de même nature a aussi été décrite chez 

un anchois, Engraulis mordax et chez un chinchard, Trachurus symmetricus. 

Amylases et autres glucosidases 
Des activités amylasiques ont été décrites chez de nombreuses espèces, que ce soit des espèces 

à tendance omnivore, comme le tilapia, ou carnivore, comme la perche (Tableau I.8), ou des espèces 

d'origine dulçaquicole ou marine, comme le Siganus. Plus récemment, l'amylase de l'intestin d'un tila-

pia du Nil a été purifiée (Yamada et al 1991b). Deux isoformes seraient présentes avec des masses 

moléculaires de 54 et 56 kD et des pI de 7.7 et 7.2. 

La localisation de l'activité amylasique reste incertaine. Pour certains auteurs, elle serait aussi 

présente dans l'estomac. Nagase (1964) mentionne la présence d�une faible activité dans l��sophage et 

l�estomac du tilapia du Mozambique. Yamada et al. (1996) purifient une amylase stomacale chez le 

tilapia, mais obtiennent une protéine de masse moléculaire plus faible que celle de l�amylase prove-

nant de l�intestin, 40 kDa contre 54 � 56 kDa. 
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Tableau I.8. Localisation des différentes activités amylasiques mises en évidence dans le tube di-
gestif de poissons * E, estomac ; I, intestin ; C, caecums pyloriques ; H, hépatopan-
créas. 

Espèce Localisation pH optimal Références
B. paludinosus I 8 � 9 35 
C. gariepinus I 7,8 232 
C. mossambicus I - 34 
C. carpio I - 112 
Heterotis niloticus ECI 8,5 231 
L. macrochirus EI - 257 
O. mossambicus I 6,7 166 
O. mossambicus EI 5 � 8 66 
O. mossambicus EI - 258 
O. niloticus I 6,2 116 
O. niloticus I 6,0 254 
O. niloticus E 6,0 257 
O. shiranus chilwae EI - 34 
P. fluviatilis I  66 
P. major H - 112 
Periophtalmus koelreuteri I 7,0 � 7,4 50 
Plecoglossus altivelis ECI - 112 
Rutilus rutilus I - 99 
Scardinius erythrophtalmus I - 99 
Siganus canaliculatus I 6,5 193 

D'autres osidases ont été observées, comme des maltases (Keddis 1956 ; Kawai & Ikeda 1971 

; Ugwumba 1993), ou une alpha-glucosidase purifiée dans l'intestin du tilapia du Nil (Yamada et al 

1992), mais aussi des laminarinases (Piavaux 1977) et des cellulases (Niederholzer & Hofer 1979). 

Le gène de l'amylase a aussi été largement étudié chez une espèce utilisées par les généticiens, 

le gambusie, Gambusia affinis (Yardley 1988). 

I.2.2.3 ADAPTATION AU RÉGIME ALIMENTAIRE  
Dans le cadre d�études écologiques, de nombreux travaux ont permis de montrer une relation 

entre le régime naturelle des espèces et les activités des enzymes digestives présentes dans le tube 

digestif. Hofer et Siemer (1981) analysent huit espèces d'un lac du Sri Lanka, et trouvent une activité 

protéolytique plus élevées chez les espèces à tendance omnivore ou carnivore. Des résultats analogues 

ont été trouvés par ces mêmes auteurs chez les poissons du Lac Majeur (Hofer, comm. pers.). 

Les études intraspécifiques sont plus rares. Chez le tilapia du Mozambique, une adaptation po-

sitive a été observée pour l�amylase et la trypsine, en fonction du régime (Nagase 1964). Kawai et 

Ikeda (1972) montrent une augmentation des activités protéolytiques avec la teneur en protéines des 
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aliments chez la carpe commune. Plus récemment, l'évolution de l'activité trypsique et amylasique a 

été suivie dans l'intestin de la larve du bar, et une évolution analogue à celles existant chez les Mam-

mifères, a été observée après 18 jours d'adaptation (Péres et al 1996). Chez C. chanos, une disparition 

de l�activité trypsique a été observée chez des animaux élevés en étang où la source de nourriture do-

minante était une algue verte filamenteuse, Chaetomorpha brachygona (Benitez & Tiro 1982) qui 

contient un inhibiteur de la trypsine. Chez la larve de bar, la sécrétion de trypsine est stimulée par 

l�ingestion d�un mélange d�acides aminés essentiels et inhibés par l�ingestion d�un hydrolysat de ca-

séine (Cahu & Zambonino Infante 1995). Enfin, une modification des activités enzymatiques, princi-

palement des glucosidases, peut aussi être observée en fonction de l�age et du régime habituel des 

espèces (Kuzmina 1996). Ainsi, chez le brochet, l�activité de l�amylase diminue avec l�âge alors 

qu�elle augmente chez le gardon. 

I.2.2.4 INFLUENCE DE LA FLORE MICROBIENNE 
La présence d'un flore microbienne dans le tractus digestif des poissons est largement décrite 

(Lesel 1981). Toutefois son implication dans les processus digestifs reste douteuse (Sugita et al 1997) 

en raison des difficultés rencontrées pour l�estimation de l'importance in situ des enzymes d�origine 

microbienne. La présence d'acide gras à chaîne courte dans le tractus de certaines espèces permet de 

supposer l'existence d�un processus de fermentation (Clements & Choat 1995). Une flore capable de 

synthétiser la vitamine B12 a pu être mise en évidence et de ce fait les besoins alimentaires en cette 

vitamine sont considérés comme nuls pour le tilapia (Shiau & Lung 1993) 

I.2.2.5 MODE ET SITE D'ADSORPTION DES NUTRIMENTS 
Hormis l�eau et les ions qui font l�objet d�échanges au niveau branchial, l�intestin est le site 

principal d�absorption des nutriments chez les poissons. Vis-à-vis de l�ensemble des processus 

d�absorption, l�intestin peut être considéré globalement comme composé de deux parties : une 

antérieure est le siège de l�absorption des lipides et de petites molécules, et une distale celui de 

l�absorption de macromolécules par pinocytose. 
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Impliquée chez certaines espèces dans les processus permettant l�osmorégulation, l�intestin 

joue un rôle majeur dans l�absorption des ions tel que Ca2+ ou Na+. L�épithélium de l�intestin antérieur 

et des cæcums pyloriques serait principalement impliqué dans ces processus (Abaurrea Equisoain & 

Ostos Garrido 1996). L�intestin est le site principal d�absorption du calcium chez les espèces d�eau 

douce et de sécrétion chez les espèces marines. La régulation des apports en calcium est le résultat 

d�un ensemble de processus impliquant une absorption par diffusion passive et une excrétion par un 

transport actif du calcium avec un système d�échangeur Na+/Ca2+ et une Ca2+-ATPase (Robertson 

1993 ; Flik & Verbost 1993). L�intestin joue aussi un rôle primordial dans l�absorption du magnésium 

chez le tilapia du Mozambique (Flik et al 1993). 

Chez les Poissons, l�absorption du glucose produit par la digestion des polysaccharides est ré-

alisée par un processus analogue à celui des Vertébrés Supérieurs, impliquant des transporteur spécifi-

ques (Ferraris & Ahearn 1984). Le glucose dissous dans l�eau d�élevage peut être directement assimilé 

par la larve du bar ou de la dorade, Sparus aurata (Diaz et al 1994). Cette assimilation serait réalisée 

par l�intestin après ingestion de l�eau. Chez le tilapia, O. mossambicus, le transport de glucose et 

l�activité Na+/K+-ATPase sont interdépendants et stimulés par l�application de tyroxine (T3) ou inhi-

bés par l�application de 17 α-méthyl testérone (Reshkin et al 1989). 

Trois processus permettent l�absorption des protéines chez les poissons (Sire & Vernier 

1992) : l�hydrolyse intraluminale suivie de l�absorption sous forme d�acides aminés ou de dipeptides, 

l�absorption directe suivi d�une digestion intracellulaire des protéines, et enfin le transport 

transépithélial. 

L�hydrolyse intraluminale est réalisée par l�action conjointe des sécrétions acides, pour les 

poissons doté d�un estomac, et des enzymes protéolytiques secrétées dans le tube digestif. Quelle que 

soit l�espèce, le principal site d�hydrolyse est la lumière intestinale. Les acides aminés libérés sont 

absorbés par la muqueuse selon un processus actif, qui peut-être saturant dans la partie distale de 

l�intestin. Chez le carassin, Carassius carassius, la vitesse d�absorption est dépendante de la nature 

des acides aminés formés et de la température (Smith 1983). In vitro, l�absorption est associée à la 

présence d�oxygène et à des mécanismes impliquant le système Na+/K+ - ATPase. Ce processus est 
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analogue à celui de l�absorption de glucose, mais indépendant (Marcotte & de la Noüe 1984). Pour 

Dabrowski (1983), les concentrations d�acides aminés produits in vivo seraient très élevées et 

l�absorption de ces acides aminés ne résulterait que d�un phénomène passif. Cette observation ne justi-

fie cependant pas l�existence du mécanisme étudié in vitro par Smith qui permet l�absorption de la 

glycine par la muqueuse intestinale du carassin contre un gradient de concentration. 

L�absorption directe des protéines est réalisée par pinocytose au niveau de la muqueuse du 

segment intestinal postérieur. Elle a tout d�abord été décrite comme une adaptation particulière chez la 

larve dont le tube digestif n�est pas encore fonctionnel. L�observation du même phénomène chez 

l�adulte a permis de montrer qu�il s�agit d�un processus plus généralement répandu chez les poissons 

(Gas & Noillac-Depeyre 1978). L�existence du processus d�endocytose des protéines a été démontrée 

avec des protéines aussi volumineuse que la ferritine (480 kDa) et plus généralement étudiée avec la 

peroxydase de raifort (40 kDa) pour sa facilité de détection en histologie. Le phénomène a été décrit 

chez de nombreuses espèces de poissons dont la carpe, un autre poisson-chat américain, Ameiurus 

nebulosus, le silure africain (Sire & Vernier 1992) ou l�anguille (Kurokawa et al 1996). Les protéines 

ainsi absorbées au niveau de la partie distale de l�intestin font l�objet d�une digestion intacellulaire, qui 

est accomplie par l�action conjointe de deux protéases lysomales, les cathepsines D et B, l�activité de 

la première étant régulée par la prise alimentaire (Sire & Vernier 1992). 

Observé initialement chez la carpe, le transport transépithélial des protéines peut-être la 

conséquence de conditions pathologiques particulières agissant sur l�intégrité de la muqueuse ou de 

phénomènes permettant le transit sans dégradation des protéines absorbées par les cellules de la 

muqueuse (Sire & Vernier 1992). Ce dernier phénomène a été observé chez la carpe et la truite arc-en-

ciel, en particulier pour le transport de l�hormone de croissance bovine après injection rectale (Le Bail 

et al 1989). Ce processus met en jeu le système immunitaire intestinal des poissons et permettrait le 

transfert non-invasif de molécules d�intérêt biologique dans le cas des élevages avec des vaccins ou de 

l�étude de certaines hormones. 

Comme chez les autres Vertébrés, l�absorption de lipides par les poissons se fait par 

l�intermédiaire de micelles formés sous l�action des sels biliaires sur les lipides ingérés (Guillaume & 



 Chapitre I Exposé bibliographique 

  47 

Choubert 1999). Les lipides alimentaires sont assimilé sous forme d�acides gras qui peuvent être rées-

térifiés en triglycérides dans l�entérocyte (Sheridan 1988). Ces produits sont assemblés à des lipopro-

téines pour formé des chylomicrons qui constituent la forme de transport des acides gras dans le sang. 

La taille de ces chylomicrons est dépendante de la nature du repas. De 1000 à 5000 Å pour un repas 

standard, ils peuvent avoir un diamètre supérieur à 6500 Å pour un repas riche en acide gras n-3. 

L�observation de ces chylomicorns a permis de localiser le site préférentiel de l�absorption des lipides 

au niveau de la partie antérieure de l�intestin et des cæcums pyloriques chez la truite (Garrido et al 

1993). Pour les acides gras polyinsaturés, une absorption spécifique a été décrite au niveau de la partie 

distale de l�intestin ou du rectum chez le turbot, Scophthalmus maximus (Koven et al 1994). 
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Chapitre II MATÉRIEL ET MÉTHODES  
Au cours de ce travail, des méthodologies particulières ont été mises en oeuvre pour des 

études zootechniques sur des individus vivants et leur environnement, et pour des études de biochimie 

sur les propriétés des amylases de tilapias. Les expériences ont été réalisées sur plusieurs espèces de 

poissons tropicaux, au Centre de Recherches Océanologiques (CRO) à Abidjan (Côte d�Ivoire), à la 

Station de l�INRA à Kourou (Guyane Française), au Groupe d�Aquaculture continentale 

Méditerranéenne et Tropicale (GAMET) à Montpellier (France métropolitaine), et à la Faculté des 

Sciences et Technique de St-Jérôme, Université Aix-Marseille III à Marseille (France métropolitaine). 

II.1 Matériel biologique et conditions expérimentales 

II.1.1 Les poissons 
Six espèces de poissons susceptibles d�être élevés en eaux chaudes ont été l�objet de cette 

étude : le tambaqui, C. macropomum d�origine sud américaine ; deux tilapias d�origine africaine, O. 

niloticus et S. melanotheron ; et trois silures, le silure africain, Heterobranchus longifilis d�origine 

africaine, le silure glane, S. glanis d�origine européenne, et l�atipa Hoplosternum littorale d�origine 

sud américaine. Les tambaquis proviennent d�une pisciculture expérimentale du Departmento Nacio-

nal de Obras Contra as Secas (DNOCS) dans l�État du Pará au Brésil. Les deux espèces de tilapias ont 

été obtenues auprès du CRO d�Abidjan ou du GAMET. Ils proviennent de souches ivoiriennes, sou-

che « Bouaké » pour O. niloticus et souche « lagune Ébrié » pour S. melanotheron. Les silures afri-

cains H. longifilis proviennent également de Côte d�Ivoire. Ils ont été obtenus au GAMET à partir des 

géniteurs descendant d�une population d�individus initialement capturés dans la lagune Ébrié et élevés 

au CRO d�Abidjan. Les silures glanes ont été fournis par le CEMAGREF qui dispose d�un stock de 

géniteurs élevés au GAMET. Les atipas, H. littorale, ont été fournis par la station expérimentale de 

Soucoumou de l�INRA en Guyane française. 

L�ensemble du travail a été réalisé sur des jeunes individus, avec une masse corporelle com-

prise entre 2 et 50 g en début d�expérimentation. Dans tous les cas, les poissons ont été obtenus direc-

tement à la taille convenant au type d�expérimentation envisagée. Avant chaque expérience de zoo-
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technie, les poissons ont été acclimatés aux structures expérimentales pendant au moins quatre semai-

nes. Au terme de cette période, ils ont été triés et pesés individuellement, au dixième de gramme près, 

pour constituer le nombre de lots requis pour chaque expérimentation avec un coefficient de variation 

maximal de la masse corporelle de 5 %. Pour les études de calorimétrie indirecte, les poissons destinés 

à l�expérimentation ont été préalablement acclimatés au confinement et utilisés à la demande. Toutes 

les manipulations de poissons ont été réalisées sur des individus préalablement anesthésiés dans une 

solution de phénoxyéthanol (150 mg.L-1). Aucune mortalité n�a été observée après anesthésie, et le fait 

que les poissons acceptent de la nourriture dans les deux heures suivant le « réveil » atteste de la 

bonne récupération post anesthésie. Les poissons prélevés en cours d�expériences ont été sacrifiés, 

égouttés, puis enveloppés dans des sacs plastiques hermétiques et maintenus à -20 °C avant prépara-

tion pour analyse. En préalable à toute analyse, les corps des poissons ont été broyés à l�état congelé à 

l�aide d�un broyeur ménager à couteaux (Hachoir Moulinex®) et en présence d�une masse équivalente 

d�eau distillée pour faciliter l�homogénéisation. Des aliquotes de l�homogénat ainsi obtenu ont été 

prélevées et insérées dans des microtubes à centrifuger type Eppendorf®, hermétiquement clos et 

conservés à -20 °C avant les analyses proprement dites. 

II.1.2 Préparations des aliments 
Les expériences ont été menées en utilisant des aliments semi-purifiés rassemblant les ingré-

dients nécessaires de manière à fournir les quantité requises en protéines, énergie d�origine glucidique, 

acides gras essentiels et oligo-éléments (vitamines et minéraux). Les protéines ont été fournies par des 

farines de poisson. Des farines de poissons réputées pour leur qualité (Cho & Kaushik 1990), type 

Corpesca® ou Islande70� (SANOFI), ont été sélectionnées à cet effet. L�utilisation de ces produits a 

été préférée à un apport « synthétique » du type mélange caséine/gélatine pour leur coût et leur dispo-

nibilité, pour l�équilibre de leur composition en acides aminés et pour fournir un apport alimentaire 

plus proche de l�alimentation naturelle de l�animal. L�énergie glucidique a été fournie par incorpora-

tion d�amidon. Une « farine basse de manioc », sous produit agro-industriel de la fabrication de tapio-

ca et de fleur de manioc, a été utilisée. Ce produit a été obtenu auprès de l�usine de Toumody en Côte 

d�Ivoire. Il s�agit d�une farine riche en fibres et produite par séchage à chaud de la pulpe de manioc 
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après extraction de la fleur de manioc à l�eau. L�apport en acides gras essentiels a été satisfait par ad-

jonction d�huile de soja commercial (Lesieur®) afin de garantir un rapport d�acides gras polyinsaturés 

linoléique/linolénique (n-3/n-6) inférieur à 1, préférable pour les espèces de poissons d�eau douce et 

d�origine tropicale (Steffens 1989). 

Les oligo-éléments, vitamines et minéraux, sont incorporés sous forme de mélanges fournis à 

façon par la société AGRIBASE. Préparés à partir de composés constituant des sources facilement 

assimilables notamment pour les minéraux, leur composition a été définie sur la base des besoins dé-

terminés pour les tilapias (Jauncey & Ross 1982 ; Shiau & Suen 1992 ; Shiau & Jan 1992 ; Shiau & 

Lung 1993 ; Shiau & Hwang 1993 ; Shiau & Hsieh 1997 ; Shiau & Chin 1999). La composition de 

chaque mélange est indiquée dans le Tableau II.1. 

Tableau II.1 Composition des mélanges vitaminique et minéral utilisés pour la préparation des 
aliments. Les valeurs sont exprimées en unités de matière active pour chaque mélange 
par kg de masse sèche.  

Mélange minéral 
Élément minéral Quantité Unités 
P 168 g 
Ca 210 g 
Mg 13 g 
Na 30 g 
S 1,2 g 
Zn 1,25 g 
Cu 200 mg 
Mn 300 mg 
Fe 6,7 g 
I 150 mg 
Co 100 mg 
Se 8 mg 
 
 

Avant usage, tous les ingrédients ont été conservés dans des barils hermétiques en plastique 

alimentaire (polyéthylène haute densité) dans un milieu sec, frais et à l�abri de la lumière, à 

l�exception des vitamines qui ont été conservées en chambre froide (4 °C) en fraction de 500g dans 

des sacs plastiques munis d�une fermeture hermétique (Ziploc®).  

Les aliments ont été préparés par voie humide à l�aide d�un hachoir de boucherie muni d�une 

filière dotée de perforations de 1,5 mm de diamètre. La cohésion de l�aliment a été assurée par 

l�incorporation d�alginate de sodium (Sigma®) dans le mélange (10 g.kg-1). L�aliment humide a été 

Mélange vitaminique 
Vitamines Quantité Unités 
A 200 000 UI 
D3 1 000 000 UI 
E 40 200 UI 
K3 4 G 
C 100 G 
B1 5 G 
B2 5 Mg 
B6 5 G 
B12 10 mg 
Pantothénate 11 g 
PP 20 g 
Biotine 600 mg 
Acide Folique 1,5 g 
Choline 230 g 
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fragmenté manuellement en tronçons d�environ 5 mm, emballé dans des sacs hermétiques par fraction 

de 500 g et conservé à -20 °C. Une fraction aliquote a été prélevée pour chaque préparation au mo-

ment de la fabrication et maintenue à -20 °C pour analyse. Avant utilisation, les aliments ont été dé-

congelés pendant une nuit à 4 °C, et la matière sèche a été déterminée pour l�ajustement des rations. 

En cours d�utilisation, l�aliment ainsi décongelé a été conservé à 4 °C pendant un laps de temps mini-

mal, toujours inférieur à quatre jours pour éviter toute dégradation. L�aliment ainsi préparé a une 

consistance molle bien acceptée par les poissons. 

Les coefficients d�utilisation digestive apparents des aliments et nutriments ont été déterminés 

en utilisant un marqueur non assimilable (Cho & Kaushik 1990). De l�oxyde de chrome (Cr2O3) a été 

ajouté dans les aliments comme marqueur, à raison 10 g par kg d�aliment sec. 

II.1.3 Conditions d’élevages 
Les expériences menées au sein du GAMET (Montpellier France), ont été conduites dans un 

circuit d�élevage autonome doté d�un système de recirculation de l�eau avec filtration mécanique et 

biologique (Figure II-1). Ce circuit était composé de 18 bacs rectangulaires d�un volume de 70 L réali-

sés en polyester stratifié recouvert d�un gelcoat alimentaire. 

Le débit de l�eau a été ajusté à l�entrée de chaque bac afin de permettre son renouvellement en 

moins d�une heure. L�ensemble du circuit était doté d�un mécanisme de thermorégulation à l�aide de 

résistances électriques permettant le maintien de la température de l�eau à 28 °C ± 1 °C. Chaque bac 

était équipé d�un système d�aération par bulleur permettant un maintien de la concentration en 

oxygène dissout proche de la saturation. Une photopériode de 12h:12h (jour:nuit) a été maintenue par 

des lampes à fluorescence contrôlée à l�aide d�une minuterie. La qualité de l�eau d�élevage a été suivie 

chaque semaine. Elle est toujours restée dans les limites de tolérance acceptables par les poissons : 

concentration en azote ammoniacale [N-NH3 + N-NH4
+] inférieure à 1 mg.L-1 (71 µM), concentration 

en nitrite [NO2
-] inférieure à 0,002 mg.L-1 (43,5 nM) et pH 8. La teneur en oxygène dissout dans l�eau 

à l�intérieur des bacs est restée comprise entre 3 et 5 mg.L-1 (94 et 156 µM). 
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Figure II-1 Schéma de l�installation expérimentale en circuit fermé utilisée au GAMET. 

En début d�expérience, les poissons ont été pesés individuellement et distribués de façon 

aléatoire dans les bacs de manière à constituer des lots homogènes. Les rations alimentaires 

quotidiennes ont été distribuées en trois repas égaux à 8h00, 12h00 et 17h00, tout en veillant à ce que 

l�ensemble de la ration soit effectivement consommé. Chaque semaine, les poissons de chaque bac ont 

été pesés pour permettre l�ajustement des rations. En début et en fin d�expériences, au moins cinq 

individus de chaque lot expérimental ont été sacrifiés pour analyse. Toutes les manipulations de 

poissons ont été réalisées dans les conditions préalablement décrites. Au Centre de Recherches 

Océanologiques d�Abidjan, un système d�élevage analogue a été utilisé. Cette structure comprenait 10 

bacs en polyester cylindro-coniques de 110 L alimenté par un circuit fermé. Aucun moyen de 

thermorégulation n�a été nécessaire et le régime naturel de la photopériode (env. 12h:12h) a été 

conservé. Pour la mesure des CUDa, un système de collecte permettant la récolte en continu de fèces 

par décantation, « type Guelph », a été installé en sortie chaque bac. Les fèces ont été collectées juste 

avant la distribution des aliments. Pour éviter toute contamination avec des aliments qui n�auraient pas 

été ingérés par les poissons, les collecteurs ont été purgés après chaque distribution d�aliment. Les 

échantillons de fèces ont été congelés puis lyophilisés et conservés à -20 °C avant analyse. 
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II.1.4 Calcul des indices et analyse statistique 
Trois indices zootechniques ont été utilisés pour la description des résultats: le taux de crois-

sance spécifique en masse fraîche (TCS), l�indice de consommation (IC) et le coefficient d�efficacité 

protéique (CEP). Ils ont été calculés selon les formules suivantes : (1) 

( ) ( )
∆T

%gain)Ln(1
∆T

MLnMLnTCS if +=
−

= , avec Mi et Mf, la masse moyenne initiale et la masse 

moyenne finale des poissons exprimées (g), % gain, le gain de masse relatif (g.g-1), et ∆∆∆∆T l�intervalle 

de temps (j) � un indice similaire peut aussi être calculé pour les variations de la masse protéique, de la 

masse lipidique ou du contenu énergétique (Hogendoorn 1983 ; Xie et al 1997) ; (2) M/AIC i ∆= , 

avec Ai, la masse sèche d�aliment ingéré (g) et ∆∆∆∆M le gain de masse corporelle associé (g) ; (3) 

iP / ∆MCEP = , avec ∆∆∆∆M le gain de masse corporelle (g) et Pi, la quantité de protéines ingérée (g). 

Le rapport entre l�accrétion d�un élément de la masse corporelle du poisson et la quantité 

ingérée de ce même élément a aussi été calculé pour la matière sèche, les protéines brutes et les lipides 

totaux. Pour les protéines brutes, le mode de calcul est le suivant : accrétion protéique / protéines 

ingérées. Ce rapport, ou taux de rétention protéique, est le même que le coefficient d�utilisation 

pratique de l�azote proposé par Terroine (Mambrini & Guillaume 1999) ou la valeur productive 

protéique (Steffens 1989). Pour reprendre les abréviations usuelles, le rapport correspondant à la 

matière sèche a été noté, CUPS, pour coefficient d�utilisation pratique de la matière sèche, celui à 

l�azote ou aux protéines brutes CUPP et celui aux lipides totaux CUPL. Les formules de calcul 

correspondantes sont : CUPS= accrétion en MS / MS ingérée ; CUPP = accrétion en protéines brutes 

PB / PB ingérées ; CUPL= accrétion en LT / LT ingérés. 

L�analyse statistique des résultats a été effectuée en suivant un modèle d�analyse de variance 

hiérarchisé. Les calculs ont été faits à l�aide des procédures GLM et MIXED du logiciel SAS (SAS 

Institute Inc. 1989). Les comparaisons multiples des moyennes ont été réalisées avec un test de Tukey. 

Pour l�ensemble des tests, un seuil de confiance (α) de 5 % a été retenu. 
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II.2 Méthodes d’analyses en expérimentation animale 

II.2.1 Analyse des aliments, des poissons et des fèces 

II.2.1.1 ANALYSE PROXIMALE 
La matière sèche (MS), mesurée par perte de masse après avoir placé les échantillons dans une 

étuve pendant une nuit à 105 °C, est exprimée par unité de masse fraîche. La teneur en cendres brutes 

(CB), mesurée en comparant la masse des échantillons séchés à l�étuve à 105 °C à celle des mêmes 

échantillons après calcination durant 4 heures dans un four à moufle à 550 °C et refroidissement dans 

un dessiccateur, est donnée par unité de masse sèche. Les protéines brutes (PB), déterminées par la 

méthode Kjeldahl (Hart & Fisher 1971) avec le coefficient 6,25, sont exprimées par unité de masse 

sèche. Les lipides totaux (LT), déterminés par gravimétrie après extraction à l�éther de pétrole (40 � 

60 °C) dans un appareil de Soxhlet (Hart & Fisher 1971) avec un minimum de 6 cycles de lavage (3 

heures), sont donnés par unité de masse sèche. 

II.2.1.2 CALCUL DE L’ÉNERGIE BRUTE ET DE L’ÉNERGIE DIGESTIBLE 
Le contenu en énergie des échantillons a été calculé selon le principe général de la méthode 

d�Atwater à partir des concentrations en protéines, en lipides et en glucides. Les coefficients utilisés 

pour l�énergie brute sont : protéines brutes, 23,6 kJ.g-1, lipides totaux, 39,5 kJ.g-1 et glucides, 17,2 kJ. 

g-1 (N.R.C. 1993). Pour l�énergie digestible, les coefficients ont été calculés en utilisant le CUDa de 

chaque nutriment, ou à défaut 0,9 pour les protéines brutes, 0,85 pour les lipides totaux, et 0,8 pour les 

glucides (Guillaume & Choubert 1999). Pour obtenir l�équivalent énergétique métabolisable des pro-

téines, un coefficient a été calculé à partir de la valeur de l�énergie digestible en tenant compte de 

l�équivalent énergétique de l�ammoniaque (24,9 kJ.g-1 N) principale forme d�excrétion azotée, soit en 

final 17,6 kJ.g-1 PB (Elliott & Davison 1975). En absence de données analytiques, la valeur de 

l�extractif non azoté a été utilisée pour estimer la teneur en glucides. 

Le dosage du chrome a été réalisé en solubilisant l�oxyde de chrome Cr2O 3 par oxydation en 

présence d�acide sulfurique, à l�aide de bromate de sodium et de permanganate de potassium 

(Stevenson & Clare 1963). La concentration en chrome, mesurée par absorption atomique après ajout 
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de NH4Cl (0,5 % m/v) pour éliminer toutes interférences avec le fer (Guncaga et al 1974), est donnée 

par unité de masse sèche à l�aide d�une courbe de référence, allant de 1 à 6 mg.L-1 de chrome, réalisée 

avec une solution de K2Cr2O7. 

II.2.2 Analyse de l’eau 
Les échantillons d�eau ont été prélevés dans des flacons hermétiques. Pour l�oxygène et le 

dioxyde de carbone total, les échantillons ont été dosés extemporanément. Pour l�azote ammoniacal 

total et l�urée, les échantillons ont été convenablement fixés ou conservés à -20 °C après ajout d�une 

goutte de chloroforme pour éviter toute contamination bactérienne (Aminot & Chaussepied 1983). 

L�oxygène dissous a été dosé par polarimétrie (Gnaiger & Forstner 1983), soit directement 

dans le milieu d�élevage à l�aide d�une sonde portable type YSI 57, soit au laboratoire à l�aide d�une 

électrode ORION® (réf. 9508) connectée à un pH-mètre/Ionomètre Consort. Les mesures ont été 

réalisées à la température du prélèvement et les concentrations exprimées en µmoles O2.L-1. 

La dioxyde de carbone total a été déterminée à la température du prélèvement à l�aide d�une 

électrode spécifique ORION® (réf. 9502) connectée à un pH-mètre/Ionomètre Consort® P507, après 

déplacement de l�ensemble des formes dissoutes de l�acide carbonique H2CO3, bicarbonate HCO3
- et 

carbonate CO3
2- en dioxyde de carbone par acidification du milieu à l�aide d�un tampon citrate (1 M, 

pH 4,5) selon le protocole fourni par le constructeur (Manuel ORION® IM9502). L�appareillage a été 

étalonné avant chaque détermination avec deux dilutions (10 et 100 µM) d�une solution standard de 

bicarbonate de sodium (0,1 M). Les concentrations sont exprimées en µmoles de CO2 tot.L-1. 

L�azote ammoniacal total dans l�eau a été déterminé par la méthode au bleu d�indophénol ou à 

l�aide d�une électrode spécifique ORION® (réf. 9512-01). Pour la première méthode, les échantillons 

ont été fixés au moment du prélèvement par ajout des réactifs et maintenus dans l�obscurité à tempéra-

ture ambiante pendant une nuit, avant analyse. Une courbe de référence (1 à 10 µM) a été réalisée dans 

les mêmes conditions avec une solution 150 µM de sulfate d�ammonium (NH4)2SO4 conservée à 4 °C. 

Dans la seconde méthode, le dosage a été réalisé immédiatement après le prélèvement en déplaçant les 

ions ammoniums NH4
+ en ammoniac NH3, par alcalinisation (NaOH 10 M) selon le protocole fourni 
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par le constructeur (Manuel ORION® IM9512). L�appareillage a été étalonné avant chaque détermina-

tion avec deux dilutions (1 et 10 µM) d�une solution standard de sulfate d�ammonium (150 µM). Les 

concentrations en azote sont été exprimées en µmoles N-NH3/NH4
+.L-1. 

La concentration en urée, déterminée par la méthode à la diacetylmonoxine sur les 

échantillons conservés à -20 °C, est exprimée en µmoles.L-1, en utilisant une courbe de référence de 1 

à 10 µM d�urée. 

II.3 Méthodes d’analyses biochimiques 

II.3.1 Dosage des protéines 
Deux méthodes ont été retenues pour leur facilité de mise en �uvre et leur reproductibilité : la 

méthode par mesure de l�absorption à 280 nm pour les solutions ne contenant majoritairement qu�un 

seul type de protéine, et la méthode de Bradford, pour tous les autres cas. Une bonne corrélation entre 

ces deux méthodes analytiques a pu être constatée pour les protéines purifiées. 

Pour l�absorption à 280 nm, la concentration a été calculée à partir de la densité optique 

mesurée dans une micro cuve en quartz (ou en méthacrylate) de 1 cm de trajet optique, en prenant le 

coefficient d�extinction spécifique (ε) de l�amylase pancréatique de porc (Koukiekolo et al 1999), soit 

2,5 mg-1.mL.cm-1. 

Pour la méthode de Bradford, elle a été réalisée sur microplaque en utilisant le réactif Protein 

Bioassay (Biorad®) et l�albumine sérique de b�uf, BSA (Sigma®) pour établir la courbe de référence 

de 8 à 80 µg.mL-1. Après avoir introduit dans chaque puits, 10 µL d�échantillon puis 200 µL de réactif 

dilué (4x), l�absorption est lue à 590 nm dans un délai de temps compris entre 5 et 60 min. Une courbe 

de référence a été réalisée pour chaque série de mesure. 

II.3.2 Dosage des glucides 

II.3.2.1 DOSAGE DE SUCRES RÉDUCTEURS 
Les sucres réducteurs ont été déterminés par la méthode de Dygert et al.(1965), qui repose sur 

la réduction en milieu alcalin des ions cuivriques en ions cuivreux par la fonction semi-acétal des su-



 Chapitre II Matériel et Méthodes 

  57 

cres réducteurs. Les ions cuivreux réagissent avec de la néocuproïne et entraînent la formation d�une 

coloration brun-jaune, lue à 450 nm. Le seuil de détection est de l�ordre de 10 nM, et une courbe de 

référence (10 à 100 nM) est réalisée avec du maltose (Merck®). Il est à noter qu�on obtient à concen-

tration égale, une intensité de coloration 1,5 fois plus forte avec du maltotriose (DP=3) qu�avec du 

glucose (DP=1). Les résultats obtenus sont exprimés en µmoles de groupements réducteurs par litre, 

en utilisant le maltose comme référence. 

II.3.2.2 DOSAGES DES SUCRES TOTAUX 
Le réactif phénol sulfurique classique (Dubois et al 1956), utilisé pour ce dosage, est préparé 

extemporanément à partir de deux solutions mères (Tableau II.2) selon la méthode proposée par Vol-

lenweider (1974).  

Tableau II.2 Solutions mères utilisées pour la préparation du réactif phénol sulfurique. 

Solution de phénol 80 % (m/m)  Solution d’acide sulfurique 84 % (v/v) 

Phénol 80 g  H2SO4 concentrée 96 % 250 mL 

Eau  20 g  Eau  84 mL 

Chaque microtube, contenant 200 µL de solution à doser additionnés d�1 mL de réactif phénol 

sulfurique, est chauffé à 100 °C dans un bain à sec pendant 30 min pour développer la coloration, et 

après refroidissement l�absorption est lue à 485 nm. La courbe de référence est établie avec du glucose 

(100 à 800 µM) préparé extemporanément à partir d�une solution mère 10 mM conservée à 4 °C. Les 

concentrations sont exprimées en µmoles.L-1. Pour l�amidon, une hydrolyse préalable à l�acide 

sulfurique est nécessaire (2,5 mg dans 1 mL d�acide sulfurique 0,5 M, à 100 °C dans un bain sec 

pendant 30 min). L�hydrolysât est refroidi et repris avec de l�eau avant de procéder au dosage. 

II.3.2.3 ANALYSE DES MALTODEXTRINES PAR HPAEC-PAD 
L�analyse par HPAEC-PAD permet de séparer les sucres en milieu alcalin, par chromatogra-

phie sur une colonne d�échangeurs d�anions avec un gradient d�acétate de sodium, puis de les détecter 

et de les quantifier par ampérométrie pulsée. Un appareillage Dionex® comportant un injecteur auto-

matique TSP AS3500, une pompe GP40 pour la réalisation des gradients, un détecteur type ED40 et 

équipé d�une colonne PA-100 (4x250 mm) protégé par une colonne de garde est utilisé à cet effet. Les 
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informations fournies par le détecteur sont recueillies et traitées avec un micro-ordinateur à l�aide du 

logiciel Borwin®. Le volume d�injection est de 25 µL, le tampon d�équilibrage est un mélange de 

soude (100 mM) et d�acétate de sodium (5 mM), le gradient est obtenu avec un mélange de soude (100 

mM) et d�acétate de sodium (500 mM) à raison de (1mL.min-1), soit 6 volumes de colonne en 19 min. 

Le glucose, le maltose et 5 maltodextrines (Sigma®) ont été utilisés comme standards (Tableau II.3). 

Tableau II.3  Oligosaccharides utilisés comme standards de maltodextrines pour l�analyse en 
HPAEC-PAD. 

Oligosaccharides Abréviations Gamme (µM) 

Glucose G1 10 à 50 

Maltose G2 10 à 50 

Maltotriose G3 5 à 25 

Maltotétraose G4 5 à 25 

Maltopentaose G5 5 à 25 

Maltohéxaose G6 5 à 25 

Maltoheptaose G7 5 à 25 

Pour les échantillons contenant des maltodextrines de DP supérieur à 7, aucune courbe de ré-

férence n�a pu être réalisée à partir de produits purs, mais les variations de pentes des courbes de réfé-

rences diminuant avec le degré de polymérisation (Tableau II.4), les quantités de maltodextrines de 

degré de polymérisation supérieur à 7 ont pu être évaluées à partir de la courbe de référence obtenue 

avec le G7. Les résultats sont été exprimés en µmoles.L-1. 

Tableau II.4 Estimation des pentes des droites d�étalonnages obtenues pour chaque maltodextrine 
utilisée comme standard. Les groupes de valeurs associées à un même lettre ne sont 
pas significativement différents. DDL : degré de liberté. 

Standard Pente Erreur standard DDL 

G1 66 168a 1 319 70 

G2 80 697b 1 319 70 

G3 109 309c 2 631 70 

G4 119 244d 2 638 70 

G5 151 011e 2 627 70 

G6 146 109e 2 625 70 

G7 146 343e 2 613 70 
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II.3.2.4 DOSAGE DE L’AMIDON 

Méthode enzymatique 
Dans le kit de dosage (réf. 207 748, Boehringer®) utilisé, l�amidon est hydrolysé en glucose 

par une amyloglucosidase (EC 3.2.1.3) d�Aspergillus niger qui coupe l�ensemble des liaisons α-(1→4) 

et α-(1→6). Le glucose libéré est dosé en mesurant le NADPH formé à 340 nm au terme des réactions 

suivantes : 

ADPPhosphate6GlucoseATPGlucose Héxokinase +−− →+ , puis 

++ ++ →+ H NADPPhosphate-6-GluconateNADPPhosphate-6-Glucose naseDeshydroge  

Les échantillons d�amidon sont solubilisés dans un mélange de diméthyl sulfoxyde et d�acide 

chlorhydrique 8 M, et les résultats exprimés en mg d�amidon par g d�échantillon, sachant que 1 mg 

d�amidon correspond à la formation de 6,17 µM de résidu glucose (1/162,1), soit à 6,17 µM de 

NADPH. Le rendement de la méthode a été contrôlé à l�aide de l�amidon standard (maïs) fourni dans 

le kit. 

Méthode à l’iode 
Dans la méthode décrite par Oteng-Gyang (1979), la réaction est réalisée en mélangeant 

100 µL de solution à doser avec 2,4 mL de réactif iodo-ioduré (KI, 30 g.L-1 et I2, 3 g.L-1) dilué à 4 % 

dans de l�eau. La densité optique à 620 nm permet de quantifier l�amidon à partir d�une courbe de 

référence réalisée avec de l�amidon de maïs « soluble selon Zukowski » (Merck®) de 1 à 10 g.L-1. 

II.3.3 Dosage des activités enzymatiques 

II.3.3.1 DOSAGE DE L’AMYLASE 
Les activités amylasiques ont été mesurées en suivant l�apparition des extrémités réductrices 

ou la disparition du substrat. Seule la première méthode permet de dénombrer les liaisons α-(1→4) 

hydrolysées. Un coffret de dosage au pNPG7 (Sigma®) a aussi été utilisé pour mesurer ces activités. 
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Apparition des sucres réducteurs 
Les activités amylasiques ont été mesurées à pH 6,9 dans du tampon phosphate de sodium 

20 mM à 30 °C, température proche de la température corporelle du poisson. Le Tableau II.5 donne la 

composition finale du milieu réactionnel (500 µL). De l�amidon de maïs « soluble selon Zukowski » 

ou de l�amylose de pomme de terre (Type III Sigma®) dont la concentration finale est respectivement 

1 g.L-1 et 0,5 g.L-1, sont utilisés comme substrat. La réaction est arrêtée à 0, 2, 4 et 6 min, par une alca-

linisation brusque du milieu avec le premier réactif de dosage des sucres réducteurs, le mélange mis 

dans un bain de glace, et au temps 0, l�enzyme est ajoutée. Le nombre de liaisons α-(1→4) clivées est 

déterminé par la méthode préalablement décrite pour le dosage des sucres réducteurs.  

Tableau II.5 Composition finale du milieu réactionnel pour le dosage de l�activité amylasique. 

Composant Concentration 

Tampon pH 6,9 

NaH2PO4/Na2HPO4 

NaCl 

 

20 mM 

6 mM 

Amidon ou 

Amylose 

1 g.L-1 

0,5 g.L-1 

Enzyme < 16 10-3 UI 

L�activité amylasique, en µmoles de liaisons α-(1→4) clivées par minute, correspond à la 

valeur d�usage de l�unité internationale (UI) d�activité amylasique (Dawson et al 1986). 

Disparition de l’amidon 
La concentration finale de l�amidon de maïs soluble est de 1 g.L-1, et le protocole suivi, identi-

que à celui décrit précédemment pour les sucres réducteurs, excepté que la réaction a été arrêtée par 

ajout de 200 µL d�acide sulfurique 0,5 M. La concentration en amidon a été ensuite dosée par la 

méthode à l�iode. L�activité amylasique est exprimée en g d�amidon hydrolysé par minute. 

Méthode au pNPG7 
Cette méthode de détermination rapide de l�activité amylasique (coffret de dosage au pNPG7, 

Amylase Sigma Diagnostics N° 577) repose sur l�utilisation d�un substrat synthétique, le 4,6-

éthylidène(G7)-4-nitrophénol(G1)-α,D-maltoheptaoside, ET-G7pNP ou pNPG7 (Rauscher et al 1986). 
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Sous l�action de l�amylase à 30 °C, plusieurs produits sont libérés dont un comportant un groupe 4-

nitrophénol (pNP) associé à une maltodextrine plus ou moins longue dont l�extrémité réductrice est 

hydrolysable par l�α-glucosidase de levure (EC 3.2.1.20) fournie dans le coffret (Figure II-2). Le pNP 

libéré est suivi à 405 nm. 

L�activité amylasique, calculée en multipliant la valeur de la différence d�absorption rapportée 

par unité de temps par un coefficient donné par le fournisseur (7 244 à 30 °C) est exprimée en unités 

enzymatiques arbitraires, par comparaison à un échantillon d�amylase humaine d�activité connue. 

Et-G7-pNP

α-amylase

α - glucosidase

Coloration jaune 
lisible à 405 nmRien !

Et

Et

Et Et

Rien !  

Figure II-2 Schéma de principe du kit de dosage de l�amylase Sigma®. 

 

II.3.3.2 DOSAGE DES ACTIVITÉS TRYPSIQUE ET CHYMOTRYPSIQUE 
L�activité trypsique est mesurée en dosant à 405 nm la 4-Nitroaniline ( pNA), libérée par 

l�hydrolyse du Nα-benzoyl-L-arginine-4-nitroanilide (BApNA) en cuve thermostatée à 30 °C pendant 

10 min (Geiger & Fritz 1988). Dans le test 20 µL d�extrait enzymatique sont ajoutés à 980 µL d�une 

solution de BApNA 0,8 mM dans du tampon triéthanolamine (0,2 M, pH 7,8 + CaCl2 20 mM). Une 

unité trypsique est définie comme la quantité d�enzyme nécessaire pour libérer une µmole de pNA par 

minute, dans les conditions de l�analyse (30 °C, pH 7,8). 
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Pour l�activité chymotrypsique, le peptide de synthèse, Nα-succinyl-L-alanine-L-alanine-L-

proline-L-phénylalanine-4-nitroanilide (SucA2PPpNA) est utilisé (Bergmeyer & Graßl 1988). Le mé-

lange réactionnel comprend 20 µL d�extrait enzymatique, 980 µL de SucA2PPpNA (0,5 mM) dans du 

tampon Tris-HCl (0,1 M, pH 7,8 + CaCl2 20 mM) et de Triton-X100 0,05 % (m/v). L�apparition du 

pNA est suivie par spectrophotométrie à 405 nm, en cuve thermostatée à 30 °C pendant 10 min. Une 

unité chymotrypsique est définie comme la quantité d�enzyme nécessaire pour libérer une µmole de 

pNA par minute, dans les conditions de l�analyse (30 °C, pH 7,8). 

II.3.4 Techniques d’isolement et de préparation des extraits 

II.3.4.1 ÉCHANGE DE TAMPON 
L�équilibrage des solutions d�amylases dans le tampon choisie a été réalisé dans des tubes 

Spectrapor® avec un seuil de coupure compris entre 3000 et 6000 daltons en respectant un rapport 

minimal de 1 à 100 entre le volume de l�échantillon à dialyser et le tampon final. Le tampon est 

changé une première fois après 30 min, et une deuxième fois après 1 heure. L�échantillon est ensuite 

laissé pendant une nuit dans le tampon à 4 °C, sous agitation. L�échange de tampon est aussi réalisé à 

l�aide de colonnes de gel filtration destinées à cet effet (HiDesalt® 5ml, Pharmacia) et d�un système 

FPLC� 500 (Pharmacia®). Après équilibrage de la colonne dans le tampon final, 1,5 mL d�échantillon 

sont déposés. Les protéines éluées sont recueillies manuellement en suivant en sortie de colonne 

l�absorption à 280 nm et la conductivité. Pour les échantillons d�un volume supérieur à 1,5 mL, le 

procédé est répété plusieurs fois. 

II.3.4.2 PRÉCIPITATION DES PROTÉINES AU SULFATE D’AMMONIUM 
Cette opération est réalisée dans un bain de glace sous une agitation modérée, en ajoutant 

progressivement le sulfate d�ammonium, afin que sa solubilisation soit totale. Après 1 heure 

d�agitation à 0 °C pour achever la précipitation des protéines, le mélange est centrifugé (10 000 g, 10 

min, 4 °C) et le surnageant ou le culot sont alors récupérés. 
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II.3.5 Techniques de chromatographie 
Deux dispositifs permettant un débit de tampon constant, le suivi en continu de l�absorption à 

280 nm de l�éluat et la collecte automatique des fractions sont utilisés : l�un, assemblé au laboratoire, 

comprenant, une pompe péristaltique ISTA, un lecteur UVICORD SII (LKB®) et un collecteur de 

fractions (LKB®) ; l�autre étant un système FPLC� 500 (Pharmacia®). Tous les tampons ont été filtrés 

sur une membrane à 0,45 µm à l�aide d�un système connecté à une pompe à vide permettant le 

dégazage partiel des solutions.  

II.3.5.1 CHROMATOGRAPHIE D’AFFINITÉ SUR αααα-CYCLODEXTRINE SEPHAROSE® 6B 
Elle est réalisée sur un gel de Sepharose 6B Pharmacia® (G6B) sur lequel a été greffé une α-

cyclodextrine Sigma® (α-CD) selon le protocole suivant : 4 g de G6B, hydratés dans 32 ml d�eau, sont 

lavés sur verre fritté avec 400 ml d�eau pendant environ 1 h, puis le greffage est réalisé en incubant le 

gel dans 12 ml de NaOH 0,1M contenants 400 µmoles d�α-CD pendant 16 heures à 45 °C sous un 

système d�agitation par un va-et-vient. Le G6B greffé (α-CD G6B) est ensuite lavé successive-

ment avec 100 ml d�eau, 200 ml de glucose 0,14 M, 100 ml d�eau, 100 ml de tampon borate (0,1 M, 

pH 8 + NaCl 0,5 M) et 100 ml de tampon acétate (0,1 M, pH 4 + NaCl 0,5 M). Après introduction du 

gel greffé dans une colonne XK 16/20 Pharmacia® (16 x 110 mm), il est équilibré avec du tampon 

phosphate (20 mM, pH 6,9 + CaCl2 1mM) à raison de 0,4 ml.min-1. Après avoir chargé l�échantillon 

sur la colonne à l�aide de la pompe, le gel est rincé avec le tampon d�équilibrage afin d�éliminer les 

protéines non-retenues. Enfin, l�élution des protéines retenues sur le gel est réalisée en appliquant 20 

ml d�une solution de β-cyclodextrine à 1 % dans le tampon d�équilibrage et l�éluat est collecté par 

fractions de 5 ml. 

II.3.5.2 CHROMATOGRAPHIE SUR ÉCHANGEUR D’ANIONS 
Elle a été réalisée sur gel Mono Q� dans des colonnes Hitrap Q� (Pharmacia®) de 1mL. Le 

gel Mono Q� est équilibré à débit constant (1 ml.min-1) avec du tampon Tris-HCl (20mM, pH 8,2). 

L�élution des protéines fixées est obtenue en appliquant un gradient de NaCl (0 à 100mM) dans un 
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volume de tampon égal à 5 fois celui de la colonne. Des fractions de 0,5 mL sont recueillies à l�aide du 

système FPLC� 500. 

II.3.5.3 CHROMATOFOCALISATION 
Celle-ci permet la séparation des protéines en fonction de leur point isoélectrique (pI). Elle a 

été réalisée sur un gel échangeur d�anions forts équilibré à un pH suffisamment élevé pour retenir 

l�ensemble des protéines à séparer. Après application des protéines sur le gel, celles-ci sont éluées 

séquentiellement par ajout d�un tampon constitué d�un mélange d�ampholines qui crée un gradient de 

pH à l�intérieur de la colonne. Comparée à la chromatographie sur échangeur d�anions, la 

chromatofocalisation permet une meilleure résolution de la séparation d�un mélange de protéines de pI 

voisin. 

Pour la purification des amylases de poissons, la chromatofocalisation est réalisée sur gel 

PBE� 94 (Pharmacia®) dans une colonne de 10 x 300 mm (Réf. 737-073, Bio-Rad®). Le débit 

d�élution est maintenu constant (0,28 mL.min-1) et le volume des fractions collectées est de 2 ml. 

Dans le cas du tilapia du Nil, O. niloticus, le gel est équilibré avec du tampon Tris-acétate (25 

mM, pH 8,5) l�élution des protéines étant réalisée avec 200 ml d�une solution 3 % (v/v) de Polybuf-

fer� 96 (Pharmacia) et 7 % (v/v) de Polybuffer� 74 (Pharmacia®), dont le pH a été préalablement 

ajusté à 5,0 par addition d�acide acétique (5 M). Pour le tilapia bleu, S. melanotheron, le gel est équili-

bré avec du tampon éthanolamine-HCl (25 mM, pH 9,4) suivi de l�élution des protéines avec 200 ml 

d�un tampon contenant 10 % de Polybuffer� 96 ajusté à pH 7,5 avec de l�acide chlorhydrique (6 M). 

Pour la chromatofocalisation, le dispositif local de chromatographie a été utilisé à 4 °C et tous les tam-

pons d�élution ont été dégazés après filtration. 

II.3.5.4 PURIFICATION EN PRÉSENCE D’UN MÉLANGE D’INHIBITEURS 
Elles sont réalisées à partir de plusieurs tractus digestifs de S. melanotheron conservés à -

20 °C. La masse de tissu est scindée en deux parties aliquotes de 10 g chacune, la première étant ho-

mogénéisée avec 500 µL d�un mélange d�inhibiteurs de protéases (SIGMA® réf. P8340), la seconde 

sans inhibiteur. Après l�étape de chromatographie d�affinité, les deux produits ont été chargés sur une 
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colonne échangeuse d�anions (QMA�, Waters SA®) et les protéines éluées en isocratique avec du 

tampon Tris 10 mM à pH 8,2. 

II.3.6 Techniques d’électrophorèse 
Ces techniques permettent la séparation des protéines en fonction de leurs propriétés physico-

chimiques. Dans un gel créant une matrice solide qui permet le flux de solutés, les protéines sont 

soumises à un champ électrique et migrent plus ou moins rapidement selon leur taille, plus exactement 

leur encombrement stérique, dans le cas de l�électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence 

d�un détergent anionique, le dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE) ou selon leur point isoélectrique 

pI, dans le cas de l�isoélectrofocalisation (IEF). 

La première technique a été utilisée pour dénombrer les entités protéiques présentes et 

comparer leurs masses moléculaires, la deuxième pour comparer et déterminer leurs points 

isoélectriques. 

II.3.6.1 ÉLECTROPHORÈSES SDS-PAGE 
Les électrophorèses SDS-PAGE ont été réalisées suivant le protocole de Laemmli (1970) en 

utilisant un appareil Mini Protean II� (Biorad®). 

Les gels de polyacrylamide ont été préparés selon le protocole fourni par Biorad®, à partir 

d�une solution à 30 % d�acrylamide:bis-acrylamide Sigma® (37,5:1). L�épaisseur des gels a été de 

0,75 mm et la concentration totale en acrylamide (%T) de 10 % ou 12 %, dont 2,67 % de bis-

acrylamide. Le tampon de migration (Tris-glycine, pH 8,3) a été préparé à partir d�une solution 5X 

comme indiqué par Biorad® (Tris base 15 g.L-1 ; glycine 72 g.L-1 ; SDS 5 g.L-1). Dans les conditions 

réduites, les protéines ont été traitées avant utilisation pendant 3 min à 100 °C dans du tampon 

d�échantillon contenant 1 mL de solution mère A et 200 µL de solution mère B de dithiotréithol (1 M) 

comme agent réducteur (Tableau II.6). Dans les conditions non-réduites ou natives, les protéines ont 

été placées dans du tampon d�échantillon constitué uniquement de solution A sans DTT et sans chauf-

fage. Les migrations ont été réalisées à la température de la pièce pendant 45 min et sous voltage cons-

tant (200 V). Les masses moléculaires des protéines contenues dans les échantillons ont été estimées 
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par comparaison à un mélange de standards (Low Range SDS-PAGE Standards, Biorad®) appliqué sur 

le même gel et migrant dans les mêmes conditions. 

Tableau II.6 Solutions mères pour la préparation du tampon d�échantillon utilisé pour les électro-
phorèses SDS-PAGE dans les conditions réduites. 

Solution A (conservée à T° ambiante)  Solution B (conservée à -20 °C) 

Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 1 mL  DTT 154,2 mg 

SDS 10 % (m/v) 4 mL  Eau  1 mL 

Glycérol 2 mL    

Bleu de bromophénol 1 % (m/v) 2 mL    

Eau  1 mL    

II.3.6.2 ISOÉLECTROFOCALISATION 
Utilisée pour comparer et déterminer les points isoélectriques des protéines, cette technique a 

été réalisée sur mini-gel (8 x 12 mm) en utilisant un appareil Mini Protean II� obtenu chez Biorad® 

(Robertson et al 1987). Elle consiste à faire migrer les protéines au sein d�un gel dans lequel un gra-

dient de pH a été réalisé à l�aide d�ampholytes. Quand les protéines atteignent le pH correspondant à 

leur pI, elles ne migrent plus car leurs charges nettes s�annulent. 

Tableau II.7 Composition de la solution servant à la préparation des mini-gels pour la réalisation 
d�isoélectrofocalisation selon Robertson et al. (1987). Q.s.p. 1 gel de 1 mm 
d�épaisseur. 

Composants Quantité 

Eau 3,77 mL 

Acrylamide/bis-acrylamide (19:1) 30 % 1,077 mL 

Glycérol 50 % (v/v) 1,292 mL 

Biolyte� 40 % 0,323 mL 

APS1 10 % (m/v) 27 µL 

TEMED2 11 µL 
1 Ammonium persulfate 
2 N,N,N�,N�-tétraméthyléthylènediamine 

Les gels d�IEF ont été préparés à partir d�une solution à 30 % d�acrylamide:bis acrylamide 

(19:1) et de solutions de Biolytes� Biorad® (Tableau II.7). Pour obtenir une meilleure résolution des 

protéines ayant un pI compris entre 7 et 9, le gradient de pH a été ajusté en associant dans la propor-

tion 40:60 une solution de Biolyte� 3/10 couvrant les pH 3 à 10 et une solution de Biolyte� 7/9 cou-
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vrant les pH 7 à 9. L�épaisseur des gels a été de 1 mm et la concentration totale en acrylamide (%T) de 

5 % dont 5 % d�agent de pontage. Avant application, les échantillons ont été mélangés à part égale 

dans du tampon d�échantillon contenant un mélange de Biolyte� dans les mêmes proportions que le 

gel (Tableau II.8). Avant migration la chambre supérieure, coté cathode, a été remplie d�une solution 

de NaOH 25 mM, et la chambre inférieure, coté anode, d�une solution d�acide acétique 20 mM. Ces 

deux solutions ont été préalablement dégazées et maintenues au froid (4 °C). La migration a été réali-

sée en deux temps tout en maintenant l�appareil dans un bain de glace à 200 V pendant 90 min, puis à 

400 V pendant 90 min. Au terme de la migration, les gels ont été immédiatement démoulés et colorés. 

Tableau II.8 Composition du tampon d�échantillon utilisé pour la réalisation 
d�isoélectrofocalisation selon Robertson et al. (1987). 

Composants Quantité 

Glycérol 80 % (v/v) 375 µL 

Biolyte� 40 % 50 µL 

Bleu de bromophénol 1 % (m/v) 25 µL 

Rouge de méthyle 0,1 % (m/v)1 25 µL 

Eau 25 µL 
1 dans l�éthanol.  

II.3.6.3 ÉLECTROÉLUTION 
Les essais ont été réalisés avec le système Mini-Protean II� Biorad� et les accessoires qui 

lui sont associés. Sur un même gel d�IEF de 1,5 mm d�épaisseur comprenant 5 puits, une solution 

contenant le mélange des deux isoformes d�amylase de S. melanotheron a été appliquée dans deux 

puits distincts, 10 µL (4,4 µg protéines) pour le premier et 130 µL (28,6 µg) pour le second. Après IEF 

le gel a été scindé en deux de manière à séparer l�espace correspondant à la zone de migration des 

deux puits. La partie correspondant au premier puit a été colorées selon la méthode au CBB R250, 

puis les deux morceaux ont été juxtaposés sur une plaque de verre et les portions du morceau non co-

loré correspondant aux bandes observées après coloration ont été découpées et électroéluées. Les pro-

duits de l�électroélution ont été appliqués sur deux autres gels d�IEF (épaisseur 1 mm). Les protéines 

présentes dans le premier ont été révélées par la méthode au AgNO3, quant au second, c�est l�activité 

amylasique qui est mise en évidence selon la méthode habituelle. 
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II.3.6.4 ANALYSE ET COLORATION DES GELS 
Tous les gels ont été colorés à température ambiante sur une table d�agitation par oscillations 

(30 va-et-vient par minute) dans un bain de réactif d�un volume au moins égal à 20 fois celui du gel.  

Détection des protéines 
Deux méthodes de détection des protéines sur les gels d�électrophorèses ont été utilisées : celle 

au bleu de Coomassie R250 (CBB R250) permettant la détection de quantité de protéines de l�ordre du 

µg sur des mini-gels Biorad®, et celle au nitrate d�argent (AgNO3) permettant la détection de quantité 

de protéines de l�ordre de 10 ng.  

Méthode au CBB R250 
La coloration au bleu de Coomassie R250 (CBB R250, Sigma®) est réalisée selon la méthode 

de Thurston et Henley (1996). Dans le cas du SDS-PAGE, la coloration a été réalisée par immersion 

directe du gel dans la solution de CBB R250 (Tableau II.9) pendant 30 min. Les gels d�IEF ont été 

préalablement fixés pendant une heure dans une solution d�acide trichloroacétique (0,7 M) et d�acide 

sulfosalicylique (0,16 M), puis rincés à l�eau pour éliminer les ampholytes qui interagissent avec le 

colorant. Ensuite les gels ont été décolorés avec un mélange d�eau (500 mL), d�acide acétique (10 mL) 

et d�éthanol (40 mL) jusqu�à disparition du colorant teintant le fond du gel. 

Tableau II.9 Composition de la solution de coloration des gels d�électrophorèse au bleu de Coo-
massie R 250 (CBB R250) pour la détection des protéines. Le CBB R250 est dissout 
d�abord dans l�éthanol, puis l�acide acétique et l�eau sont ajoutées. 

Composants Quantité 

CBB R250 250 mg 

Éthanol 50 mL 

Acide acétique glacial 10 mL 

Eau  40 mL 

Méthode au nitrate d’argent 
La coloration des gels d�électrophorèses au nitrate d�argent a été réalisée selon la méthode de 

Dunn (1989) en remplaçant le méthanol par de l�éthanol et en diminuant les temps de rinçage. Les gels 

ont été fixés dans une solution d�acide trichloracétique à 12 % (m/v) pendant au moins 2 h. Ils ont été 
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lavés deux fois pendant 20 min avec de l�éthanol à 50 % (v/v) puis deux fois 15 min avec de l�eau. La 

coloration a été réalisée par immersion du gel pendant 15 min dans une solution d�argent ammoniacal 

(Figure II-3). Après deux rinçages à l�eau de 5 min chacun, la coloration est obtenue par immersion du 

gel dans une solution fraîche de formol (26 µL) et d�acide citrique 1 % (250 µL) dans 50 mL d�eau. La 

réaction colorante est arrêtée par ajout d�un mélange d�acide acétique (100 mL), d�éthanol (450 mL) et 

d�eau (450 mL), après rinçage rapide à l�eau. 

Eau 5 mL
NaOH 10N 45 µL
Ammoniaque 35 % (v/v) 333 µL

AgNO  19 % (m/v) 952 µL3

Eau 17,5 mL

Réactif prêt

Ajout goutte à goutte sous 
agitation constante pour 
éviter la formation d’un 
précipité.

 

Figure II-3 Schéma de préparation du réactif à l�argent ammoniacal utilisé pour la détection des 
protéines sur les gels d�électrophorèse. 

Détection de l’activité amylasique 
L�activité amylasique est détectée en incubant les gels d�électrophorèse à température am-

biante dans une solution d�amidon, suivie d�une coloration avec un réactif iodo-ioduré (Lacks & 

Springhorne 1980). Après une électrophorèse SDS-PAGE, le gel est lavé deux fois pendant 10 min 

dans du tampon phosphate (0,5 M, pH 6,9) pour éliminer le SDS. Il est ensuite incubé dans une solu-

tion d�amidon soluble à 5 g.L-1 préparée dans du tampon phosphate (20 mM, pH 6,9 + NaCl 6 mM). 
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L�ensemble est maintenu pendant 10 min sous agitation à température ambiante et après un lavage 

rapide à l�eau, le gel est coloré par ajout de réactif iodo-ioduré. La présence d�activité amylasique est 

alors identifiée par des zones claires marquant l�absence d�amidon. Les gels ont été photographiés ou 

traités à l�acide trichloroacétique 12 % (m/v) pour fixer pendant plusieurs jours cette coloration insta-

ble. 

Test de glycosylation 
Le test de glycosylation sur gel de polyacrylamide a été effectué par la méthode de Møller et 

Poulsen (1996) qui utilise une coloration conjointe au nitrate d�argent et au bleu alcyan. Le test a été 

réalisé sur un gel d�IEF, avec de la fétuine (80 ng) comme témoin de réaction positive. L�évolution de 

la coloration a été suivie pas à pas en photographiant le gel après 2, 5 et 10 min de développement. 

Dans ces conditions, les bandes correspondants aux protéines glycosylées apparaissent précocement et 

conservent une teinte sombre caractéristique. 

II.3.7 Détermination de la masse moléculaire 
Elle a été déterminée par spectrométrie de masse à l�aide d�un spectromètre de type Voyager 

DE-RP, en utilisant la méthode LDE 1002. Ces analyses ont été réalisées au laboratoire BIP, CNRS 

Marseille, par M. Jacques Bonicel. 

II.3.8 Détermination du point isoélectrique 
Le point isoélectrique (pI) des amylases a été déterminé par IEF, en comparaison avec un mé-

lange de marqueurs fournis par Sigma® (Tableau II.10), placés dans les mêmes conditions. 



 Chapitre II Matériel et Méthodes 

  71 

Tableau II.10 Composition du mélange de protéines utilisé comme standard d�IEF. Le mélange est 
conservé à -20 °C.  

Protéines Réf. Sigma® pI Volume 
(µL) 

Masse 
(µg env.) 

Trypsinogène T1146 9,3 10 40 
Lectines de lentille L1277 8,8 

8,6 
8,2 

30 40 
40 
40 

Myoglobines M9267 7,2 
6,8 

20 40 
40 

Eau    15  
Glycérol 80 % (v/v)   125  

II.3.9 Composition en acides aminés et séquence 
La composition globale en acides aminés des protéines a été déterminée selon la méthode dite 

des « Pico·Tag » (Bidlingmeyer et al 1984) à partir d�un échantillon de la protéine pure obtenu par 

électrophorèse en SDS-PAGE et transfert sur une membrane de PVDF (Biorad�). Ces analyses ont été 

réalisées au LBBN, Faculté de St Jérôme Marseille, par M. Claude Villard. 

Les séquences N-terminales ont été déterminées à l�aide d�un séquenceur automatique à partir 

du transfert réalisé sur membrane de PVDF d�un gel d�IEF selon la procédure de la dégradation 

d�Edman (Hewik et al 1981). Ces analyses ont été réalisées à la fois au laboratoire BIP, CNRS Mar-

seille, par M. Jacques Bonicel et au IPMC, CNRS Nice, par Mme Danielle Moinier. 

II.3.10 Amidation des carboxylates 
Les groupes carboxyliques libres sont amidés avec de l�ester éthylique de glycine (EEG) en 

présence de 1-éthyl-3(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide ou EDC (Tawfilk 1996). Cette technique 

permet d�annuler la charge des groupes carboxyliques de la protéine selon la réaction suivante. 

O

O-

R

+

O

NH3
+

O

C2H5

O

O
R

O

NH O

C2H5

+ OH2

 

Pour réaliser l�amidation, 20 à 50 µg de protéines ont été diluées dans du tampon MES 0,1M , 

pH 5,5 pour un volume total de 1,7 mL et 100 µL d�EEG 1M sont ensuite ajoutés. La réaction a été 

déclenchée par ajout de 200 µL d�EDC 0,1M, provenant d�aliquotes maintenues à -20 °C (corres-
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pondant à un milieu final, pH 5,5, EEG 50mM, EDC 10mM). Après une heure à température am-

biante, la réaction a été arrêtée par ajout de 2 mL de tampon acétate 0,1M à pH 5,0. Les produits de la 

réaction ont été dialysés contre de l�eau puis concentrés par évaporation centrifuge jusqu�à obtention 

d�un volume final de l�ordre de 1 ml. La concentration en protéines a été alors mesurée pour chaque 

tube par la technique de Bradford. Les tubes ont ensuite été fermés hermétiquement et conservés à 

4 °C. Les échantillons ainsi traités ont été comparés à des amylases non traitées servant de contrôle et 

à un témoin constitué d�amylase ayant subi le même traitement mais pour lequel la réaction n�a pas été 

déclenchée par ajout d�EDC. Les produits de l�amidation ont été analysés en SDS-PAGE et en IEF. 

Pour chacune de ces analyses les puits ont été chargés d�une quantité de protéines équivalente, quel 

que soit le traitement subi par l�échantillon. 
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Chapitre III RÉSULTATS 
Les expériences ont eu pour but : de suivre sur différentes espèces de poissons tropicaux 

l�influence de la nature et de la qualité de l�aliment sur la croissance, ainsi que l�évolution de la com-

position corporelle et le métabolisme, lors d�études zootechniques, et d�étudier les propriétés des amy-

lases de deux espèces de tilapias, sur le plan biochimique. 

III.1 Études zootechniques 

III.1.1 Estimation des besoins alimentaires en énergie 
Les besoins en énergie des espèces tropicales sont généralement méconnus, la plupart des tra-

vaux portant préférentiellement sur la détermination des besoins en protéines. Les approches expéri-

mentales sont le plus souvent très disparates et rendent difficiles à la fois les comparaisons interspéci-

fiques ou intraspécifiques. Nous chercherons donc à proposer une méthode universelle de détermina-

tion des besoins en énergie pour des espèces de poissons à vocation aquacole sans aucun a priori sur la 

connaissance de leurs besoins nutritionnels. 

III.1.1.1 PRINCIPE EXPÉRIMENTAL 
L�un des points les plus importants dans la couverture des besoins alimentaires en énergie est 

la fourniture d�un aliment dont le rapport contenu énergétique/protéines permet d�obtenir une crois-

sance maximale avec un rendement optimal de l�aliment. Pour définir les conditions d�une alimenta-

tion optimale, il est nécessaire de tenir compte de la teneur en protéines de l�aliment, de son contenu 

énergétique et de la ration alimentaire. Le plan expérimental correspondant peut être réduit à deux 

facteurs en tenant compte des apports journaliers en protéines et énergie. 

L�utilisation d�une source alimentaire capable de couvrir, sans limite et sans biais, à la fois les 

apports en protéines et ceux en énergie permettrait de réduire le plan expérimental à un seul facteur. 

Potentiellement, les protéines peuvent être utilisées comme source d�énergie pour le métabolisme et 

comme éléments pour la croissance. Chez les Poissons, l�utilisation des protéines comme source 

d�énergie se fait naturellement sans limite et sans augmentation importante de la dépense énergétique 
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liée à une nécessaire détoxication des produits de désamination par la synthèse d�acide urique ou 

d�urée avant excrétion. Un plan d�expérience à un seul facteur dans lequel la seule variable est l�apport 

en protéines peut donc permettre de contrôler à la fois les apports protéiques pour couvrir les besoins 

en acides aminés et les apports aptes à couvrir les besoins en énergie du poisson. La part des protéines 

ingérées contribuant à l�accroissement de poids (protéines fixées) et celles des protéines contribuant à 

la couverture des besoins énergétiques (protéines non-fixées) peuvent alors être déterminées à partir de 

l�analyse des carcasses en début et en fin d�expérience. Les besoins en énergie seront estimés par 

comparaison entre les éléments ingérés et les éléments fixés. 

L�estimation des besoins alimentaires en énergie a été réalisée avec un protocole expérimental 

n�utilisant qu�un seul aliment où l�essentiel de l�énergie est apporté par des protéines. Cet aliment a été 

distribué en quantité croissante à plusieurs lots de poissons, de façon à couvrir une gamme de condi-

tions d�alimentation permettant d�observer une croissance nulle et une croissance maximale. La crois-

sance et l�évolution de la composition corporelle des poissons ont été suivies. L�estimation des besoins 

totaux en source d�énergie alimentaire d�origine protéique et non-protéique a été obtenue en plusieurs 

étapes. Les conditions pour lesquelles la croissance a été optimale, avec un rendement maximal, ont 

été identifiées. Les quantités de protéines brutes fixées dans ces conditions ont été mesurées et leur 

équivalent en protéines ingérées a été calculé en tenant compte de la digestibilité des protéines brutes 

contenues dans l�aliment. Le total des besoins alimentaires en énergie nécessaire au catabolisme a été 

calculé par différence entre l�énergie ingérée et l�énergie fixée sur la base des équivalents énergéti-

ques. Quant aux conditions pour lesquelles la croissance a été nulle, elles ont été utilisées pour estimer 

les besoins métaboliques en énergie protéique liés à l�entretien de l�organisme. Les quantités de pro-

téines brutes ingérées correspondantes ont été calculées et rapportées à la masse du poisson. 

L�estimation des besoins alimentaires en sources d�énergie non-protéique nécessaire au catabolisme a 

été calculée par différence entre le total des besoins pour le catabolisme et l�équivalent énergétique de 

la quantité de protéines brutes ingérées à croissance nulle. 
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III.1.1.2 POISSONS ET CONDITIONS EXPÉRIMENTALES 
Pour cette étude, toutes les espèces de poissons étudiées (cf. II.1.1) ont fait l�objet d�une expé-

rimentation à l�exception de l�atipa, H. littorale. Les tests ont été réalisés dans les structures du GA-

MET (Montpellier). 

Pour l�estimation des besoins alimentaires en énergie, une expérience a été réalisée sur cha-

cune des espèces en utilisant un seul aliment, distribué en quantité croissante à plusieurs lots 

d�animaux. Les poissons de chaque espèce étudiée ont été sélectionnés pour constituer un nombre 

suffisant de lots et leur composition corporelle déterminée. L�aliment a été préparé pour être le plus 

riche possible en protéines. Six taux ont été calculés pour fournir des rations quotidiennes corres-

pondant à environ 0, 5, 15, 25, 35 et 45 g PB.kg-1.j-1. Par commodité, ces taux ont été appelés TR0, 

TR5, TR15, TR25, TR35 et TR45 pour toutes les espèces de poissons étudiées. Les conditions 

d�élevages ont été choisies pour réaliser les expériences dans un environnement contrôlé. Une pesée 

de contrôle a été réalisée tous les 7 jours pour ajuster les rations. En fin d�expérience, la composition 

corporelle des poissons a été déterminée et des indices ont été calculés pour décrire la réponse des 

différents lots en fonction des quantités d�aliment reçu, et pour permettre le calcul de l�estimation des 

besoins en énergie. 

Tableau III.1 Noms abrégés et conditions expérimentales initiales de l�estimation des besoins en 
protéines et en énergie pour chaque espèce de poissons étudiée. 

Espèces de poissons Abrév. Masse moyenne 

(g ±SE) 

Nb.  

par lot 

Nb.  

de lots 

Durée 

(jours) 

Colossoma macropomum CMA 2,05 ±0,02 10 3 28 

Oreochromis niloticus ONI 8,64 ±0,07 10 2 21 

Sarotherodon melanotheron SME 7,20 ±0,07 10 2 42 

Heterobranchus longifilis HLO 5,97 ±0,03 12 3 35 

Silurus glanis SGL 8,29 ±0,04 10 3 35 

 

Les expériences ont été réalisées sur des juvéniles de chaque espèce pour avoir des conditions 

de croissance optimale. En début d�expérience, les poissons ont été sélectionnés pour obtenir des lots 

homogènes d�au moins 10 individus d�une masse moyenne de l�ordre de 5 g, avec une erreur standard 

de 0,1 g (Tableau III.1). La masse moyenne initiale réelle des poissons a été imposée par les contrain-
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tes locales d�approvisionnement en juvéniles de chaque espèce. Cependant elle est restée comparable 

d�une espèce à l�autre. La durée de l�expérience a été différente (21 à 42 jours) selon les espèces de 

poissons étudiées. Cependant elle a été suffisante pour avoir en final des poissons d�une masse 

moyenne de l�ordre de 15 g dans les conditions de croissance les plus favorables. Ceci a été choisi 

dans le but d�obtenir pour chaque espèce des données comparables entre elles et couvrant pour cha-

cune d�elles un même intervalle de croissance. 

La formule de l�aliment, établie pour obtenir une teneur maximale en protéines, contient prin-

cipalement de la farine de poisson d�origine islandaise, Islande 70� (SANOFI®). À cet élément de 

base, les acides gras essentiels, les vitamines et les minéraux ont été apportés sous forme d�huile de 

soja et de prémélanges (Tableau III.2). 

Tableau III.2 Formule de préparation de l�aliment utilisé pour l�estimation des besoins énergétiques 
et protéiques 

Ingrédients 
g pour 100 g  

de matière sèche 

Farine de poisson 91 

Huile de soja 3 

Mélange vitaminique1 1 

Mélange minéral1 4 

Sodium alginate 1 
1 cf. Tableau I.1 

 

L�ensemble des expériences n�ayant pu être mené simultanément, l�aliment a été préparé à 

partir de plusieurs mélanges de matières premières suivant la même formule. Ces multiples fabrica-

tions pouvant entraîner des variations, la composition de l�aliment utilisé pour chacune des espèce a 

été déterminée (Tableau III.3). Les teneurs en protéines brutes, en lipides totaux et en cendres brutes 

ont été mesurées, et les valeurs d�énergie brute et d�énergie digestible calculées, selon les méthodes 

préalablement définies (cf. II.2.1.2). La composition de l�aliment différant sensiblement d�une espèce 

à l�autre (Tableau III.3), les apports journaliers en aliment, protéines brutes, énergie brute ou digestible 

correspondant à chaque ration distribuée ont été calculés pour chacune des expérimentations réalisées 
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(Tableau III.4). Les aliments ont été conservés à -20 °C et utilisés en suivant la méthode préalablement 

définie pour l�ensemble des aliments.  

Tableau III.3 Compositions de chaque aliment utilisé pour chacune des espèces de poissons. Valeurs 
pour 100 g de matière sèche d�aliment. PB, protéines brutes ; LT, lipides totaux, CB, 
cendres brutes ; EB, énergie brutes ; ED, énergie digestibles. 

 

Espèces de poissons 

PB 

(g) 

LT 

(g) 

CB 

(g) 

EB1 

(kJ) 

ED2 

(kJ) 

C. macropomum 69,9 10,5 13,0 2 064 1 954 

O. niloticus 67,7 12,1 16,8 2 076 1 854 

S. melanotheron 68,2 12,8 16,5 2 115 1 975 

H. longifilis 67,7 12,1 16,8 2 076 1 882 

S. glanis 68,2 12,8 16,5 2 115 1 880 

Moyenne 67,1 11,7 16,2 2 044 1 854 

Min. � Max. 62,2 - 69,9 10,4 - 12,8 13,0 - 17,2 1 879 � 2 115 1 671 � 1 975 
1 obtenue par calcul (cf. texte). 2 obtenue par calcul en tenant compte des CUDa observés. 
 

Les résultats des expérimentations menées pour estimer les besoins alimentaires en énergie 

sont présentés. Ces expérimentations ayant fait l�objet du développement d�un nouveau protocole, les 

résultats de l�expérience réalisée sur le tambaqui, C. macropomum, seront utilisés pour présenter et 

tester la méthode. Le protocole a ensuite été appliqué à l�ensemble des autres espèces étudiées pour 

valider la méthode sur un ensemble de poissons élevés en eaux chaudes et appartenant à des groupes 

taxonomiques différents. 
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Tableau III.4 Apports journaliers en aliment, protéines brutes, énergie brute et digestible pour cha-
que espèce de poissons étudiée en fonction de la ration, TRx. Ms, matière séche ; PB, 
EB & ED, cf. tableau III.3. 

Espèces de poissons Unité Apports journaliers / TR 

  TR0 TR5 TR15 TR25 TR35 TR45 

C. macropomum        

MS g.kg-1.j-1 0 7,9 23,8 39,7 55,6 71,4 

PB g.kg-1.j-1 0 5,5 16,6 27,8 38,9 49,9 

EB1 kJ.kg-1.j-1 0 163 491 820 1 148 1 474 

ED2 kJ.kg-1.j-1 0 154 465 776 1 086 1 395 

O. niloticus        

MS g.kg-1.j-1 0 7,9 23,8 39,7 55,6 71,4 

PB g.kg-1.j-1 0 5,3 16,1 26,9 37,6 48,3 

EB kJ.kg-1.j-1 0 164 494 824 1 154 1 482 

ED kJ.kg-1.j-1 0 146 441 736 1 031 1 324 

S. melanotheron        

MS g.kg-1.j-1 0 7,3 21,8 36,4 51 65,5 

PB g.kg-1.j-1 0 5,4 16,2 27,1 37,9 48,7 

EB kJ.kg-1.j-1 0 167 503 840 1 176 1 510 

ED kJ.kg-1.j-1 0 156 470 784 1 098 1 410 

H. longifilis        

MS g.kg-1.j-1 0 7,2 21,7 36,2 50,6 65,1 

PB g.kg-1.j-1 0 5,3 16,1 26,9 37,6 48,3 

EB kJ.kg-1.j-1 0 164 494 824 1 154 1 482 

ED kJ.kg-1.j-1 0 149 448 747 1 047 1 344 

S. glanis        

MS g.kg-1.j-1 0 7,3 21,8 36,4 50,9 65,5 

PB g.kg-1.j-1 0 5,4 16,2 27,1 37,9 48,7 

EB kJ.kg-1.j-1 0 167 503 840 1 176 1 510 

ED kJ.kg-1.j-1 0 149 448 747 1 046 1 343 
1 obtenue par calcul (cf. texte). 2 obtenue par calcul en tenant compte des CUDa observés. 

III.1.1.3 L’EXEMPLE DU TAMBAQUI, C. MACROPOMUM 
Cette espèce a été choisie pour sa croissance élevée et son régime granivore habituellement 

faible en protéines (Roubach & Saint-Paul 1994). L�expérience a été réalisée sur des groupes de trois 

lots de 10 poissons de masse moyenne 2,05 g (Tableau III.1), chacun recevant une ration, TR0, TR5, 
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TR15, TR25, TR35 à TR45, d�un même aliment qui correspond à des apports journaliers de 0, 5,6, 

16,6, 27,7 38,8 et 49,9 g PB.kg-1.j-1. L�expérience s�est déroulée sur 28 jours. Les résultats de crois-

sance et de modification du contenu corporel seront d�abord présentés pour vérifier que le protocole 

proposé permet bien d�agir sur la croissance du poisson et d�obtenir des conditions maximales de mo-

dification du contenu corporel. Ensuite, les indices permettant d�évaluer la qualité d�utilisation de 

l�aliment seront calculés pour définir les conditions dans lesquelles le rendement est maximal et la 

croissance optimale. 

Croissance et modification du contenu corporel 
La croissance des jeunes tambaquis a été suivie en mesurant chaque semaine les masses corpo-

relles des individus de chacun des lots de 10 poissons. La figure III-1 montre l�évolution de la crois-

sance des juvéniles au cours des 28 jours d�expérimentation en fonction de la ration reçue. La varia-

tion de masse corporelle a été plus importante pour les animaux recevant les rations les plus élevées, 

alors que pour les rations les plus faibles, les modifications de masse ont été moins importantes. Une 

perte de masse n�a été observée qu�avec les individus maintenus à jeun, ration TR0 (Tableau III.5). 

Avec le traitement TR5, correspondant à un apport journalier aussi faible que 5,6 g PB.kg-1.j-1, la 

croissance a été plus limitée mais significative, alors que les taux de croissance spécifiques les plus 
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Figure III-1 Croissance des juvéniles de tambaqui, C. macropomum, en fonction de la 

ration distribuée sur une période de 28 jours. 
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élevés ont été obtenus avec les apports en protéines les plus importants 38,8 (TR35) ou 

49,9 g PB.kg-1.j-1 (TR45). 

Tableau III.5 Masse corporelle moyenne initiale et finale, taux de croissance spécifique (TCS) et 
modification du contenu corporel observés chez des juvéniles de tambaqui, C. macro-
pomum, en fonction de la ration distribuée pendant les 28 jours d�expérimentation. Les 
différences significatives entre les valeurs d�une même colonne sont indiquées par des 
lettres différentes (Test de Tukey, α=0,05). Les astérisques signalent les valeurs non 
significativement différentes de zéro. Abréviations cf. tableau III.3. 

Masse corporelle (g) TCS Accrétion corporelle (g) 
TR 

Initiale Finale (%) MF MS PB LT 

TR0 2,09a 1,66a -0,8 %a -0,43a* -0,03a* -0,09a* -0,02a* 

TR5 2,08a 2,61a 0,8 %b 0,53b* 0,10b* 0,08b* -0,02a* 

TR15 2,07a  5,71b 3,6 %c 3,64c 0,71c 0,46c 0,02b* 

TR25 2,11a  10,18c  5,6 %d 8,08d 1,69d 1,28d 0,14c 

TR35 1,99a  12,84d  6,7 %e 10,85e 2,62e 1,71e 0,21d 

TR45 1,97a 14,26e  7,1 %e 12,29e 2,75e 1,85e 0,34e 

 

Les accrétions corporelles en matière sèche, protéines brutes et lipides ont été plus importantes 

avec les rations les plus élevées (Figure III-2). Les gains en matière sèche et protéines brutes ont été 

fortement accrus quand le taux de rationnement a varié de TR5 à TR35. Au delà, le traitement TR45 

n�a pas entraîné de modifications importantes des accrétions en matière sèche et en protéines brutes 

par rapport au traitement TR35. Pour les lipides totaux, les accrétions corporelles ont augmenté linéai-

rement avec la ration. 

Pour les traitements TR0 et TR5, les gains en masse sèche, protéines brutes et lipides totaux 

ont été très faibles et n�ont pas été significativement différents de zéro (Tableau III.5). Les gains les 

plus importants ont été obtenus avec les poissons ayant reçu les traitements TR35 et TR45. Aucune 

différence significative n�est observable entre ces deux derniers traitements pour les gains en masse 

sèche et en protéines brutes. Seuls les gains en lipides totaux ont été accrus par le changement de ra-

tion entre TR35 et TR45. La croissance et l�évolution du contenu corporel ont été étroitement dépen-

dantes du taux de rationnement appliqué à chaque lot au cours de l�expérimentation. Les modifications 

de masse corporelle les plus importantes ont été atteintes avec le traitement TR35, correspondant à un 

apport journalier de 38,9 g PB.kg-1.j-1, alors qu�une ration alimentaire plus importante n�a pas entraîné 
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de modification significative. Pour décrire le mode d�utilisation de l�aliment par les poissons et la 

contribution des protéines à la fourniture des besoins énergétiques, les résultats obtenus ont été exami-

nés en prenant en compte l�utilisation digestive mesurée des aliments, ainsi que les quantités 

d�aliments, de protéines brutes et d�énergie reçues correspondant à chaque taux de rationnement. 
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Figure III-2 Modification du contenu corporel en matière sèche (MS), protéines bru-

tes (PB) et lipides totaux (LT) des juvéniles de tambaqui, C. macropo-
mum, en fonction de la ration distribuée sur une période de 28 jours. 

Utilisation de l’aliment 
Les coefficients d�utilisation digestive apparents de la matière sèche et des protéines brutes ont 

respectivement de 90,0 % et 94,6 %. Les quantités retrouvées dans les fèces ont été trop faibles pour 

être mesurables, un CUDa de 95 % a été retenu par défaut pour les lipides totaux. Les indices usuels 

servant à décrire la qualité et l�utilisation de l�aliment, IC et CEP, ont été calculés à partir des accré-

tions corporelles observées (Tableau III.5) et des quantités d�aliments reçues (Tableau III.4). De 

même, les différents coefficients d�utilisation pratique correspondants ont, eux aussi, été calculés pour 

déterminer le devenir de chacun des éléments ingérés par les poissons au cours des 28 jours 

d�expérimentation. Les IC et les CEP observés chez les juvéniles de tambaqui en fonction des taux de 

rationnement sont indiqués dans le tableau III.6. Pour les deux derniers traitements TR35 et TR45, la 

valeur de l�IC n�a pas été optimale (respectivement 0,52 et 0,61) mais est restée meilleure que celle 

obtenue avec le traitement TR5 (0,75). Les IC les plus faibles, donc les meilleurs, ont été observés 

pour les traitements TR15 et TR25. Les meilleurs CEP ont été obtenus avec les mêmes traitements. 
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Même si le CEP a été légèrement supérieur avec TR15, le traitement TR25 a donné globalement de 

meilleurs résultats pour les deux indices IC et CEP, la croissance étant plus élevée avec ce taux de 

rationnement (Tableau III.5). 

Tableau III.6 Indices déterminés chez des juvéniles de tambaqui, C. macropomum, en fonction de la 
ration distribuée pendant les 28 jours d�expérimentation. Les différences significatives 
entre les valeurs d�une même ligne sont indiquées par des lettres différentes (Tukey 
test, α = 0.05). 

Indices Valeurs / TR 

 TR5 TR15 TR25 TR35 TR45 

IC 0,74c 0,44a 0,45a 0,52ab 0,61b 

CEP 1,94a 3,26d 3,18cd 2,75bc 2,34ab 

CUPS 24,4 %a 44,4 %b 46,6 %b 46,3 %bc 36,6 %ab 

CUPP 28,8 %a 40,6 %ab 50,1 %b 43,2 %ab 35,3 %ab 

CUPL -56,9 %a 12,0 %b 38,3 %cd 34,8 %bc 42,8 %c 

L�utilisation de chaque constituant de l�aliment, indiquée par son coefficient d�utilisation pra-

tique, a été dépendante du taux de rationnement (Figure III-3). Pour les poissons à jeun, aucun coeffi-

cient d�utilisation pratique ne peut être calculé. Les coefficients d�utilisation pratique ont tous été posi-

tifs, à l�exception de celui concernant les lipides totaux pour le taux de rationnement TR5. Le CUPP a 

été maximal avec le taux de rationnement TR25 (Tableau III.6). Le CUPL a augmenté avec le taux de 

rationnement jusqu�à des apports journaliers de 27,7 g PB.kg-1.j-1. Au-delà, l�augmentation du taux de 

rationnement n�a pas entraîné de modification du CUPL, alors que le CUPP a diminué. Le CUPS a suivi 

la même tendance que le CUPP, mais l�infléchissement observé avec les taux de rationnement les plus 

élevés a été moins prononcé. La valeur du CUPS intégrant la valeur du CUPP et du CUPL, les diminu-

tions observées pour les taux de rationnement élevés ont été compensés par le maintien du CUPL. 

Avec le taux de rationnement le plus faible, correspondant à 5,6 g PB.kg-1.j-1, le CUPL observé a été 

négatif ce qui indique que les poissons ont utilisé plus de lipides pour leur catabolisme qu�ils n�en ont 

consommé. 

 Si le rendement des protéines ingérées a été optimal pour le taux de rationnement TR25, la 

croissance et l�accrétion protéique observées avec le taux de rationnement TR35 ont été les meilleures. 

Aucune différence significative n�a été observée pour le CUPP entre les traitements TR25 et TR35, ce 
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dernier taux de rationnement semble donc remplir les conditions d�un rendement maximal des protéi-

nes ingérées avec une croissance optimale des juvéniles de tambaqui. 

ab
bbb

a

ab
ab

b
ab

a

c
bcc

b

a

-0,8

-0,6

-0,4

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

TR0 TR5 TR15 TR25 TR35 TR45

Taux de rationnement 

Co
ef

fic
ien

t d
'ut

ilis
at

io
n 

pr
at

iq
ue

MS PB LT

 
Figure III-3 Coefficients d�utilisation pratique de la matière sèche (MS), des protéines 

brutes (PB) et des lipides totaux (LT) obtenus pour les juvéniles de tam-
baqui, C. macropomum, en fonction des taux de rationnement sur une pé-
riode de 28 jours. 

Bilan énergétique 
Le protocole utilisé pour estimer les besoins alimentaires en énergie a permis de définir les 

conditions d�alimentation de juvéniles de tambaqui permettant une croissance optimale avec une ac-

crétion protéique maximale. Les conditions d�alimentation optimale ont été obtenues avec le traite-

ment TR35, correspondant à un apport journalier de 38,9 g PB.kg-1.j-1 et de 1 148 kJ EB.kg-1.j-1 dont 

917 kJ EB.kg-1.j-1 provenant des protéines brutes. Avec ce taux de rationnement, 43,2 % des protéines 

ingérées ont été fixées (CUPP), soit 16,8 g PB.kg-1.j-1 ou 396 kJ ED.kg-1.j-1 ; alors que les apports éner-

gétiques fournis par le taux de rationnement TR35 ont couvert l�ensemble des besoins associés à la 

croissance observée. Avec un CUDa de 94,6 % observé pour les protéines, l�équivalent en ingéré de la 

quantité de protéines fixées est estimé à 17,8 g PB.kg-1.j-1 (16,8/94,6 %), soit 420 kJ EB.kg-1.j-1. La 

quantité ingérée de protéines, qui n�a pas été fixée, a été de 21,1 g PB.kg-1.j-1, correspondant à 

391 kJ EM.kg-1.j-1. Parallèlement, sur les 5,83 g.kg-1.j-1 des lipides brutes ingérés, 2,03 g.kg-1.j-1 ont été 

fixés et 3,80 g.kg-1.j-1 ont été brûlés, soit respectivement l�équivalent de 80 kJ.kg-1.j-1 d�énergie brute 
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ingérée et de 139 kJ.kg-1.j-1 d�énergie métabolisable consommée. Le modèle de bilan énergétique 

correspondant à ce taux de rationnement est illustré dans la figure III-4. 
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Figure III-4 Modèle de représentation de l�utilisation de l�énergie alimentaire chez de jeu-

nes C. macropomum ayant reçu le taux de rationnement TR35 correspondant à 
38,9 g CP.kg-1.j-1. Les valeurs sont indiquées en kJ.kg-1.j-1. 

Les apports alimentaires en énergie sous forme de protéines brutes nécessaires au besoin du 

catabolisme et à la couverture des pertes incompressibles en azote (mucus, etc..) peuvent être estimés 

par la fourniture d�un aliment dépourvu de protéines, mais peuvent aussi être estimés par la mesure de 

la quantité de protéines utilisées par le métabolisme nécessaire au maintien de l�état corporel du pois-

son, c�est à dire pour une accrétion protéique nulle. Dans cette expérimentation, la croissance nulle n�a 

pas été observée, mais elle aurait été obtenue pour un taux de rationnement inférieur à TR5. Les condi-

tions d�une croissance nulle pourraient être estimées par interpolation linéaire entre le traitement TR0 

et TR5, cependant aucune connaissance actuelle ne permet de supposer que la réponse du poisson à 

des taux de rationnement faibles soit linéaire. De plus, les modèles utilisés pour la description de la 

réponse du poisson à la quantité d�aliment ingéré ne suivent pas une fonction linéaire quand la réponse 

est proche de la croissance nulle (Robbins et al 1979 ; Mercer 1982). En fait, les quantités de protéines 

utilisées pour une croissance nulle sont une estimation par défaut de la quantité correspondant aux 

pertes inhérentes liées à l�utilisation métabolique des acides aminés à croissance optimale. Il est donc 

possible d�utiliser comme estimation, seulement, les quantités de protéines ingérées et non fixées dans 



 Chapitre III Résultats 

  85 

le cas d�une croissance légèrement supérieure à zéro même si cette quantité constitue un valeur par 

excès des besoins à l�entretien. Pour le taux de rationnement TR5, l�apport journalier a été de 

5,5 g PB.kg-1.j-1 et le CUPP de 28,8 % (Tableau III.4, Tableau III.6). La quantité de protéines ingérées 

correspondant aux protéines non fixées a donc été de 3,8 g PB.kg-1.j-1 (5,5 x (1-28,8 %/94,6 %)) soit 

90 kJ EB.kg-1.j-1 ou 71 kJ EM.kg-1.j-1. Les apports journaliers en source d�énergie protéique permettant 

d�obtenir les conditions de croissance observées avec le taux de rationnement TR35 peuvent être esti-

més à 510 kJ EB.kg-1.j-1 (420 + 90) ou 482 kJ ED.kg-1.j-1. Les apports associés en source d�énergie non 

protéique doivent être équivalents à ceux reçus par les jeunes tambaquis pour le même taux de ration-

nement, soit 539 g ED.kg-1.j-1 (139 + 80 + 391-71) ou 567 kJ EB.kg-1.j-1 quand les matières premières 

ont un CUDa de l�énergie analogue à celui observé dans cette expérimentation. Pour les jeunes tamba-

quis, les besoins totaux en énergie alimentaire sont donc estimés à 1 021 kJ ED.kg-1.j-1, dont 47,2 % 

doivent être fournis sous forme de protéines de qualité analogue à celle contenue dans la farine de 

poisson utilisée dans cette expérimentation. Le même protocole a été validé par son application aux 

autres espèces de poissons étudiées. 

III.1.1.4 APPLICATION AUX AUTRES ESPÈCES 
Pour l�estimation de leurs besoins alimentaires en énergie, une expérience a été réalisée pour 

chacune des cinq espèces de poissons étudiées selon le protocole préalablement décrit. Toutes espèces 

confondues, les mortalités observées à l�issue des expérimentations ont été très limitées (Tableau 

III.7). Les mortalités les plus importantes ont été rencontrées pour les lots d�animaux à jeun, traitement 

TR0 du silure africain et du silure glane.  
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Tableau III.7 Mortalités moyennes observées à l�issue de l�expérimentation sur des juvéniles de 
chaque espèce de poisson étudiée ayant reçu les 6 différents taux de rationnement. 

Mortalité (%) / TR 
Espèces 

TR0 TR5 TR15 TR25 TR35 TR45 

C. macropomum 0 0 0 0 0 0 

O. niloticus 0 0 0 0 5 5 

S. melanotheron 0 0 0 0 0 0 

H. longifilis 8,3 0 2,8 5,6 2,8 2,8 

S. glanis 26,7 6,7 3,3 0 3,3 3,3 

L�ensemble des résultats obtenus sur les cinq espèces de poissons étudiées, sont compilés dans 

les Tableaux III.8, pour les masses corporelles moyennes initiales et finales correspondant à chaque 

taux de rationnement ; III.9, pour les TCS observés de chaque taux de rationnement ; III.10, pour les 

accrétions corporelles des différents éléments considérés en fonction des taux de rationnement ; III.11, 

pour les CUDa des éléments contenus dans les aliments expérimentaux ; III.12, pour les valeurs calcu-

lées des indices IC et CEP de chacun des taux de rationnement ; et III.13, pour les valeurs des coeffi-

cient d�utilisation pratique calculés pour la matière sèche, les protéines brutes et les lipides totaux de 

chacun des taux de rationnement. 
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Tableau III.8 Masse initiale moyenne des juvéniles de chaque espèce étudiée et masse finale 
moyenne au terme d�une expérimentation avec 6 taux de rationnement différents. Les 
différences significatives entre les valeurs d�une même ligne sont indiquées par des 
lettres différentes (Tukey test, α = 0.05). 

Masse (g) ; / TR 
Espèces 

TR0 TR5 TR15 TR25 TR35 TR45 

C. macropomum       

Masse initiale (g) 2,09a 2,08a 2,07a 2,11a 1,99a 1,97a 

Masse finale (g) 1,66a 2,61a 5,71b 10,18c 12,84d 14,26d 

O. niloticus       

Masse initiale (g) 8,77a 8,85a 8,25a 8,57a 8,40a 9,01a 

Masse finale (g) 7,98a 9,77b 12,42c 16,23de 17,83e 21,48f 

S. melanotheron       

Masse initiale (g) 7,12a 7,15a 7,03a 7,06a 7,33a 7,15a 

Masse finale (g) 6,15a 8,52a 13,56b 12,53cd 17,24cd 19,29d 

H. longifilis       

Masse initiale (g) 5,95a 6,02a 5,88a 6,06a 5,94a 5,95a 

Masse finale (g) 4,64a 6,83b 12,47c 17,41cd 20,04d 26,75e 

S. glanis       

Masse initiale (g) 8,25a 8,20a 8,08a 8,27a 8,38a 8,54a 

Masse finale (g) 7,46a 10,95a 18,74b 20,89bc 23,17bc 25,22c 

Tableau III.9 Taux de croissance spécifique (TCS) observés en fonction des taux de rationnement 
dans des lots homogènes de juvéniles de chaque espèce étudiée au terme de 
l�expérimentation. Les différences significatives entre les valeurs d�une même ligne 
sont indiquées par des lettres différentes (Tukey test, α = 0.05). 

TCS (%) / TR 
Espèces 

TR0 TR5 TR15 TR25 TR35 TR45 

C. macropomum -0,8a 0,8b 3,6c 5,6d 6,7e 7,1e 

O. niloticus -0,5a 0,5b 1,9c 3,1d 3,6e 4,1f 

S. melanotheron -0,3a 0,3b 1,6c 2,1cd 2,0cd 2,4d 

H. longifilis -0,7a 0,4b 2,1c 3,0cd 3,4de 4,3e 

S. glanis -0,4a 1,0b 3,0c 3,3c 3,6c 3,9c 
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Tableau III.10 Accrétion corporelle en matière fraîche (MF), matière sèche (MS), protéines brutes 
(PB) et lipides totaux (LT) de juvéniles de chaque espèce étudiée ayant reçu 6 taux de 
rationnement différents. Les différences significatives entre les valeurs d�une même 
ligne sont indiquées par des lettres différentes (Tukey test, α = 0.05). 

Accrétion corporelle (g) / TR 
Espèces 

TR0 TR5 TR15 TR25 TR35 TR45 

C. macropomum       

MF -0,43a* 0,53b* 3,64c 8,08d 10,85e 12,29e 

MS -0,03a* 0,10b* 0,71c 1,69d 2,62e 2,75e 

PB -0,09a* 0,08b* 0,46c 1,28d 1,71e 1,85e 

LT -0,02a* -0,02a* 0,02b* 0,14e 0,21d 0,34e 

O. niloticus       

MF -0,79a 0,92b 4,17c 7,72d 9,41e 12,50f 

MS -0,25a 0,09a* 0,95b 1,85c 2,50d 3,55e 

PB -0,05a* 0,26b 0,67c 1,44d 1,63d 2,04e 

LT -0,19a -0,18a -0,08ab* 0,11bc 0,19c 0,64d 

S. melanotheron       

MF -0,97a* 1,14a* 6,53c 9,99bc 9,91bc 12,14c 

MS -0,39a* 0,23ab* 1,84bc 2,85c 2,67c 3,55c 

PB -0,16a* 0,23ab* 0,89bc 1,61cd 1,53cd 2,16d 

LT -0,36a* -0,33a* -0,08a* 0,32a* 0,45a* 0,71a 

H. longifilis       

MF -1,30a* 0,81ab* 6,59bc 11,35cd 14,11d 20,84e 

MS -0,45a* 0,05a* 1,29b 2,35bc 3,04c 4,66d 

PB -0,29a* 0,13ab* 0,88bc 1,37cd 2,24de 3,10e 

LT -0,04a* -0,01a* 0,01a* 0,04a* 0,05a* 0,20a 

S. glanis       

MF -0,79a* 2,74a 10,60b 12,61bc 14,72bc 16,66c 

MS -0,32a* 0,56a 2,32b 2,77bc 3,17bc 3,61c 

PB -0,10a* 0,29a* 1,73b 2,08bc 2,68bc 2,96c 

LT -0,14a -0,09a* 0,26b 0,24b 0,40b 0,37b 
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Tableau III.11 Coefficients d�utilisation digestive apparents de la matière sèche (MS), des protéines 
brutes (PB) et des lipides totaux (LT) contenus dans les aliments expérimentaux, me-
sures pour chaque espèce étudiée. Pour les lipides de totaux, le CUDa a été estimé à 
100 % quand la teneur en lipides totaux des fèces était trop faible pour être mesurée. 

CUDa (%) / TR 
Espèces 

MS PB LT 

C. macropomum 90,0 94,6 100 

O. niloticus 84,2 87,0 97,2 

S. melanotheron 76,9 92,9 100 

H. longifilis 76,7 89,4 100 

S. glanis 73,5 86,2 97,4 

 
Tableau III.12 Indice de consommation (IC) et coefficient d�efficacité protéique (CEP) observés en 

fonction des taux de rationnement dans des lots homogènes de juvéniles de chaque es-
pèce étudiée au terme de l�expérimentation. Les différences significatives entre les va-
leurs d�une même ligne sont indiquées par des lettres différentes (Tukey test, α = 
0.05). 

Espèces Valeur / TR 

Indices TR5 TR15 TR25 TR35 TR45 

C. macropomum      

IC 0,74c 0,44a 0,45a 0,52ab 0,61b 

CEP 1,94a 3,26a 3,18d 2,75cd 2,34ab 

O. niloticus      

IC 1,29c 0,90a 0,91a 1,07b 1,15bc 

CEP 1,14a 1,65c 1,63c 1,39b 1,28ab 

S. melanotheron      

IC 1,66abc 1,02a 1,27ab 1,80bc 2,00c 

CEP 0,89ab 1,44c 1,18bc 0,82ab 0,74a 

H. longifilis      

IC 1,56b 0,73a 0,84ab 1,06ab 1,05a 

CEP 0,97a 2,04c 1,78bc 1,43ab 1,41ab 

S. glanis      

IC 0,55a 0,56a 0,83ab 1,05bc 1,26c 

CEP 2,71b 2,70b 1,76a 1,43a 1,17a 

 

À partir de ces résultats, une estimation des besoins alimentaires en énergie a pu être calculée 

en suivant la méthode de calcul exposé préalablement pour le tambaqui. Les conditions d�une crois-

sance optimale avec un rendement maximal ont été identifiées pour chaque espèces en sélectionnant 
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les traitements permettant d�obtenir des valeurs optimales pour l�accrétion en protéine brute, la crois-

sance et le CUPP (Tableau III.14). Pour l�ensemble des espèces de poissons étudiées, les conditions 

optimales ont été obtenues avec le taux de rationnement TR35, à l�exception du tilapia, 

S. melanotheron, à croissance plus lente et du tilapia du Nil, O. niloticus, pour lequel les conditions les 

plus favorables ont été observées pour le taux de rationnement le plus élevé. 

Tableau III.13 Coefficient d�utilisation pratique de la matière sèche (CUPS), des protéines brutes 
(CUPP) et des lipides totaux (CUPL) observés en fonction des taux de rationnement 
chez des lots homogènes de juvéniles de chaque espèce étudiée au terme de 
l�expérimentation. Les différences significatives entre les valeurs d�une même ligne 
sont indiquées par des lettres différentes (Tukey test, α = 0.05). 

Espèces CUPx (%) / TR 

 TR5 TR15 TR25 TR35 TR45 

C. macropomum      

CUPS 0,24a 0,44b 0,47b 0,46b 0,37ab 

CUPP 0,29a 0,41ab 0,50b 0,43ab 0,35ab 

CUPL -0,57a 0,12b 0,38c 0,35bc 0,43c 

O. niloticus      

CUPS 0,08a 0,26b 0,26b 0,25b 0,25b 

CUPP 0,32a 0,27a 0,30a 0,24a 0,21a 

CUPL -1,27a -0,17b 0,13b 0,16b 0,37b 

S. melanotheron      

CUPS 0,11a 0,28a 0,23a 0,15a 0,15a 

CUPP 0,17a 0,20a 0,19a 0,13a 0,13a 

CUPL -1,36a -0,10b 0,20b 0,20b 0,22b 

H. longifilis      

CUPS 0,04a 0,27b 0,25b 0,21b 0,21b 

CUPP 0,16a 0,27a 0,21a 0,23a 0,21a 

CUPL -0,08a 0,02a 0,04a 0,03a 0,07a 

S. glanis      

CUPS 0,38a 0,40a 0,26a 0,21a 0,17a 

CUPP 0,29a 0,44a 0,29a 0,26a 0,21a 

CUPL -0,48a 0,35b 0,18b 0,21b 0,14b 
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Tableau III.14 Identification du taux de rationnement aboutissant à une croissance optimale avec un 
rendement maximal en prenant en compte, successivement pour chaque espèce étu-
diée, l�accrétion protéique, la croissance puis le CUPP comme critère d�évaluation. 

Espèces Taux de rationnement optimal 

 Accrétion

 protéique 

Croissance CUPP Retenu 

C. macropomum TR35 TR35 TR35 TR35 

O. niloticus TR45 TR45 TR45 TR45 

S. melanotheron TR25 TR25 TR25 TR25 

H. longifilis TR35 TR35 TR35 TR35 

S. glanis TR35 TR25 TR25 TR35 

 

Les données obtenues en utilisant le TR5 ont servi de référence pour l�estimation des condi-

tions d�une accrétion protéique nulle. Les besoins alimentaires en énergie ont été calculés pour chaque 

espèce de poissons étudiée sur la base des apports en énergie brute ou en énergie digestible et de la 

contribution minimale des protéines à ces besoins (Tableau III.15).  

Tableau III.15 Estimation des besoins alimentaires en énergie et contribution des protéines à ces be-
soins pour chaque espèces de poissons étudiées obtenus avec le protocole expérimen-
tal proposé. 

Besoins totaux 

 (kJ.kg-1.j-1) 

Besoins sous forme 

 de protéine Espèces 

EB ED % EB % ED 

C. macropomum 1 077 1 021 47 47 

O. niloticus 1 280 1 208 28 25 

S. melanotheron 963 911 21 21 

H. longifilis 939 875 32 31 

S. glanis 946 885 35 32 

Toutes espèces confondues, les besoins alimentaires en énergie sont compris entre 900 et 

1 300 kJ EB.kg-1.j-1 ou 850 et 1 200 kJ ED.kg-1.j-1. Les besoins les plus importants sont obtenus pour 

les espèces à forte croissance, C. macropomum et O. niloticus. La contribution des protéines à ces 

besoins représente entre 25 et 47 % de l�énergie digestible, pour les espèces à plus fort potentiel éco-

nomique. Un apport minimal en matière grasse de l�ordre de 5 g LT.kg-1.j-1, représente 14 à 20 % de 

l�énergie digestible. Ceci indique que la contribution des autres sources d�énergie doit être comprise 
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entre 33 et 60 % de l�énergie digestible, soit entre 1 et 2 fois l�équivalent en énergie des apports en 

protéines. 

III.1.2 Détermination des substrats métabolisables 
La détermination et la quantification des substrats utilisés par le poisson, pour la couverture de 

ses besoins énergétiques, ont été obtenues en utilisant la technique de la calorimétrie indirecte. Les 

tests ont été réalisés sur deux espèces de poissons, l�atipa, H. littorale, espèce néotropicale avec une 

capacité de respiration aérienne (Kramer et al 1978), et un tilapia, S. melanotheron, espèce tropicale à 

respiration branchiale essentiellement aquatique. Pour ces deux espèces un dispositif permettant la 

mesure en continu des échanges respiratoires et de l�excrétion azotée a du être mis au point. 

III.1.2.1 MISE AU POINT DES RESPIROMÈTRES 
La technique de la calorimétrie indirecte repose sur la mesure des échanges respiratoires et de 

l�excrétion azotée. Chez les poissons comme chez les autres animaux, ces mesures sont réalisés à 

l�aide d�un dispositif expérimental, un respiromètre, permettant de suivre l�évolution dans l�eau de la 

concentration en oxygène, en dioxyde de carbone, bicarbonates et carbonates (CO2tot ), ainsi que 

l�apparition des produits de l�excrétion azotée, principalement l�azote ammoniacal (N-NH3/NH4
+). Les 

deux grands types d�appareil utilisés sont les respiromètre clos et les respiromètre ouverts. Dans le 

premier cas, les animaux sont placés dans un environnement hermétique, sans échange avec 

l�extérieur, et les mesures sont réalisées en suivant l�évolution des concentrations dans le milieu. Dans 

le second cas, les animaux sont placés dans un environnement ouvert dont les échanges continus avec 

l�extérieur sont contrôlés, et les mesures sont alors réalisées en suivant simultanément les concentra-

tions à l�entrée et à la sortie du milieu. Le système ouvert à l�avantage de maintenir l�animal dans un 

environnement stable et permet un enregistrement en continu sur de longues périodes, alors que pour 

le système clos les conditions du milieu évoluent rapidement et les mesures ne peuvent être réalisées 

que sur de courtes périodes entre chaque renouvellement du milieu. 

Avec un poisson à respiration aérienne tel que l�atipa, le suivi des concentrations doit être fait 

à la fois dans l�air et dans l�eau. L�utilisation du système de respiromètre ouvert nécessite le contrôle 
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de deux entrées et deux sorties, ainsi que celui des échanges entre l�eau et l�air dans le milieu, ce qui 

devient alors difficilement réalisable d�un point de vue technique. Pour l�atipa, le choix de la mise au 

point du respiromètre s�est donc porté sur le principe d�un système clos, avec la possibilité d�un re-

nouvellement aisé du milieu. Pour une espèce sans respiration aérienne comme le tilapia, le suivi des 

concentrations ne doit être fait que dans l�eau et peut facilement être réalisé en suivant la qualité de 

l�eau en entrée et en sortie. Un système de respiromètre ouvert a donc été retenu avec un dispositif 

permettant le suivi en continu des concentrations ou la collecte en continu d�échantillon en vue 

d�analyses ultérieures. 

Respiromètre pour la mesure des échanges dans l’eau et l’air 
Pour l�atipa, un respiromètre clos renfermant un milieu aquatique et un ciel gazeux a été mis 

au point (Figure III-5). Ce respiromètre est composé d�une chambre expérimentale (1) constitué d�une 

bonbonne de verre de 21 cm de diamètre. La chambre, hermétiquement close, renferme 10 L d�eau et 

1,5 L d�air. Les variations de pression dans la phase gazeuse sont mesurées à l�aide d�un manomètre à 

eau (3) par référence à un vase placé dans les mêmes conditions que la chambre expérimentale (2). 

Pour l�atipa, si l�oxygène est bien consommé à la fois dans l�eau et dans l�air, le CO2 et les composés 

azotés sont principalement excrétés dans l�eau. Pour confirmer cette hypothèse, les variations du 

contenu en CO2 du ciel gazeux ont été mesurées à l�aide d�un analyseur de gaz IR (Licor 6200). Les 

quantités de CO2 correspondant à l�excrétion dans l�air ont toujours représenté moins de 1 % de celles 

excrétées dans l�eau. Par la suite, les échanges respiratoires dans l�air ont été considérés comme limi-

tés à la consommation d�oxygène, et les quantités d�oxygène consommé dans l�air sont mesurées en 

suivant les variations de pression dans la chambre. Le système est placé dans un bain (8) doté d�un 

contrôle de température (9) pour maintenir l�homogénéité du système. 

Avant chaque essai, le bain externe (8) est rempli avec de l�eau de ville (10) et laissé à reposer 

pendant au moins une nuit. Au début de l�expérience, la chambre est complètement remplie à partir de 

l�eau contenu dans le bain externe, à l�aide de la vanne de remplissage et d�échantillonnage (7). Les 

poissons sont introduits par la large ouverture située en haut de la chambre, qui est ensuite scellée 

hermétiquement à l�aide d�un couvercle en plexiglas. Un premier échantillonnage est réalisé par aspi-
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ration d�environ 100 mL à partir du fond de la chambre (7), le manomètre étant déconnecté du système 

et la vanne d�arrivée d�air (6) maintenue ouverte. Le niveau d�eau de la chambre est ensuite réajusté, 

toutes les vannes closes et le manomètre connecté. Deux heures plus tard, la dépression du ciel gazeux 

est mesurée sur le manomètre et la température de l�eau enregistrée. Le manomètre est ensuite décon-

necté du système, et la chambre partiellement vidée par injection d�air saturée en vapeur d�eau à l�aide 

de la pompe (5). Cette vidange partielle est réalisée en quelques minutes et permet un bon renouvelle-

ment de l�eau à l�intérieur de la chambre. Un échantillon d�eau est à nouveau collecté pendant cette 

vidange. Aucune gêne particulière n�a été observée chez les poissons pendant cette manipulation. Pour 

éviter tout stress, le niveau d�eau dans la chambre a toujours été maintenu supérieur ou égal à 5 cm. La 

chambre est ensuite remplie de nouveau et le système mis en fonction pour de nouvelles étapes suc-

cessives de deux heures. 
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Figure III-5 Schéma du respiromètre utilisé pour la mesure des échanges respiratoi-

res et de l�excrétion azotée chez l�atipa. 1, chambre ; 2, vase de réfé-
rence ; 3, manomètre à eau ; 4, shunt de manomètre ; 5, pompe à air ; 6, 
vanne d�entrée d�air ; 7, vanne de remplissage et d�échantillonnage ; 8, 
bain thermostaté ; 9, thermostat ; 10, robinet d�arrivée d�eau. 

Les analyses de l�eau sont réalisées selon les méthodes décrites. Pour la mesure de la 

consommation d�oxygène dans l�air, les variations de pression sont converties en quantité d�oxygène 

consommé en utilisant la loi de Henry (Dejours 1981). La précision du manomètre à eau pour la me-

sure de la pression dans le ciel gazeux est de 1 mm H2O (0,0073 Torr) soit 3,9 moles O2.L-1 à 28 °C. 

La précision de chacune des analyses a pu être calculée à partir des informations fournies par les cons-

tructeurs dans les conditions expérimentales pour une température de 28 °C (Tableau III.16). L�azote 
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ammoniacal est considéré comme le seul produit d�excrétion du catabolisme des composés azotés. Les 

tests pour vérifier la présence d�urée dans l�eau sont toujours restés négatifs (< 1 µmoles N-Urée.L-1). 

Tableau III.16 Précision des mesures réalisés avec le respiromètre permettant le mesure des échanges 
dans les deux milieux, eau et air. Valeur en concentration, A et B, et en quantité, C. 

A B C Milieu et 

composé mg.L-1 µmoles.L-1 µmoles 

Air    

O2 1,25 3,90 5,85 

Eau    

O2 0,05 1,56 15,6 

CO2 0,27 6,14 61,4 

N-NH3/NH4
+ 0,035 0,25 2,50 

Respiromètre pour la mesure des échanges dans l’eau seule 
Le tilapia, S. melanotheron, ayant un mode de respiration uniquement aquatique, un respiro-

mètre de type ouvert a été conçu et utilisé. Le système est constitué de trois bacs rectangulaires de 60 

litres avec un fond en pyramide inversée permettant la sédimentation et l�évacuation rapide des fèces. 

Les trois bacs sont intégrés à un petit circuit fermé autonome et thermorégulé, assurant le contrôle de 

la qualité d�eau. Pour garantir un débit constant à l�entrée des bacs, l�alimentation en eau a été assurée 

par gravité. Pour l�ensemble des expériences, deux des bacs contenant des poissons servent de test 

alors qu�un bac de contrôle est sans poisson. Le rôle de chaque bac a été déterminé au hasard à la mise 

en place de l�expérimentation. Un dispositif de suivi automatique de la concentration d�oxygène, de la 

température et de collecte d�échantillon a été placé à la sortie de chaque bac, le tout étant piloté par un 

micro-ordinateur. Toutes les mesures ont été réalisées en utilisant la sortie du bac de contrôle comme 

élément de référence (Figure III-6). 
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Figure III-6 Schéma du respiromètre utilisé pour la mesure en continu des échanges respiratoires et 
de l�excrétion azotée chez le tilapia. 

III.1.2.2 POISSONS ET CONDITIONS EXPÉRIMENTALES 
Les tests ont été réalisés avec des atipas et des tilapias bleus de la station expérimentale de 

Layo (Côte d�Ivoire). Pour les atipas, les tests ont été pratiqués sur des lots de 5 poissons d�une masse 

moyenne de 25,6 g. Les poissons ont été soumis à la photopériode naturelle du lieu d�expérimentation 

(Kourou, Guyane française, 5°10� N) avec un éclairage rouge de faible intensité allumé en continu 

pour permettre les prélèvements la nuit. Les mesures ont été effectuées toutes les deux heures pendant 

plusieurs périodes de 48 heures. Pour les tilapias, les tests ont été pratiqués sur des lots de 30 poissons 

d�une masse moyenne de 15,4 g. Les poissons ont eux aussi été soumis à la photopériode naturelle du 

lieu d�expérimentation (Abidjan, RCI, 5°16� N). Le dispositif utilisé permettant un enregistrement en 

continu des échanges respiratoires et de l�excrétion, aucun éclairage n�a été nécessaire la nuit. Les 

mesures ont été enregistrées sur plusieurs périodes de 24 heures. 
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Tableau III.17 Formulation, composition et rationnement des aliments utilisés pour l�étude sur 
S. melanotheron en calorimétrie indirecte. 

Formule, composition et ration 
Intitulés 

R0 R1 R2 R3 R4 

Ingrédients (g pour 100g)      

Farine de poisson 90,0 80,5 72,9 66,6 61,3 

Amidon 0,0 10,1 18,2 25,0 30,6 

Huile 5,2 4,6 4,2 3,8 3,5 

Prémélange1 0,8 0,8 0,7 0,6 0,6 

Marqueur 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

Lianté 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 

Composants (pour 100g)      

PB (g) 61,2 48,6 44,5 41,0 37,9 

LT3 (g) 13,3 11,9 10,8 9,8 9,1 

Amidon (g) 2,1 9,0 14,2 21,7 25,7 

CB (g) 20,3 19,0 16,9 15,5 14,3 

EB (kJ) 2 004 1 770 1 719 1 729 1 694 

ED (kJ) 1 634 1 460 1 428 1 451 1 431 

Ration (par kg et par j)      

MS (g) 16,3 27,3 38,3 49,2 60,2 

PB (g) 10,9 13,7 17,2 20,1 22,5 

Amidon (g) 0,4 2,5 5,5 10,6 15,3 

EB (kJ) 356 499 663 847 1 007 

ED (kJ) 290 411 551 711 850 
3 Prémix commercial, Zoodry ® préparé selon les recommandations pour les poi-
sons tropicaux (N.R.C. 1983). 
2 Empois réalisé à partir de Maïzena�. 
3 Estimés à partir de la composition des matières premières. 

Un aliment de type commercial (Aqualim, 45 % protéines) a été utilisé lors des études sur 

l�atipa et distribué à raison de 3 % de la biomasse. Différents aliments ont été utilisés pour les études 

sur le tilapia (Tableau III.17). Les rations ont été calculées de manière à fournir des quantités croissan-

tes d�énergie avec une contribution plus importante de l�amidon. Afin de respecter le rythme d'alimen-

tation naturel de ces animaux, les atipas ont reçu un repas journalier en fin de nuit et les tilapias un 

repas en fin de journée. Pour S. melanotheron, les CUDa de la matière sèche, des protéines brutes et de 

l�amidon ont pu être mesurés. Aucune différence significative n�a été observée entre les différents 
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régimes. Les valeurs mesurées ont été de 0,71 pour la matière sèche, 0,80 pour les protéines brutes et 

0,93 pour l�amidon. 

III.1.2.3 ANALYSE POSTPRANDIALE DES ÉCHANGES ET DE L’EXCRÉTION 
Les dispositifs mis au point ont permis la mesure des échanges respiratoires en continu après 

la prise d�un repas pour les deux espèces (Figure III-7). Quelle que soit l�espèce et la qualité d�aliment 

offert aux poissons, l�amplitude des échanges respiratoires a diminué progressivement avec le temps 

de manière exponentielle. Pour permettre le calcul de l�évolution des valeurs moyennes, un modèle de 

type, y = b0 + bi · e-aT, a été ajusté aux valeurs observées. Ce modèle a été choisi pour décrire le niveau 

de base (b0) des échanges respiratoires, et la diminution exponentielle des échanges (bi), associée à la 

prise d�un repas. 
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Figure III-7 Évolution des échanges respiratoires chez l�atipa, H. littorale, et le tilapia, 
S. melanotheron, dans les heures qui suivent la prise d�un repas. Valeurs mesurées, 
ajustées à un modèle (y = a + b e-aT) et intervalle de confiance (α = 0,05). 

Pour l�atipa et le tilapia, un modèle identique a été utilisé pour l�excrétion de l�ammoniaque. 

Si dans le cas de l�atipa, l�excrétion d�urée est toujours restée dans les limites de détection de 
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l�analyse, une quantité détectable d�urée a été constatée avec le tilapia. L�excrétion d�urée ne pouvant 

être mesurée en continu avec le dispositif utilisé pour le tilapia, la détermination des quantités de subs-

trat oxydées n�a pu être réalisée qu�au terme de chaque expérience. 

La figure III-8 représente les quantités de substrats qui ont été utilisées par l�atipa pour la cou-

verture de ses besoins énergétiques, dans les heures qui ont suivi la prise d�un repas. Les quantités de 

substrats catabolisées ont décrus de manière exponentielle avec l�éloignement de la dernière prise 

d�aliment, pour rejoindre un niveau de base où seuls les lipides et les protéines ont été utilisés. Le ca-

tabolisme protéique a constitué la source préférentielle d�énergie, quelle que soit l�heure séparant la 

mesure du repas. Une contribution importante des glucides a pu être observée dans les premières heu-

res, alors que l�utilisation des lipides n�est apparue que 13 heures après le repas. Durant les toutes 

premières heures qui suivent le repas, une utilisation apparente négative des lipides a été constatée. 

Une telle observation est généralement assimilée à une synthèse de lipides. 
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Figure III-8 Utilisation des substrats énergétiques par l�atipa, H. littorale, pour la couverture de 
ses besoins énergétiques dans les heures qui suivent la prise d�un repas. 

III.1.2.4 BILAN SUR LES 13 HEURES SUIVANT LE REPAS. 
La présence d�urée dans les produits d�excrétion azotée du tilapia n�a pas permis, chez cette 

espèce, d�établir un suivi des quantités de substrats utilisés à la manière de celui calculé précédemment 

pour l�atipa. Avec le tilapia, le bilan a été fait sur les 13 à 14 heures correspondant à la période de 

temps pour laquelle le prélèvement d�eau a été réalisé en continu en vue d�analyser l�urée. Des tests 
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ont aussi été effectués en vue de déterminer la présence d�éthanol ou d�acide lactique dans ces mêmes 

prélèvements. Ces derniers tests se sont toujours révélés négatifs. Les quantités moyennes des échan-

ges respiratoires et de l�excrétion ammoniacale ou uréique ont été calculées par kg de biomasse à par-

tir des concentrations mesurées et de la période de prélèvement pour chaque type de régime reçu par 

les tilapias (Tableau III.18). Ces valeurs correspondent à la moyenne obtenue sur deux lots de poissons 

différents. À l�exception du régime R0, les quantités d�oxygène consommées ont peu varié d�un ré-

gime à l�autre pour des apports en énergie brute allant de 500 à 1 000 kJ.kg-1.j-1. Les variations les plus 

importantes ont été observées pour l�excrétion d�ammoniaque avec des apports en protéines brutes 

allant de 11 à 22 g CP.kg-1.j-1. 

Tableau III.18 Valeurs moyennes et erreur standard des échanges respiratoires et de l�excrétion azo-
tée chez des tilapias, S. melanotheron, pour chaque régime testé. 

mmoles.kg-1 mmoles N.kg-1 
Régime Heures 

O2 CO2 NH3/NH4
+ Urée 

R0 13,8 (0,1) 111,3 (2,5) 86,2 (4,4)  14,8 (0,7) 0,8 (0,2) 

R1 13,8 (0,1) 84,8 (2,5) 91,2 (4,4)  4,8 (0,7) 1,1 (0,2) 

R2 13,7 (0,1) 94,7 (2,5) 89,1 (4,4)  8,3 (0,7) 1,8 (0,2) 

R3 14,6 (0,1) 88,3 (2,5) 71,0 (4,4)  2,6 (0,7) 1,0 (0,2) 

R4 13,9 (0,1) 89,0 (2,5) 68,7 (4,4)  2,1 (0,7) 0,9 (0,2) 

À partir des résultas obtenus sur les échanges respiratoires et l�excrétion azotée, les quantités 

de substrats utilisées ont été calculées pour chaque régime en appliquant les formules décrites (cf. § 

I.1.3.1). Pour tous les régimes, les protéines ont été utilisées pour la fourniture d�énergie ou d�éléments 

nécessaires à la synthèse apparente de substrat (Figure III-9). En absence d�amidon dans la ration (ré-

gime R0), seuls les protéines et les lipides ont été utilisés pour la fourniture d�énergie. Pour ce régime, 

les résultats obtenus ont indiqués la synthèse de glucides. Pour les autres régimes, les glucides ont 

contribué dans tout les cas à la production d�énergie ou d�élément carbonés dans le cas de synthèse de 

lipides (régime R1). Avec ce régime R1 apportant une faible quantité d�amidon, les glucides ont 

contribué de façon importante à la fourniture d�énergie. Entre les régimes R2 et R4, la contribution des 

lipides a été plus importante, alors que celle des glucides et des protéines a diminué. 
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Figure III-9 Quantités de substrats énergétiques utilisés calculées à partir des échanges respira-

toires et l�excrétion azotées mesurées chez des tilapias, S. melanotheron, recevant 
différents régimes. 

Pendant la même période de 14 heures suivant la prise du repas, le bilan de l�utilisation des 

substrats par l�atipa a été de 2.1 g.kg-1 pour les protéines, 1,1 g.kg-1 pour les glucides avec une syn-

thèse apparente en lipides de 0,3 g.kg-1. 

III.1.3 Effet de l’incorporation de l’amidon sur la croissance 
De nombreuses études ont été réalisées sur les effets de l�incorporation de glucides dans 

l�aliment des poissons tropicaux, notamment chez le tilapia du Nil, O. niloticus (cf. § I.1.3.3). De tous 

les glucides aptes à servir de source d�énergie alimentaire, l�amidon constitue un élément de choix par 

sa disponibilité, son coût et ses potentialités reconnues chez les poissons tropicaux. Pour la seconde 

espèce de tilapia étudiées, S. melanotheron, aucune information n�est disponible quant aux potentiali-

tés d�utilisation de l�amidon dans son alimentation. De plus, si l�amidon peut être incorporé dans 

l�aliment des autres tilapias sans impact sur la croissance, son rôle potentiel sur l�épargne protéique 

reste quelquefois controversé. Une expérimentation a donc été réalisée pour déterminer l�impact de 

l�incorporation de l�amidon chez la seconde espèce de tilapia étudiée, S. melanotheron, sur la crois-

sance et la fixation des protéines. 
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III.1.3.1 POISSONS ET CONDITIONS EXPÉRIMENTALES 
L�expérience a été réalisée sur une des espèces de tilapias étudiées, S. melanotheron. Les pois-

sons obtenus à partir de géniteurs originaires de la Lagune Ébrié (RCI), ont été préalablement élevés 

dans les structures expérimentales du Centre de Recherche Océanologique d�Abidjan. Cinq jours avant 

le début de l�expérimentation, les poissons ont été répartis au hasard en dix lots homogènes de 12 in-

dividus par bac. La masse moyenne initiale des poissons a été de 4,05 g ± 0,7. Les deux réplicats des 

cinq régimes testés ont été attribués aléatoirement à chaque lot. Les poissons ont été pesés individuel-

lement chaque semaine pour l�ajustement des rations en fonction de la croissance. Au terme de quatre 

semaines, les poissons ont été pesés individuellement, sacrifiés et regroupés par lots en vue de déter-

miner leur composition corporelle. Avant analyse, tous les échantillons ont été conservés à -20 °C. 

Aucune mortalité n�a été observée au cours de l�expérience. La température est restée comprise entre 

28 et 30 °C. La qualité de l�eau, suivie chaque semaine, a toujours été dans les limites acceptables par 

l�espèce, oxygène dissous supérieur à 5 g.L-1 et azote ammoniacal inférieur à 0,5 g.L-1. 

III.1.3.2 L’ALIMENT 
Pour savoir si le poisson est capable d�utiliser l�amidon contenu dans la ration, cinq aliments 

ont été confectionnés (Tableau III.19) dans le but de fournir un apport journalier constant en protéines 

(15 g.kg-1.j-1) avec des apports croissants en amidon (0 à 40 g.kg-1.j-1), soit AM0/14, AM10/15, 

AM20/15, AM30/15 et AM40/15. Les protéines ont été apportées par de la farine de poisson de bonne 

qualité (Type CORPESCA, origine Chili) et l�amidon par des résidus de fabrication de farine de ma-

nioc (usine de Toumodi, RCI). Ces résidus, très riche en amidon (76 % MS), sont des déchets plus ou 

moins fibreux obtenus après extraction à l�eau de la fécule des tubercules de manioc doux, et séchés à 

chaud. Dans chaque aliment, les apports en vitamines et minéraux par un prémix, et en acides gras 

essentiels par de l�huile de soja ont été définis pour être constants en quantité, quel que soit le régime. 

Ces apports ont été choisis pour correspondre aux quantités préconisées pour les autres espèces de 

tilapias. 
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Tableau III.19 Formule et composition des aliments, rations distribuées pour chacun des régimes 
testés pour l�étude de l�utilisation de l�amidon par S. melanotheron. 

Régime AM0/15 AM10/15 AM20/15 AM30/15 AM40/15

Formulation (g pour 100g)      

Farine de poisson 90,7 62,2 47,3 38,2 32,0 

Amidon 0,0 29,8 45,4 55,0 61,4 

Huile 3,7 2,6 1,9 1,6 1,3 

Prémix vitamines & minéraux1 0,6 0,4 0,3 0,3 0,2 

Cr2O3 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

Liant2 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 

Composition (pour 100g)      

PB (g) 61,2 43,5 33,0 26,1 22,7 

LT (g) 10,1 7,2 5,2 4,3 3,7 

Amidon (g) 2,7 23,5 35,2 44,5 49,5 

CB (g) 17,1 12,4 9,9 8,6 7,9 

EB (kJ) 1 890 1 715 1 590 1 551 1 533 

EM (kJ) 1 358 1 439 1 464 1 530 1 566 

Ration (kg-1.j-1)      

Matière sèche (g) 24,2 35,3 46,4 57,4 68,5 

Protéine brute (g) 14,8 15,3 15,3 15,0 15,6 

Amidon (g) 0,7 8,3 16,3 25,6 33,9 

EB (kJ) 458 605 737 891 1 051 

EM (kJ) 329 508 679 879 1073 
1 Prémix commercial obtenu auprès de la Société Zoodry (Tableau III.17). 2 Empois réalisé à partir de fécule de 
maïs (Maïzena�). 

Les rations journalières ont été distribuées en trois repas égaux à 7h00, 12h00 et 18h00. Le 

jour de la pesée (1 jour sur 7) les poissons n�ont pas été nourris à 7h00 pour permettre l�anesthésie. 

Les valeurs de CUDa obtenues pour la matière sèche, les protéines brutes et l�amidon sur des aliments 

analogues (cf. III.1.2.2) ont été retenus pour le calcul des équivalents énergétiques. Pour les lipides 

totaux, un CUDa de 0,85 a été retenu par défaut. 

III.1.3.3 CROISSANCE ET FIXATION DES PROTÉINES 
Le tableau III.20 reprend l�ensemble des valeurs moyennes observées pour les masses des 

poissons et leurs taux de croissance spécifique. Au terme des 28 jours d�expérimentation, la masse 

moyenne finale et la croissance des S. melanotheron a été dépendante du régime. L�addition d�amidon 
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dans les apports journaliers a permis d�obtenir une augmentation significative de la masse finale et du 

taux de croissance spécifique. La croissance la plus importante a été obtenue avec le régime AM20/15. 

Avec des apports journaliers plus importants en amidon, la croissance observée a été moindre et signi-

ficativement plus faible avec le régime AM40/15. 

Tableau III.20 Masse moyenne initiale et finale et taux de croissance spécifique déterminés chez des 
S. melanotheron recevant des quantités croissantes d�amidon avec un apport protéique 
constant (15 g.kg-1.j-1) pendant 28 jours. 

Régime 
Indices 

AM0/15 AM10/15 AM20/15 AM30/15 AM40/15 

Masse (g)      
initiale 4,26a 3,95a 4,08a 3,94a 4,04a 
Finale 7,49ab 7,93a 8,02a 7,40ab 6,79b 

TCS (%) 2,02ab 2,49a 2,43a 2,25ab 1,86b 

 

L�addition d�amidon dans les apports alimentaires journaliers a aussi agi sur l�évolution de la 

composition corporelle des poissons et sur la qualité de l�utilisation des aliments indiqués par les diffé-

rents indices : IC, CEP, CUPP et CUPL (Tableau III.21). L'ajout d�amidon dans le régime a permis une 

augmentation des quantités de protéines fixées avec un apport en protéines constant. L�accrétion pro-

téique maximale par poisson a été observée avec le régime AM20/15. Un apport plus important en 

amidon n�a pas entraîné d�augmentation comparable de la quantité de protéine fixée, qui a été signifi-

cativement plus faible pour les poissons ayant reçu le régime AM40/15. Parallèlement, la fixation des 

lipides a été plus importante chez les poissons recevant de l�amidon. L�accrétion en lipides la plus 

élevée a été observée avec les régimes AM20/15, AM30/15 et AM40/15. Avec ces deux derniers ré-

gimes, les lipides ont représenté une part plus importante de l�accroissement corporel, respectivement 

30 et 28 % de l�accrétion en matière sèche contre 20 % avec le régime AM20/15. Tout les indicateurs 

de la qualité de l�utilisation de l�aliment ont été fortement dépendants de la nature de la ration journa-

lière. Les indices de consommation sont restés élevés dans cette expérience. Le meilleur résultat (2,3) 

a été obtenu avec le régime sans amidon (AM0/15), alors que l�utilisation du régime AM40/15 a abou-

ti à une indice de consommation extrêmement élevé (7,2). Le CEP le plus élevé (0,84) a été obtenu 

avec le régime AM10/15. Le meilleur CUPP (0,16), illustrant le pourcentage de rétention protéique, a 

été obtenu avec les régimes AM10/15 et AM20/15. Avec l�augmentation des apports alimentaires 
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journaliers en amidon, une diminution significative du CUPP a été constatée. Aucun effet apparent 

significatif n�a été remarqué en ce qui concerne le CUPL, si ce n�est une légère augmentation avec le 

régime AM30/15. Si une augmentation des apports en amidon a induit une augmentation de la contri-

bution des lipides dans le gain de masse du poisson, il n�y pas eu de modification dans l�utilisation par 

le poisson des lipides alimentaires. 

Tableau III.21 Accrétions corporelles moyennes et indices d�utilisation des aliments observés chez 
des S. melanotheron ayant reçus des régimes correspondant à des apports croissants en 
amidon avec un apport protéique constant (15 g.kg-1.j-1) pendant 28 jours. 

Régime 
Indices 

AM0/15 AM10/15 AM20/15 AM30/15 AM40/15 

Accrétion (g)      

MF 3,24ba 4,00a 3,95a 3,46ba 2,76b 

MS 0,84a 1,24a 1,15a 1,01a 0,88a 

PB 0,53b 0,74a 0,77a 0,45cb 0,31c 

LT 0,14a 0,24a 0,23a 0,30a 0,25a 

IC 2,29d 2,76dc 3,65c 4,89b 7,19a 

CEP 0,71ba 0,84a 0,83a 0,78a 0,61b 

CUPP 0,12bc 0,16ba 0,16a 0,10dc 0,07d 

CUPL 0,18b 0,30ba 0,31ba 0,41a 0,34ba 

III.2 Études biochimiques 
Les amylases digestives constituent un point clé permettant ou limitant l�utilisation de 

l�amidon comme source d�énergie alimentaire. Deux questions peuvent être posées : existe-t-il des α-

amylases chez ces poissons et y a-t-il des isoformes, compte tenu de la nature des α-amylases décrites 

chez les autres espèces de Vertébrés ? Dans ce chapitre, nous présenterons les résultats obtenus sur les 

amylases digestives de deux espèces de tilapias, O. niloticus et S. melanotheron. Tout d�abord, un 

protocole de purification a du être mis au point pour identifier et caractériser ces enzymes. Ensuite, des 

études ont été réalisées pour déterminer les caractéristiques fonctionnelles de ces enzymes, notamment 

vis à vis de différentes sources d�amidon. Enfin, l�effet de la nature et de la composition du régime 

alimentaire sur la production de ces enzymes a été étudiée. 
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III.2.1 Purification des amylases de tilapias 
Chez les tilapias comme chez la plupart des autres poissons Téléostéens, le pancréas ne consti-

tue pas un organe isolé facilement identifiable. Pour localiser les tissus susceptibles de contenir le 

maximum d�enzyme, l�activité amylasique a donc été mesurée, en utilisant l�apparition des sucres 

réducteurs avec l�amylose comme substrat, dans les différents organes de la cavité abdominale. Une 

méthode de purification des amylases, à partir d�extrait brut de ces tissus, a ensuite été élaborée et 

l�homogénéité des enzymes purifiées établie. 

III.2.1.1 LOCALISATION ET IDENTIFICATION DE L’ACTIVITÉ AMYLASIQUE 
Les organes (foie, mésentère, tube digestif) de la cavité abominable ont été prélevés sur huit 

spécimens de S. melanotheron, en espérant pouvoir collecter le tissu pancréatique exocrine. Les mesu-

res ont été réalisées sur des extraits obtenus après broyage dans le tampon d�extraction phosphate de 

Na (20 mM pH 6,9 + NaCl 6 mM), centrifugation (15�, 10 000 g, 4 °C) et prélèvement du surnageant. 

La contribution relative de chacun de ces organes à la totalité de l�activité amylasique présente dans le 

surnageant est très variable d�un poisson à l�autre (Figure III-10). L�activité amylasique est à peu près 

également répartie dans les viscères testés. 

 

0% 

10% 

20% 

30% 

40% 

50% 

60% 

70% 

80% 

90% 

100% 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Poissons 

%
 ac

tiv
ité

 to
ta

le  

0

10 

20 

30 

40 

50 

60 
Ac

tiv
ité

 to
ta

le 
(µ

m
ol

es
.m

in
-1

.g
-1

)  

Foie Mésentère Tube digestif 
 

Figure III-10 Contribution relative des différents organes de la cavité abdominale à
l�activité amylasique totale présente chez des tilapias, S. melanotheron
(n=8). 
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L�activité amylasique a aussi été mesurée dans les heures qui suivent la prise d�un repas, dans 

l�estomac et dans les moitiés antérieure et postérieure de l�intestin. Aucune activité amylasique n�a été 

décelable dans les extraits obtenus à partir de l�estomac. L�activité amylasique n�a été identifiable que 

dans l�intestin où elle est répartie à peu près également dans les moitiés antérieure et postérieure. La 

contribution de chaque portion de l�intestin à l�activité totale a été équivalente, quelle que soit l�heure 

séparant le prélèvement de la prise du repas. Aucun organe spécifique n�a pu être reconnu comme 

contenant l�essentiel du tissu pancréatique exocrine, c�est pourquoi l�ensemble des viscères contenu 

dans la cavité abdominale à l�exception des gonades et de la rate a été considéré comme susceptible de 

renfermer du tissu pancréatique exocrine. Ces viscères ont servi de base à la préparation de l�extrait 

brut utilisé pour la purification. Les activités amylasiques présentes dans le tube digestif des deux es-

pèces de tilapias étudiées ont été identifiées par IEF suivie d�une révélation dans le gel de l�activité 

amylasique (Figure III-11). Deux bandes d�activité amylasique sont présentes chez les deux espèces, 

dont une seule semble être commune à chacune d�elle. Chez chacune des deux espèces étudiées, la 

forme correspondant au pI le plus élevé apparaît dominante. Le pI apparent des amylases provenant 

des tissus prélevés chez S. melanotheron est plus élevé que celui des amylases obtenues à partir d�O. 

niloticus. 

S. melanotheron O.niloticus pI 

10 

3 
 

Figure III-11 Analyse par isoélectrofocalisation d�extraits bruts de 
tube digestif de tilapias, S. melanotheron et O. niloticus. 
Chaque puits correspond à un individu. Révélation des 
activités amylasiques présentes à l�amidon et à l�iode. 
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III.2.1.2 MATÉRIEL BIOLOGIQUE ET PRÉPARATION DE L’EXTRAIT BRUT 
Les échantillons ont été prélevés chez des poissons d�environ 50 g (O. niloticus ou S. melano-

theron) fraîchement abattus. Le contenu de la cavité abdominale a été disséqué et conservé à -20 °C 

après élimination de la rate et des gonades. Les tissus congélés ont été homogénéisés à 0 °C avec un 

broyeur ménager à couteaux (hachoir Moulinex®) dans une quantité d�eau représentant au moins deux 

fois la masse fraîche initiale du tissu. L�homogénat a été ensuite centrifugé (10 000 g, 4 °C, 15 min). 

Seule la phase aqueuse a été recueillie en prenant soin d�éviter toute contamination par la phase lipidi-

que, puis lyophilisée et conservée dans un flacon hermétique maintenu à -20 °C. 

III.2.1.3 PURIFICATION 
Un protocole de purification en trois étapes de l�α-amylase a été mis au point chez les deux 

espèces de tilapias étudiées, O. niloticus et S. melanotheron (Figure III-12), et a permis de purifier 

deux α-amylases AMY-I et AMY-II pour chaque espèce. 

Environ 1g d�extrait brut a été repris dans 15 ml de tampon phosphate de Na (50 mM pH 6,9), 

puis homogénéisé et centrifugé (10 000g 10 min), et le surnageant (I) récupéré pour réaliser la pre-

mière étape de précipitation fractionnée au sulfate d�ammonium à 30 % et 60 % de la saturation. 

L�activité amylasique est majoritairement présente dans le culot à 60 % (C60), qui est repris dans 

10 mL de tampon d�équilibrage pour l�étape suivante (phosphate de Na 20 mM pH 6,9 + CaCl2 1mM), 

puis dialysée (2 x 2 L pendant 16 h) contre le tampon en chambre froide. 

Dans l�étape suivante, la solution est appliquée sur une colonne d�affinité Sepharose 6B-αCD. 

Après élimination de la fraction qui n�a pas été retenue (NR) avec du tampon d�équilibrage, l�élution 

de la fraction retenue (R) est obtenue par de la β-cyclodextrine (10 g.L-1) en solution dans le tampon 

d�équilibrage à raison de 1,5 fois le volume de la colonne. Les profils de chromatographie sont sem-

blables quelle que soit l�espèce (Figure III-13). L�activité amylasique n�est présente que dans la frac-

tion retenue (R). 
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Figure III-12 Schéma de purification de l�α-amylase des deux espèces de tilapias. Tou-

tes opérations sont effectuées à froid (env. 4 °C) 

 

Dans l�étape ultime de la purification, l�échantillon a été appliqué sur une colonne de chroma-

tofocalisation PBE 94, équilibrée avec du tampon Tris-acétate (25 mM pH 8,5) pour O. niloticus et du 

tampon éthanolamine-HCl (25 mM pH 9,4) pour S. melanotheron. Avant application sur la colonne, la 

fraction retenue (R), d�environ 20 mL, est dialysée contre le tampon d�équilibrage correspondant (2 x 

2 L pendant 16 h). Pour les extraits provenant de l�espèce O. niloticus, l�élution est réalisée avec un 

mélange de Polybuffer 96, de Polybuffer 74 et d�eau (3:7:90) ajusté à pH 5,0 avec de l�acide acétique 

5 M. Pour les extraits provenant de S. melanotheron, l�élution est réalisée avec une solution de Poly-
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buffer 96 à 10 % (v:v) ajustée à pH 7,5 avec de l�acide chlorhydrique 6 M. Cette dernière étape permet 

de séparer deux fractions actives (AMY-I et AMY-II), la première correspondant au pH d�élution le 

plus basique et la seconde au plus acide (Figure III-14). L�importance relative de chacun de ces deux 

pics n�a pas été constante et varie selon les préparations. Les deux fractions sont éluées à un pH de 7,4 

et 7,2 pour O. niloticus, et de 8,5 et 8,3 pour S. melanotheron. 

β-
CD

 1%

A
NR R

* β-
CD

 1%

B
NR

R

*

Figure III-13 Profil d�élution obtenu sur Sepharose 6B-αCD après application de la fraction 
C60 de tilapia, O. niloticus (A) ou S. melanotheron (B). L�activité est dans la 
fraction R indiquée par un astérisque (*). Conditions : colonne h=110 mm, d =16 
mm ; charge 171 mg (A) et 47 mg (B) ; débit 0,4 mL.min-1 ; tampon 
d�équilibrage, 20 mM Na phosphate pH 6,9 + 1 mM CaCl2 ; tampon d�élution 20 
mL 1 % β-CD dans le tampon d�élution comme indiqué par la flèche. 
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Figure III-14 Profil d�élution obtenu par chromatofocalisation sur PBE 94 de tilapia, O. niloticus (A) 

ou S. melanotheron (B). Conditions : colonne h=300 mm, d =10 mm ; charge 22 mg 
(A) et 2,2 mg (B) ; débit 0,3 mL.min-1 ; tampon d�équlibrage, 25 mM Tris-acétate pH 
8,5 (A) 25 mM éthanolamine-HCl pH 9,4 (B) ; tampon d�élution, 3 % PolyBuffer� 96 
+ 7 % Polybuffer� 74 pH 5,0 (A) 10 % Polybuffer� 96 pH 7,5 (B). 
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III.2.1.4 ANALYSE DE LA PURETÉ 
Dans un premier temps, la pureté des fractions obtenues à chaque étape a été contrôlée par 

analyse en SDS-PAGE. Pour les deux espèces, la fraction recueillie après chromatographie d�affinité 

(R) a donné une bande majoritaire avec une vitesse de migration correspondant à une masse molécu-

laire de l�ordre de 55 kDa (Figure III-15). Cependant, quelques produits de plus faible masse molécu-

laire ont été toujours observables. Après chromatofocalisation, dans les pistes AMY-I et AMY-II, une 

seule bande correspondant à une protéine de masse moléculaire d�env. 55 kDa a été décelable, quelle 

que soit la fraction ou l�espèce.  
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Figure III-15 Analyse par électrophorèse en SDS-PAGE, sur gel 10 % et en condition réduite, des 

fractions obtenues à chaque étape de la purification des amylases de deux tilapias, O. ni-
loticus et S. melanotheron. Std, standard de masse moléculaire ; Init, extrait brut ; C60, 
culot de précipitation au SO4(NH4)2 60 % ; R, fraction retenue par la colonne d�affinité 
Sepharose 6B-αCD ; AMI-I et AMY-II, fractions finales obtenues après chromatofoca-
lisation. Coloration du gel au CBB R250. 

Dans un second temps, les fractions ont été analysées par IEF. Après chromatographie 

d�affinité, deux bandes majoritaires sont visibles pour les fractions provenant de chacune des deux 

espèces. Les pI correspondants ont été de 8,2 et 7,8 pour O. niloticus et de 8,8 et 8,2 pour 

S. melanotheron. Après la chromatofocalisation, si l�analyse de la fraction AMY-II de chaque espèce 

n�a donné que la bande de pI le plus acide, de façon surprenante la fraction AMY-I a toujours donné 

deux bandes correspondant à chacun des pI obtenus au terme de l�étape précédente (Figure III-16). Si 

l�étape de chromatofocalisation a permis l�élimination des traces d�impuretés de plus faible masse 
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moléculaire observées quelquefois après la chromatographie d�affinité, elle n�a pas permis de séparer 

les formes selon leur pI. Il est vraisemblable qu�une partie de AMY-I se transforme en AMY-II. 

L�analyse de l�amylase AMY-I purifiée de O. niloticus par HPLC sur colonne C18 ne donne 

qu�un seul pic. 

Pour les deux espèces de tilapias étudiées, la purification a conduit à une α-amylase homogène 

du point de vue de la masse moléculaire, mais contenant deux constituants de pI différents, caractéris-

tiques de l�espèce. Le produit de plus faible pI (A) a été isolé à l�inverse du plus basique (B), vraisem-

blablement parce que AMY-B donne AMY-A. 
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Figure III-16 Analyse par IEF des fractions obtenues après chromatofocalisation lors de la puri-

fication des amylases de deux tilapias, O. niloticus et S. melanotheron. Std, stan-
dard de point isoélectrique (pI) ; AMY-I et AMY-II, fractions finales obtenues 
après chromatofocalisation. Coloration du gel au CBB R250. 

III.2.1.5 BILAN 
Le bilan des diverses étapes des purifications réalisées sont présentés dans le Tableau III.22. 

Les extraits ont été obtenus à partir de 60,4 g de viscères pour O. niloticus et 30,4 g de viscères pour 

S. melanotheron. Ces résultats ne sont donnés qu�à titre indicatif, car la proportion relative des frac-

tions finales, AMY-I et AMY-II, peut varier d�une préparation à l�autre, et la quantité totale d�activité 

recueillie par gramme de tissu est dépendante du contenu en graisse de la cavité abdominale. Ce der-

nier point est lié au fait que les préparations ne sont pas réalisées à partir d�un tissu pancréatique bien 
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isolé. Deux α-amylases, AMY-I et AMY-II, ne différant que par leur pI ont été isolées des viscères de 

chacun des deux tilapias. Des variations similaires sur l�importance relative de chaque isoforme ont 

aussi été observées lors de la purification de l�amylase pancréatique de porc à partir de pancréas indi-

vidualisé (Desseaux, comm. pers.). 

Tableau III.22 Bilan de purification de l�amylase chez les deux espèces de tilapias étudiées. 
Exemples obtenus à partir d�extrait brut correspondant à 62,4 g de tissu frais pour 
O. niloticus et à 30,4 g de tissu frais pour S. melanotheron. Une unité enzymatique (U) 
est définie comme la quantité d�enzyme nécessaire pour hydrolyser 1 µmole de liai-
sons α-(1→4) par minute. 

 O. niloticus S. melanotheron 
 
Étapes 

Activité 
totale 

(U) 

Prot. 
totales 
(mg) 

Activité 
spécifique
(U.mg-1) 

Rdt. 
(%)

Activité 
totale 

(U) 

Prot. 
totales 
(mg) 

Activité
 spécifi-

que 
(U.mg-1) 

Rdt.
(%) 

Extrait brut 34 710 1 842 19 - 5 753 753 8 - 
(NH4)2SO4 
60 % 28 094 171 164 80,9  2 692 47 57 46,8 

Affinité  
α-CD 21 965 22 1 003 63,3  2 199 2,2 999 38,2 

AMY-I (B+A) 8 610 5,88 1 464 24,8 396 0,25 1 589 6,7 
AMY-II (A) 2 805 1,83 1 530 8,1 773 0,57 1 356 13,4 

Pour chacune des espèces de tilapias, le rendement total est de l�ordre 20 %. Les activités spé-

cifiques des amylases de tilapias sont de l�ordre de 1 400 U.mg-1. Le taux de purification est de 80 fois 

environ avec un rendement de 20 à 30 %. Quand l�isolement de deux composants des amylases n�est 

plus recherché, une étape de chromatographie sur échangeurs d�anions (cf. § II.3.5.2) a été substituée à 

l�étape de chromatofocalisation. Cette dernière étape, moins onéreuse et plus facile de mise en �uvre, 

a permis l�élimination des légères impuretés présentes après la chromatographie d�affinité et a abouti à 

de meilleurs rendements (jusqu�à 44 % pour les deux espèces). 

III.2.2 Étude structurale des amylases de tilapias 

III.2.2.1 MASSE MOLÉCULAIRE ET PI 
La masse moléculaire a été déterminée par spectrométrie de masse pour les protéines conte-

nues dans la fraction AMY-I rassemblant les deux isoformes de même masse moléculaire si l�on en 

juge les résultats en SDS-PAGE. Un seul pic a été obtenu pour chacune des deux espèces qui corres-

pond à une masse de 56,6 kDa pour O. niloticus et de 55,5 kDa pour S. melanotheron (Figure III-17). 

Déterminés par IEF, les points isoélectriques (pI) des composants AMY-B et AMY-A sont respecti-
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vement 8,2 et 7,8 pour O. niloticus, 8,8 et 8,3 pour S. melanotheron. Pour chacune des espèces, ces 

composants ont la même masse moléculaire. 
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Figure III-17 Détermination de la masse moléculaire des α-amylases purifiées chez deux tilapias 

contenant pour chaque espèce le mélange des deux composants de pI différents, A et B. 
ONI, extrait d�O. niloticus ; SME, extrait de S. melanotheron ; BSA, albumine sérique 
de b�uf utilisée comme témoin. 

III.2.2.2 COMPOSITION EN ACIDES AMINÉS ET SÉQUENCE 
La composition globale en acides aminés de la fraction AMY-I a été déterminée à partir du gel 

SDS-PAGE après transfert. Une évaluation de la composition st�chiométrique de chaque enzyme a pu 

être calculée avec la méthode des plus grand commun diviseur (Delaage 1968) en utilisant la masse 

moléculaire obtenue par spectrophotométrie de masse comme référence (Tableau III.23) et un nombre 

moyen de 12 cystéines. Les différences de compositions en acides aminés des amylases des deux es-

pèces de tilapias étudiées sont mineures : Pro (34-31), Val (36-34), Ile (27-23), Phe (21-19). 

Pour les deux espèces, aucune séquence d�acides aminés n�a pu être obtenue par la dégrada-

tion d�Edmann, indiquant probablement que les α-amylases de tilapias sont N- bloquées comme celle 

du pancréas de porc. 

Connaissant les quantités initiales de protéines utilisées pour l�analyse des acides aminés et la 

molarité calculée à partir des résultats obtenus au terme de ces analyses, un contrôle des valeurs de 

références utilisés pour la détermination de la concentration en protéines des solutions d�amylase a pu 

être établi. Compte tenu des erreurs d�analyse, la concentration en protéine estimée à partir des quanti-

tés d�acides aminés présents ne diffère pas significativement de celle préalablement mesurées selon les 
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deux méthodes utilisées (cf. § II.3.1). L�usage d�un coefficient d�extinction spécifique (ε) de 2,5 

mg-1.mL.cm-1 pour la détermination à 280 nm, ou l�utilisation d�une courbe de référence établie avec 

de la BSA pour la détermination selon Bradford, donnent donc de bonnes indications des concentra-

tions effectivement présentes dans les solutions d�α-amylase purifiée de chacun des deux tilapias. 

Tableau III.23 Composition en acides aminés obtenus à partir de 28 µg d�α-amylase d�O. niloticus et 
de 21,5 µg d�α-amylase de S. melanotheron, masse moléculaire calculée et nombres de 
résidus par molécule pour la masse calculée. 

Acides aminés 
Composition  

(pmoles) 

Composition  

(résidus par molécule)  

 O. niloticus S. melanotheron O. niloticus S. melanotheron 

Ac. Aspartique ou Asparagine 2 530 2 310 76 74 

Ac. Glutamique ou Glutamine 1 470 1 350 44 43 

Sérine 870 980 26 31 

Glycine 2 470 2 170 74 69 

Histidine 350 340 17 11 

Arginine 890 860 27 28 

Thréonine 570 640 11 20 

Alanine 960 890 29 28 

Proline 1 130 970 34 31 

Tyrosine 580 530 11 17 

Valine 1 190 1 050 36 34 

Méthionine 380 350 11 11 

Isoleucine 890 720 27 23 

Leucine 1 020 960 37 31 

Phénylalanine 700 600 21 19 

Lysine 460 400 14 13 

Masse moléculaire calculée1 53 000 51 700   
1 selon Delaage (1968).     

III.2.2.3 ÉTUDE DES ISOFORMES DES AMYLASES DES DEUX TILAPIAS 
Au cours de la purification de l�amylase des deux espèces de tilapias étudiées, O. niloticus et 

S. melanotheron, deux composants de même masse moléculaire ont été observés pour chaque espèce. 

Les différences de pI de ces composants et la masse moléculaire permettent de distinguer les α-

amylases de ces deux espèces, mais aucune différence autre que leur pI n�a pu être observée. Il est 
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vraisemblable qu�il s�agisse d�isoformes et non d�isoenzymes qui différeraient par leur structure et 

leur masse moléculaire. 

Dans l�interprétation des résultats d�analyse des gels d�électrophorèse montrant la présence de 

plusieurs bandes (ou isoformes) pour une même enzyme, la glycosylation est généralement avancée 

comme un élément important susceptibles de modifier la masse moléculaire de l�enzyme. Pour les 

amylases, la possibilité d�un effet de ce type a été plusieurs fois avancée pour expliquer la présence de 

plusieurs isoformes dans la salive ou le suc pancréatique (Al Kazaz et al 1998). Pour les amylases de 

tilapias, un test de glycosylation a été réalisé à partir d�un gel d�IEF (Møller & Poulsen 1996). Il n�a 

pas permis de conclure à l�existence de forme glycosylée dans les enzymes purifiées. Les chaînes laté-

rales des résidus asparagine (Asn) et glutamine (Gln) d�une protéine peuvent être désamidées pour 

donner un groupement carboxylique libre ou former un cycle imide (Reubsaet et al 1998), et le résidu 

N-terminal peut aussi perdre sa charge par acetylation. Un tel phénomène aboutit à une modification 

de l�équilibre des charges de la protéine, en conséquence, de son pI. L�intervention d�une désamida-

tion a déjà été évoquée pour expliquer la présence de plusieurs isoformes d�amylases salivaires chez 

l�homme, ainsi que dans celles du pancréas de rat (Karn & Malacinski 1978) ou du pancréas de porc 

(Al Kazaz et al 1996 ; Darnis et al 1999). L�action de l�ester éthylique de glycine en présence de EDC 

(cf. II.3.10) a été appliquée pour uniformiser par amidation les groupements carboxyliques libres des 

deux isoformes d�amylase de tilapia. Elle aboutit à l�apparition de plusieurs formes actives, mais aussi 

à la disparition de l�isoforme AMY-A (Figure III-18). 

L�existence de deux isoformes peut aussi être le résultat d�une dégradation de la chaine poly-

peptidique par des protéases contaminantes. Malgré l�obtention de deux pics en chromatofocalisation, 

l�analyse du contenu du pic correspondant à AMY-I, avec le pI le plus élevé, donne toujours deux 

isoformes en IEF. Une dégradation de l�isoforme de pI le plus élevé, isoforme B, conduisant à 

l�isoforme A pourrait en être l�explication. Afin d�infirmer ou de confirmer cette hypothèse, la sépara-

tion des deux isoformes de l�amylase par IEF a été contrôlée après électroélution, afin de reproduire en 

IEF une séparation du même type que celle réalisée par chromatofocalisation. Le suivi de l�état d�une 
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préparation d�amylase après « vieillissement » à 4 °C et la purification de l�enzyme en présence d�un 

mélange d�inhibiteur de protéases ont été également réalisés. 

Std 1 2 3 1 2 3 
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Figure III-18  Analyse en IEF des produits d�amidation de l�amylase de tilapia, O. niloticus. 
Correspondance des puits : Std, standard de pI ;1, contrôle : amylase non trai-
tée ; 2, témoin non amidé : amylase traitée sans EDC ; 3, produit amidé : amy-
lase traitée en présence d�EDC (cf. texte). Révélation des protéines au CBBR 
250 et des activités amylasiques à l�amidon et à l�iode. 

Les rendements d�électroélution après IEF ont toujours été faibles, mais par une seconde IEF 

des deux fractions électroéluées a révélé la présence d�une majorité d�isoforme A, quelle que soit 

l�isoforme d�origine (Figure III-19). Tout comme pour la chromatofocalisation, le produit corres-

pondant à la purification de l�isoforme B (pI le plus élevé) a donné à nouveau les deux isoformes par 

IEF. L�isoforme B ne semble donc pas très stable. 

Après quatre mois de stockage des fractions AMY-I et AMY-II d�amylase de S. melanotheron 

dans des fioles de verre à 4 °C, en solution dans du tampon Tris/HCl (20mM pH 8,2 + NaN3 1mM), la 

concentration en protéine de chacune des préparations n�a pas varié de manière significative, mais 

l�analyse par IEF montre dans les deux cas la disparition de l�isoforme B et le maintien de l�isoforme 

A (Figure III-20). Aucune modification sur la nature et la répartition des isoformes n�a été constatée 

quand la purification est réalisée en présence d�inhibiteurs de protéase. 
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Figure III-19. Analyse par une seconde IEF des deux isoformes (AMY-A et AMY-B) de S. 

melanotheron séparées par électroélution après une première IEF. Pour la se-
conde IEF, les gels ont été traités soit au AgNO3 pour les protéines, soit à l�iode 
pour la révélation de l�activité amylasique. Gels : 5 %T /5 %C. 

Des hybrides des deux espèces de tilapias ayant été obtenus au GAMET (Montpellier) par fé-

condation artificielle, une préparation d�amylase a été réalisée à partir de tissu prélevés chez des indi-

vidus issus du croisement ♂ O. niloticus x ♀ S. melanotheron. La purification de l�α-amylase a abouti 

à trois fractions distinctes. Analysés par IEF, l�amylase des hybrides contient trois formes, AMY-A, 

AMY-B et AMY-C correspondant respectivement à la forme AMY-A de O. niloticus, aux formes 

AMY-B de O. niloticus et AMY-A de S. melanotheron, et à la forme AMY-B de S. melanotheron. La 

fraction correspondant aux formes AMY-B de O. niloticus et AMY-A de S. melanotheron est homo-

gène en chromatofocalisation et en IEF. 
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Figure III-20 Analyse par IEF de l�évolution du profil des isoformes après quatre mois de stockage 

d�amylase purifiée de S. melanotheron à 4 °C dans un tampon de conservation 
(Tris/HCl 20 mM pH 8,2 + NaN3 1 mM). Les quantités de protéines chargées par 
puits sont équivalentes d�un gel à l�autre. 

Au terme de l�hybridation, les formes d�α-amylase des souches parentales sont présentes à la 

première génération et les hybrides semblent donc capables d�exprimer les gènes correspondant aux 

formes parentales. Si pour les isoformes, la présence de plusieurs gènes ne peut être confirmée, il est 

vraisemblable que les différences de masse moléculaire observées entre les deux espèces soient bien le 

reflet de l�expression de gènes différents. 

III.2.3 Caractérisation fonctionnelle des amylases de tilapias 

III.2.3.1 PRODUITS D’HYDROLYSE DE L’AMIDON 
L�analyse des produits d�hydrolyse d�un amidon de maïs insoluble (Merck, réf. 11686) par les 

amylases des deux espèces de tilapia a été réalisée par HPAEC-PAD (Figure III-21). À 10 mL d�une 

suspension contenant 25 g.L-1 d�amidon dans du tampon phosphate (20 mM pH 6,9 + NaCl 1 mM + 

NaN3 1mM), placés dans un erlen de 100ml clos sous agitation (va-et-vient), on ajoute une quantité 

d�enzyme correspondant à 6,7 µKat.g-1 amidon (ou 402 U.g-1 amidon). Après une heure à 30 °C, un 

échantillon de la suspension est prélevé et centrifugé à 5 000 g pendant 5 min à 4 °C. Le surnageant 

ainsi obtenu est chauffée à 100 °C pendant 5 min pour stopper la réaction, puis conservé à -20 °C 

avant analyse. Quelle que soit la préparation enzymatique utilisée, le principal produit formé est du 



 Chapitre III Résultats 

120 

maltose (G2) avec du glucose (G1) et du maltotriose (G3), la spécificité des enzymes concernées 

correspond donc bien à celle d�une α-amylase. 
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Figure III-21 Composition des produits d�hydrolyse formés en une heure par l�action des amylases 

de tilapia, O. niloticus et S. melanotheron, sur un amidon de maïs insoluble. G1, glu-
cose ; G2, maltose ; G3, maltotriose ; G4, maltotetraose ; G5, maltopentaose; G6, mal-
tohexaose et G7, maltoheptaose. 

III.2.3.2 TEMPÉRATURE ET PH OPTIMAUX 
L�activité de chacune des fractions, AMY-I (B+A) et AMY-II (B), a été mesurée à différentes 

températures dans les conditions standards (tampon phosphate 20 mM, pH 6,9) en utilisant l�amylose 

comme substrat à la concentration saturante de 0,5 g.L-1. Pour les deux espèces de tilapias, les profiles 

d�activité en fonction de la température sont très comparables (Figure III-22). La température optimale 

est d�environ 35 °C et l�activité totalement inhibée au delà de 55 °C. À 20 °C, en accord avec les 

conditions de vie de ces poissons, l�activité des amylases ne dépasse pas 40 % de la valeur maximale. 

L�activité de chacune des isoformes a aussi été mesurée à différents pH et à 30 °C, dans les 

mêmes conditions que précédemment. Une gamme de pH, allant de 4 à 9, a été réalisée avec les tam-

pons appropriés à la concentration de 20 mM : citrate/phosphate, pH 4 � 8 ; phosphate, pH 6 � 8 ; Tris, 

pH 6,5 � 9. Les profils obtenus sont très voisins et le pH optimal de 7,0, quelle que soit l�isoforme 

considérée (Figure III-23). À pH 5, les amylases des eux espèces considérées n�ont plus que 10 % de 

l�activité maximale, et à pH 8,5 environ 40 %. 
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Sarotherodon melanotheron
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Figure III-22 Influence de la température sur l�activité des α-amylases purifiées chez les deux tila-

pias étudiés. AMY-I (B+A). ! ; AMY-II (B), ". Les activités sont exprimées en 
pourcentage de l�activité mesurée à 30 °C. Valeurs moyennes ± SE.  
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Figure III-23 Influence du pH sur l�activité des α-amylases purifiées chez les deux tilapias étu-

diés. AMY-I (B+A), ! ; AMY-II (B), ". Les activités sont exprimées en pourcen-
tage de l�activité mesurée à 30 °C dans le tampon phosphate pH 7. 

Entre les deux espèces, les différences observées sont réellement mineures, peut-être un opti-

mum de température un peu plus marqué et d�une meilleure conservation de l�activité à pH 8,5 pour 

l�amylase de S. melanotheron. À la température de 35 °C et à pH 7, les conditions sont optimales pour 

l�activité des amylases des deux espèces de tilapia étudiées. Les conditions habituelles d�action de 

l�enzyme in vivo chez ces animaux poïkilothermes se situent plutôt entre 28 et 32 °C. Il n�y a vraisem-

blablement pas de différence entre les isoformes A et B de chaque espèce sur ce plan là non plus. 

III.2.3.3 ÉTUDE CINÉTIQUE ET INHIBITION PAR LES CYCLODEXTRINES 
Pour chacune des deux espèces de tilapias étudiées, les paramètres cinétiques des amylases ont 

été déterminés en utilisant de l�amylose et de l�amylopectine comme substrat dans du tampon phos-

phate (20 mM pH 6,9) à 30 °C. Au moins huit concentrations en substrats comprises entre 0,05 et 

1,6 g.L-1 ont été utilisées chaque fois et, dans le cas de S. melanotheron, les mêmes tests ont été réali-
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sés avec de l�amidon soluble. Le mélange des deux isoformes donne des valeurs de Km de 0,16 à 0,45 

g.L-1 (Tableau III.24). 

Tableau III.24 Km des amylases de tilapias vis à vis de ses substrats naturels. 

Substrat Km ± SE (g.L-1) 

 O. niloticus S. melanotheron 

Amylose 0,16 (0,01) 0,20 (0,01) 

Amylopectine 0,18 (0,02) 0,16 (0,01) 

Amidon soluble - 0,45 (0,04) 

L�effet des α-, β- et γ-cyclodextrines sur l�hydrolyse de l�amylose catalysée par les α-amylases 

de tilapia a été étudiée dans du tampon phosphate (20 mM pH 6,9) à 30 °C, avec pour chaque cyclo-

dextrine avec au moins huit concentrations de substrat, [S] comprises entre 0,05 et 1,6 g.L-1, et cinq 

concentrations de cyclodextrine, [I]. En considérant que le système atteint rapidement l�état 

d�équilibre, les vitesses initiales des réactions d�hydrolyses doivent suivre une équation du type : 

v/[E0] = kcat [S] / (Km(1+[I]/K1i)+[S](1+[I]/L1i)) 

avec Km et kcat, les paramètres usuels du modèle de Michaelis-Menten, et K1i et L1i, les cons-

tantes respectives de dissociation des complexes enzyme-inhibiteur (EI) et enzyme-substrat-inhibiteur 

(ESI). Si l�équilibre est atteint, cette équation correspond à un modèle impliquant la formation de 

complexes abortifs ou à un modèle de type aléatoire (Figure III-24). Dans le cas du porc, le modèle 

aléatoire a pu être exclu car l�inhibiteur ne peut se fixer sur le site actif du complexe EI (Koukiekolo et 

al 1999). Même si aucune évidence ne permet de choisir entre les deux modèles, il est fort probable 

que l�amylase de tilapia se comporte comme celle de porc pour laquelle l�analyse aux rayons X du 

complexe EI montre la fixation de l�α-CD au site actif (Larson et al 1994). 
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Figure III-24 Modèles d�action de l�enzyme sur le substrat en présence 

d�inhibiteur selon l�équation ci-dessus. 

Pour l�analyse statistique, l�équation a été simplifiée en utilisant les constantes d�association 

des réactions correspondantes, K�1i et L�1i. L�utilisation de l�équation a permis un bon ajustement des 

résultats et aucune amélioration substantielle n�a été observée en supprimant des paramètres ou en 

utilisant une équation faisant intervenir des termes en [I]². Les paramètres cinétiques ont été détermi-

nés pour les deux amylases, kcat = 1,20·103 ± 0,04 s-1, Km = 0,15 � 0,21 ± 0,02 µM pour O. niloticus 

et kcat = 0,88·103 ± 0,04 s-1, Km = 0,16 � 0,25 ± 0,02 µM pour S. melanotheron, et les valeurs des 

constantes d�association K�1i et L�1i calculées pour chaque cyclodextrine (Tableau III.25). 

Tableau III.25 Paramètres de l�hydrolyse de l�amylose par les amylases d�O. niloticus (ONI) et de 
S.melanotheron (SME) en présence de cyclodextrines. Erreurs standards entre paren-
thèses. 

K’1i 

(mM-1) 

 L’1i 

(mM-1) Inhibiteur 

ONI SME  ONI SME 

α-CD 0,33 (0,04) 0,42 (0,07)  0,03 (0,01) 0,05 (0,01) 

β-CD 1,82 (0,21) 2,86 (0,52)  0,18 (0,03) 0,41 (0,09) 

γ-CD 5,52 (0,36) 6,23 (0,91)  0,27 (0,07) 0,64 (0,13) 

D�une espèce à l�autre, les paramètres d�hydrolyse de l�amylose sont très proches, et aucune 

différence n�a été observée entre les paramètres obtenus avec l�amylose et l�amylopectine. Les trois 

cyclodextrines ont un effet inhibiteur sur l�hydrolyse de l�amylose par l�amylase de tilapia. Les para-
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mètres d�inhibition dépendent de la nature des cyclodextrines, l�effet inhibiteur est positivement 

corrélé au degré de polymérisation des trois cyclodextrines testées (α-, β- et γ-CD). 

III.2.3.4 DIGESTION IN VITRO DE DIFFÉRENTES SOURCES D’AMIDON D’ORIGINE TROPICALE 
Par son abondance et son faible coût, l�amidon est une source d�énergie alimentaire de choix 

pour la plupart des animaux, mais l�efficacité de son utilisation alimentaire est étroitement dépendante 

de sa nature et de sa présentation (natif, gélatinisé, empois, etc..). Si la comparaison des résultats obte-

nus avec des substrats synthétiques n�a pas permis de mettre en évidence des différences fonctionnel-

les importantes entre les amylases des deux espèces de tilapia étudiées, il convient d�étudier leur com-

portement vis-à-vis de substrat naturel, l�amidon, et d�analyser les produits formés au cours de son 

hydrolyse. L�action des deux types d�amylase a donc été comparée pour les principales sources 

d�amidon disponibles dans les régions habituelles d�élevage des tilapias, la ceinture intertropicale. 

Matériel biologique 
Les tests de digestion in vitro ont été réalisés sur le mélange des deux isoformes d�amylases 

des tilapias, O. niloticus et S. melanotheron, avec trois sources différentes d�amidon n�ayant pas subi 

de traitement améliorant leur solubilité, un amidon de maïs pur et deux amidons d�origine tropicale, de 

l�amidon de manioc et de l�amidon de riz obtenus au Viêt-Nam. L�amidon de manioc correspond à 

une préparation artisanale résultant du séchage d�un extrait de tubercule de manioc broyé et pressé. La 

farine basse de riz correspond aux résidus de polissage des grains de riz après élimination du son et 

provient directement dans une usine de polissage du Delta du Mékong. Seule la partie la plus blanche 

a été prélevée afin d�avoir moins de fibres issues de l�enveloppe du grain et plus d�en endosperme, 

c�est à dire d�amidon. La teneur en amidon de chaque produit, déterminée à l�aide d�un kit enzymati-

que (cf. § II.3.3.1), et indiquée dans le tableau III.26. 

Tableau III.26 Teneur en amidon des sources commerciales utili-
sées. 

Source Amidon 
(% matière séche) 

Amidon de maïs 99,6 
Amidon de manioc 67,3 
Farine basse de riz 54,5 
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Conditions d’incubation 
La digestion in vitro a été faite dans les mêmes conditions que pour la détermination des pro-

duits d�hydrolyse (cf. § III.2.3.1), sur des suspensions d�amidon à 25 g.L-1. Des parties aliquotes de 

250 µL ont été prélevées à 0h, 0h30, 1h, 2h, 3h40, 5h50, 9h et 24h. Des essais en présence de NaN3 10 

mM en final ont permis de vérifier l�absence d�activité amylasique pouvant provenir d�un développe-

ment bactérien. Pour chaque échantillon, les contenus en groupement réducteurs, en résidus de glucose 

et en maltodextrines ont été déterminés (cf. § II.3.2). 

Efficacité d’hydrolyse 
Avec l�amidon de maïs cru et insoluble, l�hydrolyse des amylases a été suivie, en quantifiant, 

après centrifugation du milieu d�incubation hétérogène les groupements réducteurs et les résidus 

d�équivalents glucose solubilisés (Figure III-25). Les résultats sont exprimés en concentration et en 

pourcentage des quantités initiales d�amidon. Pour les résidus ou équivalents glucoses, les concentra-

tions en produits solubles ont été rapportés à la masse d�amidon mise en suspension, alors que pour les 

réducteurs, les concentrations ont été rapportées au nombre total estimé de liaisons α-(1→4) présentes 

dans l�amidon en début d�expérience. Cette estimation a été obtenue en assimilant l�amidon à un po-

lymère anhydre simple de glucoses liés en α-(1→4) selon la formule : nombre de liaisons α-

(1→4) = masse d�amidon (g) / (180-18). Ce mode de calcul conduit à une estimation par excès qui ne 

tient pas compte de la présence de structures ramifiées dans l�amidon, ni du nombre de molécules ef-

fectivement présentes. L�efficacité d�hydrolyse ainsi calculée aboutie donc à une estimation par défaut 

de l�efficacité d�hydrolyse réelle. 
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Figure III-25 Hydrolyse de l�amidon de maïs purifié par les amylases de tilapias, O. niloticus et 

S. melanotheron. Nombre de résidus, ou équivalents glucose (haut) et réducteurs (bas) 
libérés en solution. Suivi des concentrations et des pourcentages d�hydrolyse (cf. texte). 
Moyenne ± IC (95 %). 

Les quantités de produits solubles libérées par l�action des amylases ont rapidement augmenté 

durant les premières heures d�incubation, pour s�infléchir fortement après 9 heures. La même observa-

tion, parfois plus marquée, a aussi été faite avec les deux autres sources d�amidon. Au bout de 9 heu-

res d�incubation, un bilan sur les produits d�hydrolyse a été fait pour chaque amidon (Tableau III.27). 

En absence d�enzyme, les produits solubles sont faibles à l�exception de ceux issus de la farine basse 

de riz. Le pourcentage d�hydrolyse dépend de la source d�amidon, mais l�action des α-amylases de O. 

niloticus et S. melanotheron ne diffère pas de façon significative (Figure III-26). La meilleure hydro-

lyse est observée avec l�amidon de la farine basse de riz, alors qu�avec le manioc moins de 10 % de 

l�amidon est transformé en produits solubles. Le nombre des groupements réducteurs mis en solution 

représente, dans le meilleur des cas, près de 20 % du nombre total estimé de liaisons présentes dans les 

amidons. Près de la moitié du substrat restant sous forme insoluble, il est probable qu�une quantité 
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importante de groupements réducteurs ait échappé à l�analyse. Sous réserve qu�aucune hydrolyse n�ait 

eu lieu après libération des composés dans la phase soluble, le nombre de groupements réducteurs 

associés à la phase insoluble serait au plus égal au nombre de groupements apparus dans la phase so-

luble. Ces derniers représenteraient donc une estimation par excès du nombre de groupements réduc-

teurs initialement présents dans la phase insoluble. Dans ces conditions, le nombre total initial de liai-

sons α-(1→4) doit être corrigé, et l�estimation par excès du pourcentage de coupure devient : 20 / 

(100-(20*180/162)) = 26 % des liaisons α-(1→4) initialement présentes. Le nombre réellement obser-

vé de liaisons α-(1→4) hydrolysées correspond donc à 20 � 26 % du total des liaisons initialement 

présentes, dans le meilleur des cas.  

Tableau III.27 Quantité de réducteurs et de résidus (équivalents glucose) présents en solution après 9 
heures d�incubation à 30 °C de trois origines d�amidon sous l�action des différentes 
sources d�amylases étudiées. Concentration ± SE, et pourcentage du contenu initial 
mis en suspension. 

Source d’amylase Amidon 
O.niloticus S.melanotheron  Aucune 

Réducteurs       
 mM ± SE % mM ± SE %  mM ± SE % 
Mais 21,2 ± 0,2 13,8  21,2 ± 0,2 13,7  - - 
Manioc 4,1 ± 0,2 2,7 3,6 ± 0,2 2,3  1,9 ± 0,2 1,2 
Riz 31,4 ± 0,2 20,4 31,6 ± 0,2 20,5  13,3 ± 0,2 8,6 

Résidus       
 mM ± SE % mM ± SE %  mM ± SE % 
Mais 45,6 ± 0,8 29,5 41,9 ± 0,8 27,2  0,6 ± 0,8 0,4 
Manioc 13,5 ± 1,5 8,7 11,3 ± 1,5 7,3  8,6 ± 1,5 5,6 
Riz 64,1 ± 1,5 41,5 74,7 ± 1,5 48,4  40,1 ± 1,5 26,0 

 

Nature des produits formés 
La composition en maltodextrines des produits solubilisés a été déterminée pour chaque type 

d�amidon, avant et après addition des amylases (Figure III-26). Avec l�amidon de maïs purifié, les 

quantités de produits solubles sont négligeables en absence d�enzyme. Pour les amidons de manioc et 

de riz, le principal composé présent dans la phase soluble en absence d�enzyme est le maltose, y com-

pris dans le cas de l�amidon de manioc pour lequel la fraction solubilisée est très faible, soit 5,6 % 

après 9 heures d�incubation (Tableau III.27). 
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En présence d�enzyme, on trouve surtout en solution du glucose, maltose et maltotriose, et les 

différences observées les plus importantes sont davantage liées à la nature des amidons qu�à la source 

d�amylase. Pour tous les amidons, le maltose est le produit majeur d�hydrolyse apparaissant dans la 

phase soluble. Les teneurs relatives en glucose et en maltotriose évoluent avec le temps d�incubation, 

mais les variations sont plus limitées dans le cas du manioc. Avec les amidons de maïs et de riz, les 

quantités de maltotriose solubilisées diminuent au cours de l�incubation, alors que le phénomène in-

verse a été observé pour le glucose. Cette situation est plus évidente avec l�amidon de riz pour lequel 

la proportion de maltose est restée plus stable qu�avec l�amidon de maïs purifié. Après 9 heures 

d�incubation, la source d�amidon donnant les produits solubles les plus riches en glucose a été la farine 

basse de riz. 

En absence d�enzyme, une variation importante de la teneur en sucres dans la phase soluble a 

été observée avec la farine basse de riz. Le traitement préalable à l�azoture de sodium éliminant 

l�hypothèse d�un développement bactérien, une activité amylasique intrinsèque est donc présente dans 

les farines. Avec la farine basse de riz, l�activité amylasique dosée dans la phase soluble a été très 

largement supérieure à celle observée avec l�amidon de manioc. L�activité amylasique de la farine 

basse de riz représente 70 % de celle aux amylases de tilapia au cours de la digestion in vitro (Tableau 

III.28). 
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Figure III-26 Nature en maltodextrines des produits libérés en absence d�amylase ou sous l�action d�amylase de tilapias dans des suspension de maïs, 
de amnioc et de riz. G1 : glucose, G2 : maltose, G3-G7 : maltotriose, -tétraose, -pentaose, -hexapose, -heptaose. 



Chapitre III Résultats 

130 

Tableau III.28 Activité amylasique mesurée dans la phase soluble des suspensions réalisées à partir 
des deux sources d�amidons commerciales utilisées. 

 Source d’amidon  
 Activité 

Farine basse de riz Amidon de manioc 
Unités  

 Totale 175 50 U.g-1 de farine  
 Relative 70 16 % activité introduite  

Les quantités de produits présents en solution ont donc été recalculées pour déterminer la part 

des produits effectivement libérée par l�action des amylases de tilapias (Figure III-27). Aucune diffé-

rence sur la nature et la composition des produits formés n�a été observée entre les amylases des deux 

espèces de tilapia. Le maltose a été le principal produit d�hydrolyse formé à partir de l�amidon de ma-

nioc, la proportion de maltotriose libéré demeurant très faible. Pour la farine basse de riz, trois pro-

duits d�hydrolyse ont été formés avec par ordre d�importance, le maltose, le glucose et le maltotriose. 

Au cours de l�incubation, la proportion de maltotriose a diminuée au profit de celle en glucose. Pour 

chacune des deux sources d�amidon, une diminution des concentrations relatives a été observée pour 

les maltodextrines de degré de polymérisation supérieur à 3. 
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Figure III-27 Composition en maltodextrines des sucres solubles apparus suite à l�action des amylases 

de tilapia sur les deux types d�amidons commerciaux étudiés. Valeurs exprimées en 
pourcentage des sucres réducteurs totaux. Abréviations, voir Figure III-26. 
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III.2.4 Adaptation au régime alimentaire 
Dans le souci de déterminer l�importance du rôle des amylases dans la régulation de la diges-

tion et de l�assimilation des amidons, des tests ont été réalisés pour vérifier si une réponse adaptative 

de l�enzyme à la composition du régime est observée chez le tilapia, S. melanotheron. L�objectif de 

l�étude concernant uniquement l�amylase, les essais ont été réalisés en maintenant les apports protéi-

ques constants et en modifiant seulement les apports en amidon. Les tests ont été réalisés sur trois lots 

de 35 individus choisis au hasard (masse corporelle moyenne 18,9 g ± 5,6). Avant l�expérience pro-

prement dite, les poissons ont été acclimatés aux structures et nourris avec un aliment commercial 

(Ecolife, Aquamer®, 46,8 % PB). Après une semaine, trois régimes ont été distribués : l�aliment de 

contrôle �Ecolife�, un aliment AM0/15 n�apportant que des protéines et pas d�amidon, et un aliment 

AM30/15 apportant une quantité d�amidon égale au double de celle en protéines. Tout au long de 

l�expérience, les rations, ajustées pour fournir 15 g PB.kg-1.j-1, ont été distribuées en deux repas quoti-

diens de masse équivalente à 8h00 et 17h00. Cinq poissons ont été prélevés avant la distribution du 

premier repas le jour de l�application des nouveaux régimes (J0), puis 3, 8, 15 et 22 jours après (J3, J8, 

J15 et J22). À chaque échantillonnage, les poissons ont été anesthésiés, pesés individuellement et abat-

tus. Le contenu abdominal de chaque poisson a été prélevé, pesé puis conservé à �20 °C. Avant ana-

lyse, les viscères ont été broyés à l�aide d�un Ultra-Turrax avec 5 mL d�eau. L�homogénat a été centri-

fugé (15 min, 8000 g, 4 °C) et le surnageant récupéré pour la détermination des activités amylasiques à 
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Figure III-28 Évolution des activités amylasiques et trypsiques présentes par g de viscères chez 
S. melanotheron après changement du régime alimentaire. Une unité correspond à une 
unité pNPG7 pour l�amylase et à l�hydrolyse d�une µmoles de L-BApNA par minute 
pour l�activité trypsique. 
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l�aide du kit pNPG7 et trypsiques par la méthode au BApNA. L�ensemble des données a été analysé 

en suivant un modèle d�analyse de variance avec les procédures MIXED et GLM du logiciel 

SAS/STAT (SAS Institute Inc. 1989). Les tests ont été réalisés avec un seuil de rejet de 5 %. 

Aucune mortalité n�a été observée au cours de l�expérience, les poissons ont eu une croissance 

normale. Quel que soit le régime reçu, les activités amylasique et trypsique mesurées dans les viscères 

sont très variables d�un jour à l�autre (Figure III-28). Aucune tendance particulière associée au temps 

n�a pu être discernable à partir du troisième jour, mais des variations par unité de masse corporelle des 

activités amylasique et trypsique, liées au régime, ont pu être observées. Les activités amylasiques 

moyennes ont été significativement plus faibles chez les poissons recevant un régime sans amidon, 

AM0/15, mais aucune différence n�a été perceptible entre les animaux témoins et ceux nourris avec de 

l�amidon, AM30/15 (Figure III-29). 
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Figure III-29 Influence du régime alimentaire sur les activités amylasiques et trypsiques par unité de 

masse corporelle chez S. melanotheron. Une unité correspond à une unité pNPG7 pour 
l�amylase et à l�hydrolyse d�une µmole de L-BApNA par minute pour l�activité trypsi-
que. Les astérisques indiquent les valeurs pour lesquels une différence significative (α = 
0,05) a été observée. 
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Chapitre IV DISCUSSION GÉNÉRALE 

IV.1 Études zootechniques 

IV.1.1 La détermination des besoins énergétiques 
Le premier protocole réalisé, dont l�objectif est de déterminer les besoins alimentaires en 

énergie pour chacune des espèces de poisson étudiées, a été défini sur la base de la distribution d�un 

aliment totipotent dans lequel l�essentiel des apports alimentaires en énergie est d�origine protéique. 

Cet aliment a permis de définir les conditions d�une alimentation de juvéniles de tambaqui, qui permet 

une croissance optimale et une accrétion protéique maximale. Le contenu en protéine de l�aliment 

n�étant pas limitant, le plafonnement observé des performances, pour le taux de rationnement le plus 

élevé, ne peut être lié à la régulation naturelle de la quantité maximale ingérée en fonction du contenu 

énergétique de l�aliment, habituellement observée chez le poisson (Boujard 1999). Le taux de ration-

nement le plus élevé n�a pas permis d�augmenter le rendement des protéines ingérées, mais a seule-

ment induit une augmentation de l�accrétion lipidique, ce qui permet de conclure que les conditions 

maximales d�accrétion protéique ont été atteintes. Une ration plus importante, et de ce fait un apport 

énergétique supplémentaire, n�aboutirait qu�à une augmentation de la fixation lipidique et entraînerait 

une perte de rendement de l�aliment ingéré, notamment vis-à-vis des protéines. Dans ce protocole les 

conditions d�un rendement maximal avec une croissance optimale se sont trouvées réunies et ont donc 

permis d�estimer les besoins alimentaires en énergie des juvéniles de tambaqui. 

Quelle que soit l�espèce de poissons étudiée dans ce travail, aucun effet négatif n�a été observé 

en liaison avec l�utilisation de l�aliment. Les taux de croissance obtenus ont été corrélés positivement 

avec la quantité d�aliment distribuée et sont comparables à ceux déjà mesurés sur les mêmes espèces 

ou des espèces voisines (Tableau IV.1). Si les informations disponibles sur les mêmes espèces ont été 

obtenues avec des aliments dont le contenu énergétique a été du même ordre que celui de l�aliment 

utilisé dans le présent travail (19,2 � 20,3 kJ.g-1 EB), les expériences ont le plus souvent été réalisées 

avec des taux de rationnement ad libitum. Cette différence de méthode ne permet malheureusement 

pas de comparer les résultats en tenant compte des quantités d�aliments effectivement distribués. Hor-



Chapitre IV Discussion générale 

134 

mis le tambaqui pour lequel des mesures n�ont pas été réalisées à taille strictement analogue, et la 

comparaison entre les deux silures africains, H. longifilis et C. gariepinus, les taux de croissance spé-

cifiques en masse fraîche et en masse protéique publiés et ceux observés dans ce travail sont voisins. 

Tableau IV.1 Taux de croissance spécifique en masse fraîche et en masse protéique observée chez 
les différentes espèces étudiées dans les conditions optimales de croissance. Les va-
leurs observées pour C. gariepinus sont donnés à titre indicatif pour comparaison avec 
les deux silures étudiés dans ce travail. 

Espèce 

Masse 

initiale 

(g) 

Durée 

(jours) 

TCS  

corporel 

(%.jour-1) 

TCS  

protéique 

(%.jour-1) 

Références 

C. macropomum 2,0 28 6,7 6,8 ce travail 

 1,0 44 7,4 8,2 233 

 8,4 18 5,5 5,5 95 

O. niloticus 8,9 21 4,1 4,8 ce travail 

 8,0 49 3,3 - 111 

O. niloticus x O. aureus 4,6 56 2,6 2,5 228 

S. melanotheron 7,3 42 2,1 2,0 ce travail 

H. longifilis 6,0 35 4,3 4,1 ce travail 

C. gariepinus 6,8 28 6,9 7,2 102 

S. glanis 8,5 35 3,6 4,0 ce travail 

D�une espèce à l�autre, nourries avec un même aliment, les différences portent à la fois sur le 

taux de croissance spécifique en masse fraîche et celui en protéines. Pour les espèces considérées, la 

relation entre le taux de croissance spécifique en protéines et celui en énergie est quasiment linéaire 

(Figure IV-1). Ceci indique une augmentation concomitante de la masse protéique et de l�ensemble 

des dépôts énergétiques corporels. Les résultats de taux de croissance spécifique du contenu énergéti-

que publiés sur les mêmes espèces ou des espèces voisines sont plus importants pour un même taux de 

croissance spécifique de la masse protéique. Cette différence ne peut être associée qu�à un dépôt 

d�énergie non-protéique plus important indiquant une mauvaise utilisation de l�énergie d�origine non-

protéique fourni dans l�aliment (Luquet & Moreau 1989). 
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Figure IV-1 Relation entre le taux de croissance spécifique en protéines et en contenu énergétique 
observée pour chacune des espèces étudiées (motifs pleins) et décrite pour ces mêmes 
espèces ou des espèces voisines (motifs ouverts) : C. macropomum (losange), O. niloti-
cus (triangle), S. melanotheron (rond), H. longifilis (carré) et S. glanis (croix). Données 
publiées pour : a C. macropomum (Hernández et al 1995), b O. niloticus x O. aureus 
(Tung & Shiau 1993), c idem (Chou & Shiau 1996) et d C. gariepinus (Hogendoorn 
1983). La ligne médiane est la droite d’équation y=x. 

L�utilisation d�un même aliment avec des taux de rationnements différents conduit à une mo-

dification des apports en vitamines, minéraux et acides gras essentiels qui peuvent limiter la croissance 

pour les taux de rationnement les plus faibles ou de lipides qui peuvent favoriser l�engraissement pour 

les taux de rationnement les plus importants. Chez un silure du Viêt-nam, un test a été réalisé en dou-

blant ces apports pour un taux de rationnement correspondant à TR5, aucune différence significative 

entre la croissance et la fixation de protéines n�a été observée (Hùng 1999). Chez le tilapia du Nil, des 

altérations de la croissance associées à des apports lipidiques trop importants (env. 25 %) ont été men-

tionnées pour des apports en énergie alimentaire exclusivement constitués de protéines et de lipides 

(Shimeno et al 1993). La teneur en lipides (env. 12 %) de l�aliment utilisé dans ce travail peut paraître 

élevée et être à l�origine de l�augmentation de dépôts lipidiques pour les taux de rationnement les plus 

importants. Chez le tilapia hybride, O. niloticus x O. aureus, le contenu optimal de lipides conseillé 

pour l�aliment est de 12 % (Chou & Shiau 1996). Shimeno et al. (1993) n�ont observé de différence 

significative que pour des apports lipidiques plus élevés, environ 25 %, et il est donc peu probable que 

la teneur en lipides de l�aliment utilisé dans ce travail a eu un effet, alors qu�aucune chute de crois-
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sance n�a été observée aux taux de rationnement les plus importants. Les teneurs en micro-nutriments 

et en graisse de l�aliment utilisé dans cette expérimentation ne peuvent être à l�origine d�un biais dans 

les variations de croissance ou de dépôts lipidiques constatés chez les poissons, par contre le dévelop-

pement d�études portant sur le contrôle alimentaire des dépôts lipidiques nécessiterait l�utilisation d�un 

aliment composé à base de farine de poisson dégraissée. 

La méthode utilisée ici repose sur l�utilisation des protéines comme seule source de substrat 

énergétique, mais doit néanmoins tenir compte de l�impact de ce choix sur les dépenses énergétiques 

associées à la prise d�aliment, c�est à dire l�extrachaleur. Si pour les Mammifères et les Oiseaux, 

l�extrachaleur est plus importante quand la quantité de protéines ingérée augmente, chez la truite cette 

dépense est beaucoup plus faible et aucune différence n�a été observée entre l�ingestion de protéines 

ou celle de glucides, seule l�ingestion plus importante de lipides a entraîné une diminution sensible de 

cette dépense (Smith et al 1978). Les résultats obtenus par cette méthode sont donc comparables à 

ceux qui ont pu être obtenus sur la base de la distribution d�un aliment de type commercial dont le 

contenu énergétique est fourni par un mélange de protéine, de lipides et de glucides, avec une teneur 

en lipides d�environ 10 %, telle que préconisée pour ces espèces (N.R.C. 1993). Des expérimentations 

analogues ont été réalisées sur des espèces de poissons d�eaux chaudes, le poisson-chat américain, le 

tilapia ou l�ombrine, Sciaenops ocellatus (Gatlin III et al 1986 ; Belal et al 1992 ; Mc Googan & Gat-

lin III 1998). Ces auteurs ont observé une réponse saturante en terme de dépôts protéique et énergéti-

que chez les poissons. Utilisant un aliment avec un rapport protéino-énergétique convenable, ils ont 

abouti à une estimation des besoins en protéines et énergie en accord avec les valeurs préconisées pour 

ces espèces. Avec 958 kJ ED.kg-1.j-1 pour des ombrines de 5,5 g, les données obtenues par McGoogan 

et al. (1998) sont comparables aux résultats obtenus dans le présent travail. 

Toutes espèces confondues, les besoins alimentaires en énergie sont compris entre 900 et 

1300 kJ EB.kg-1.j-1 ou 850 et 1200 kJ ED.kg-1.j-1, avec une contribution des protéines représentant 21 à 

47 % de l�énergie digestible. Si les besoins énergétiques les plus importants sont obtenus pour le tam-

baqui dont le taux de croissance spécifique a été le plus élevé (7,10 %.jour-1), ces besoins diffèrent 

sensiblement entre des espèces dont les taux de croissances mesurés sont très proches, comme c�est le 



Chapitre IV Discussion générale 

  137 

cas du tilapia du Nil et des deux espèces de silure H. longifilis et S. glanis. Chez ces derniers, les taux 

de croissances spécifiques en masse protéique, sont du même ordre que pour le tilapia du Nil. Il sem-

ble donc, qu�à apport protéique équivalent, le rendement en protéines des silures soit meilleur que 

celui du tilapia. Entre les deux espèces de tilapia dont les taux de croissance diffèrent de près de 30 %, 

on constate logiquement une différence entre les besoins, mais seulement de 25 % alors que les diffé-

rences de taux de croissance en masse protéique sont plus élevés. À croissance protéique équivalente 

les besoins énergétiques du tilapia du Nil sont plus faibles, ce qui se traduit notamment par une fixa-

tion moins importante de lipides corporels (Figure IV-2). D�une espèce à l�autre les besoins énergéti-

ques semblent donc étroitement dépendants de leur rendement pour la fixation des protéines ingérées 

et de leur aptitude à fixer simultanément plus ou moins de graisses. 

 

Figure IV-2 Relation observée entre taux spécifique de croissance le masse protéique et 
lipidiques chez le tilapias, O. niloticus (triangle) et S. melanotheron (cercle) 
avec une alimentation sans amidon (formes pleines) et avec amidon (formes 
creuses). Les nombres, 0 à 40, indiquent les apports en amidons (g.kg-1.j-1) 
correspondants à chaque point. 

IV.1.2 Détermination des substrats métabolisables 
L�analyse en calorimétrie indirecte a permis la détermination et la quantification des substrats 

énergétiques susceptibles d�être utilisés par les poissons. Pour les deux espèces étudiées, les protéines 

sont toujours utilisées pour la fourniture d�énergie, mais une utilisation apparente des glucides a aussi 

été observée. Pour l�atipa comme pour le tilapia, l�utilisation des glucides peut être associée à une 
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synthèse apparente des lipides, car les quantités de carbone nécessaires à la synthèse de ces lipides 

sont très inférieures à celles correspondant aux glucides « consommés ». Ceci confirme la contribution 

active des glucides à la fourniture d�énergie et non une simple transformation de l�amidon ingéré en 

matière grasse. Pour le tilapia, la contribution des glucides est étroitement dépendante des apports 

alimentaires en lipides. Ces dernières observations indiquent l�existence, chez les poissons comme 

chez d�autres animaux, d�une relation étroite entre le métabolisme des glucides et celui des lipides. De 

telles interrelations ont été observées chez la carpe (Shimeno et al 1995), la truite (Brauge et al 1994) 

ou des hybrides de tilapias (Lin & Shiau 1995). Chez le tilapia du Nil comme chez d�autres espèces, 

l�activité des enzymes de la glycolyse est inversement corrélée au rapport lipides/glucides de 

l�aliment, mais aucun effet dépressif supplémentaire n�est observé avec des aliments exempt de gluci-

des (Shimeno et al 1993). Les résultats obtenus chez S. melanotheron montrent une diminution de la 

contribution des glucides avec l�augmentation des lipides ingérés et une forte synthèse apparente de 

glucides quand aucun complément en lipides n�est présent dans l�aliment, en accord avec les observa-

tions de Shimeno et al. (1993). Pour S. melanotheron comme pour O. niloticus, les glucides peuvent 

constituer un substrat de choix pour la fourniture d�énergie, mais leur utilisation peut être fortement 

altérée quand les apports lipidiques sont trop élevés. L�effet négatif d�une alimentation trop riche en 

lipides n�a malheureusement pas pu être confirmé par notre étude. 

À l�inverse de l�atipa, une partie de l�azote excrété par l�espèce, S. melanotheron, a été élimi-

née sous forme d�urée. Pour un autre tilapia du même genre, S. mossambicus, les quantités d�azote 

excrétées sous forme d�urée ont été estimées comme insignifiante (Brafield 1985). Chez O. niloticus, 

Kaushik et al. (1995) prennent en compte l�urée dans l�estimation de l�excrétion azotée sans toutefois 

donner d�indication sur la proportion de l�urée dans le total de l�azote excrété. Pour S. melanotheron, 

l�urée représente, selon le régime reçu, entre 5 et 30 % de la quantité totale d�azote excrétée dans les 

13-14 heures qui suivent la prise du repas. Si l�incidence de la formation d�urée sur la production 

d�énergie à partir du catabolisme protéique est négligeable (0,3 à 1,8 % de l�énergie produite), la non-

prise en compte de l�urée dans le calcul des quantités de lipides oxydés peut par contre entraîner une 

erreur de 2 à 12 % qui est de l�ordre de la qualité des estimations que l�on peut attendre en utilisant la 
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méthode de la calorimétrie indirecte. Avec S. melanotheron, aucune tendance sensible n�a été observée 

entre la quantité d�urée excrétée et le régime, et donc la quantité de protéines qui a été reçue par 

l�animal. Ces résultats sont en accord avec les observations réalisées chez la truite, espèce pour la-

quelle le niveau d�excrétion de l�urée est indépendante des repas (Kaushik 1980), ou les résultats obte-

nus sur le flet (Kikuchi et al 1992). 

IV.1.3  Effet de l’incorporation d’amidon dans l’aliment 
Les données de calorimétrie ont indiqué que les glucides peuvent être utilisés par le métabo-

lisme oxydatif pour la production d�énergie, que ce soit chez l�atipa ou le tilapia. Les quantités utili-

sées sont très largement supérieures à celle de lipides qui a pu être synthétisée dans certains cas. Les 

glucides ingérés contribuent donc à la couverture des besoins énergétiques chez ces poissons.   

L�addition d�amidon dans les apports alimentaires journaliers a permis d�augmenter la crois-

sance des poissons recevant un apport fixe en protéines. Cet effet a été maximal avec des apports en 

amidon correspondant à 20 g.kg-1.j-1. Au-delà, l�incorporation d�amidon dans la ration a eu des effets 

néfastes, qui se sont traduits par une diminution significative de la croissance, une augmentation im-

portante de la proportion des lipides dans l�accroissement de masse et une altération des coefficients 

d�utilisation des protéines alimentaires. Par contre l�absence de modification dans l�utilisation des 

lipides alimentaires permet de conclure que l�augmentation du dépôt lipidique est principalement liée 

à la quantité d�amidon reçu. Des effets analogues de l�incorporation d�amidon dans l�aliment sur les 

dépôts lipidiques corporels ont été observés chez de nombreuses espèces d�eaux froides, mais aussi 

d�eaux chaudes comme les tilapias (De Silva et al 1991 ; Shiau & Chuang 1995), les silures (Hùng 

1999) ou la carpe (Shimeno et al 1995). Cependant, ces observations peuvent être masquées par 

l�utilisation des lipides en substitution à l�amidon dans un régime isoprotéique (Erfanullah & Jafri 

1998). Chez les larves de tilapias (460 mg), ce phénomène est beaucoup plus marqué avec une incor-

poration de glucides sous forme d�amidon que sous forme de glucose moins bien utilisé par le poisson 

(Tung & Shiau 1991). L�induction des enzymes de la lipogenèse a aussi été observée chez le tilapia et 

la carpe suite à l�ingestion de quantité croissante de glucides (Shimeno et al 1995). 
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Sur l�ensemble des expériences de croissance réalisées chez les deux espèces de tilapias, des 

taux de croissance en masse protéique analogues ont été observés et comparés aux taux de croissance 

en lipides mesurés simultanément (Figure IV-2). À jeun, les pertes en protéines et lipides sont identi-

ques pour les deux espèces, alors que chez les animaux nourris, les taux de croissances en protéines les 

plus élevés ont été obtenus avec O. niloticus et des taux identiques chez S. melanotheron, recevant ou 

non de l�amidon. En présence d�amidon dans la ration, le taux de croissance en lipides des S. melano-

theron est plus important pour un même taux de croissance en protéines. Cependant, des apports en 

amidon limités à 20 g.kg-1.j-1, soit 87 % de l�énergie digestible fournie sous forme de protéines, per-

mettent de maintenir un taux de croissance en protéines optimal analogue à celui observé avec 

l�aliment plus riche en protéines chez la même espèce. 

Le choix de la qualité des protéines joue aussi un rôle primordial dans l�estimation des besoins 

en protéines. La fourniture d�une source de protéine de meilleure qualité peut conduire à une diminu-

tion sensible des besoins apparents, hormis les problèmes liés à des effets anti-nutritionnels connus 

comme pour le tourteau de soja. Chez C. gariepinnus, Stibranyiová et Párová (1996) n�observent plus 

de différence de croissance entre deux régimes à 45 et 35 % de protéines brutes si, dans le dernier 

régime, la qualité des protéines est améliorée par un ajout d�acides aminés. Ainsi, la comparaison sen-

su stricto des résultats obtenus entre différentes expérimentations n�est possible que pour des expéri-

mentations dans lesquelles les apports en protéines sont de même qualité. 

Avec un apport constant en protéines, l�ajout d�amidon dans la ration a permis d�accroître les 

quantités de protéines fixées chez S. melanotheron. L�incorporation d�amidon dans la ration a donc un 

effet d�épargne protéique. Pour des apports en amidon limités, représentant 1,3 à 2 fois la quantité de 

protéines ingérées, l�amidon peut donc contribuer à l�amélioration de l�utilisation de l�aliment. 

IV.2 Comparaison des amylases de tilapias 

IV.2.1 Purification et caractérisation 
Le protocole proposé a permis la purification des amylases pancréatiques chez deux espèces 

tilapias, O. niloticus et S. melanotheron. Le tissu pancréatique ne constituant pas un organe isolé, 
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l�activité amylasique correspondant à l�enzyme secrétée par ce tissu a été extraite à partir de viscères 

de la cavité abdominale regroupant le tube digestif, le foie et la masse adipo-mésentérique péri-

intestinale. Dans tous ces « organes », la nature des activités amylasiques correspond à celle observée 

dans la lumière intestinale. Dans le présent travail, aucune activité amylasique significative n�a été 

observée dans l�estomac de chacun des deux tilapias. Pour d�autres auteurs, une activité amylasique a 

été détectée dans l�estomac du tilapia, O. mossambicus, mais pas dans celui de la perche (Fish 1960 ; 

Nagase 1964). Chez O. niloticus, la purification de l�amylase aboutit à une molécule de plus petite 

taille que celle de l�intestin (Yamada et al 1996). Ces observations sur une amylase stomacale pourrait 

être dues à une contamination de la cavité de l�estomac par du suc intestinal en raison d�un moins bon 

isolement des cavités gastriques et intestinales chez ces espèces qui, pendant longtemps ont été consi-

dérées comme n�ayant pas d�estomac (Fänge & Grove 1979). L�enzyme amylasique décrite par Ya-

mada et al. (1996) serait un produit d�hydrolyse partielle et toujours actif de l�amylase pancréatique 

secrétée dans l�intestin. La connaissance complète de la séquence de ces enzymes devrait permettre de 

conclure à cet égard. 

Tableau IV.2 Tableau synoptique des principales caractéristiques des α-amylases purifiées à 
partir des viscères de deux tilapias, O. niloticus et S. melanotheron. 

O. niloticus  S. melanotheron 
Caractéristiques 

Isoforme A Isoforme B  Isoforme A Isoforme B 

Masse moléculaire (kDa) 56,6  55,5 

pI 7,8 8,2  8,3 8,8 

Deux formes d�activité amylasique d�origine pancréatique sont identifiables par isoélectrofo-

calisation chez les deux espèces de tilapias étudiées. Cependant, aucune méthode de purification n�a 

permis un isolement irréversible de chacune de ces « isoformes ». Pour une même espèce, les isofor-

mes ne sont différentiables ni par leur masse moléculaire ni par leur propriété hydrophobe en HPLC 

sur résine de C18. Le tableau IV.2 rassemble les caractéristiques structurales des amylases purifiées. La 

masse moléculaire des amylases de tilapia est voisine de celles des autres amylases animales (Marchis-

Mouren & Paséro 1967 ; Buonocore et al 1977 ; Ferey-Roux et al 1998). Cependant le pI des amyla-

ses de tilapia est plus élevé (>7), alors que les amylases décrites à ce jour, qu�elles soient animales, 

végétales ou microbiennes ont dans l�ensemble un pI inférieur à 7 à l�exception d�une des isoformes 
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de l�amylase pancréatique humaine. Le pH optimal des amylases de tilapia est de l�ordre du pH de la 

lumière intestinale. La température optimale est apparemment plus basse que celle trouvée chez le 

porc mais plus proche de la température de l�espèce in vivo.  

Pour chacune des amylases, le produit d�hydrolyse est principalement le maltose qui apparaît 

en même temps que le glucose et le maltotriose. Le maltose n�étant pas le seul produit d�hydrolyse, 

ces amylases peuvent être considérées comme des α-amylases, ce qui est confirmé par leur aptitude à 

réagir sur les substrats spécifiques de ces enzymes tels que ceux fournis dans les tests Sigma (Amylase 

Sigma Diagnostics N° 577) qui offrent des extrémités non réduites bloquées et inaccessibles aux 

β-amylases. Le profil en acides aminés des amylases de tilapia a été comparé à celui des amylases 

purifiées chez d�autres vertébrés, et par une analyse en composante principale sans tenir compte des 

teneurs préalablement décrites en cystéine et en tryptophane (Figure IV-3). Les amylases de tilapias se 

distinguent des autres amylases essentiellement par leur teneur en proline et en leucine. Si les teneurs 

en acide glutamique ou glutamine des amylases de tilapia sont élevées, comme pour les amylases pan-

créatiques de porc, les amylases de tilapias s�opposent à celles du porc par une plus faible teneur en 

arginine, tyrosine et phénylalanine. 
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Figure IV-3 Comparaison des profils de composition en acides aminés des amylases de diffé-
rents vertébrés par analyse en composante principale. Projection des variables (A) 
et des observations (B) sur les deux premiers facteurs représentant 64 % de la va-
riance observée. 



Chapitre IV Discussion générale 

  143 

Comme pour les amylases de porc et les amylases humaines, les α-amylases de tilapia sont 

bloquées à leur extrémité N-terminale. Si aucune information n�est disponible pour ces dernières, il est 

probable que cette caractéristique soit liée à la même cause que celle retenue pour l�amylase pancréa-

tique de porc, c�est à dire la présence d�un résidu pyroglutamique à l�extrémité N-terminale de la pro-

téine (Darnis et al 1999). 

Malgré toutes les tentatives réalisées, il n�a pas été possible d�isoler de façon définitive les 

deux isoformes de l�amylase des deux espèces de tilapias étudiées. Seules les isoformes ayant le pI le 

plus bas ont pu être isolées, et la comparaison des caractéristiques de ces formes pures au mélange des 

deux isoformes, n�a pas montré de différence en ce qui concerne la température et le pH optimal 

d�action. La même observation s�applique à l�analyse par spectrométrie de masse du mélange des deux 

isoformes, qui sont considérés comme étant des monomères, comme chez le porc. L�existence d�une 

éventuelle glycosylation peut être écartée ainsi qu�une protéolyse partielle lors de la purification. 

L�amidation des préparations d�amylase conduit à la disparition de l�isoforme A, ainsi qu�une 

perte des charges négatives associées aux groupements carboxyliques libres et donc une augmentation 

du pI des protéines. Ce fait est confirmé par les résultats obtenus avec les préparations d�amylase puri-

fiée, montrant l�apparition d�isoformes de pI plus élevé que celui de l�isoforme B. Les formes multi-

ples ainsi générées peuvent s�expliquer par des différences dans le nombre de groupements carboxyli-

ques ayant effectivement réagi. Toutes ces formes sont encore plus ou moins actives sur l�amidon, 

contrairement à ce qui avait été déjà décrit (Kochhar & Dua 1984), probablement en raison des condi-

tions expérimentales moins dures utilisées dans ce travail. 

Le vieillissement de l�isoforme B se traduit par sa tranformation en isoforme A, voire même 

l�apparition d�autres formes de pI plus bas. Que l�isolement de la fraction correspondant au pI le plus 

élevé soit réalisé par chromatofocalisation ou IEF, l�isoforme B conduit toujours à l�apparition de 

l�isoforme A. Ce phénomène semble « naturel » et produit de manière spontanée. Aucune transforma-

tion de l�isoforme A en isoforme B n�a pu être décelée. Ces observations sont en faveur de 

l�implication de processus aboutissant à une perte de charge positive, telle qu�une déamidation sponta-

née (Reubsaet et al 1998), lors de l�apparition des isoformes. 
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Aucune information, cependant, n�a permis de retenir de manière formelle que l�existence des 

isoformes trouvées corresponde à une réalité in vivo. Si chez les poissons, aucune information précise 

n�est disponible, la présence de deux isoformes a été observée chez le porc (Marchis-Mouren & Paséro 

1967), mais l�analyse des ARN messagers n�a permis de mettre en évidence qu�une seule forme co-

dant pour l�amylase (Darnis et al 1999). L�existence d�isoformes n�est donc liée qu�à des modifica-

tions post-traductionnelles, comme l�amidation ou la décarboxylation de résidu d�acides aminés de la 

protéine. Les observations faites sur les amylases de tilapias sont apparemment en accord avec cette 

hypothèse. 

L�équation qui permet le meilleur ajustement des résultats obtenus dans l�étude de l�hydrolyse 

de l�amylose et de l�inhibition de l�amylase de tilapia par les cyclodextrines correspond à un modèle 

simple ne faisant intervenir qu�une molécule d�inhibiteur. 
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L�effet des cyclodextrines sur l�hydrolyse de l�amylose correspond à une inhibition de type 

non-compétitif. L�effet inhibiteur dépend du degré de polymérisation des cyclodextrines avec par or-

dre d�importance l�α-CD (60 % à 5 mM) la β-CD (60 % à 1mM) et la γ-CD (50 % à 0,2 mM). Ces 

résultats sont du même ordre que ceux obtenus avec l�amylase pancréatique de porc (Koukiekolo et al 

2001). 

IV.2.2 Digestion in vitro de l’amidon 
La stabilité des amylases purifiées de tilapias a permis la réalisation d�un protocole de diges-

tion in vitro avec un suivi sur 24 heures. Quelle que soit la source d�amidon, le produit d�hydrolyse 
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apparaissant dans la phase soluble est majoritairement du maltose, mais avec des quantités non négli-

geables de glucose et de maltotriose. Ces observations confirment que les amylases purifiées dans 

cette étude sont bien des α-amylases. 

En l�absence de moyen permettant l�élimination des produits formés, la vitesse de la réaction 

d�hydrolyse in vitro s�infléchit fortement après 9 heures. Dans cette étude, la concentration en substrat 

a été saturante et la concentration en enzyme telle que l�équilibre de la réaction a été pratiquement 

atteint après 9 heures d�incubation. Dans les conditions saturantes, le temps nécessaire pour obtenir 

l�équilibre ne dépend que du rapport de concentration entre l�enzyme et son substrat et, quel que soit 

ce rapport, les conditions de l�équilibre sont identiques, notamment le pourcentage d�hydrolyse de 

l�amidon. In vivo dans le contenu intestinal, la concentration substrat est toujours saturante 

(Dabrowski 1983). La quantité d�enzyme présente dans le tube digestif a été déterminée chez des pois-

sons recevant 30 g d�amidon.kg-1.j-1, le rapport de concentration entre l�enzyme et le substrat est de 

l�ordre de 2,19 U.mg-1 d�amidon, soit plus de 5 fois le rapport utilisé dans l�étude in vitro. Si 

l�ensemble de l�amylase présente dans l�organisme est secrétée in vivo, le maximum d�hydrolyse de 

l�amidon contenu dans le tube digestif serait atteint en moins de 9 heures, ce qui est de l�ordre de 

l�évaluation du temps de transit mesuré chez le tilapia du Nil ou d�autres espèces de tropicales 

(Moreau 1988a ; Moreau 1996). 

Dans l�expérience de digestion in vitro, où les produits formés ne sont ni éliminés ni transfor-

més, le pourcentage d�hydrolyse observé à l�équilibre ne dépend pas de la concentration de l�enzyme, 

mais de la nature du substrat et de la concentration des produits formés. Entre les amidons de maïs et 

de manioc, l�hydrolyse à l�équilibre est plus importante avec le maïs, alors que les compositions rela-

tives des produits formés sont différentes. Cependant, la concentration de chaque produit d�hydrolyse 

à l�équilibre est beaucoup plus faible avec le manioc qu�avec le maïs. La différence de pourcentage 

d�hydrolyse atteint à l�équilibre pour ces deux amidons ne peut être assimilée à la nature et à la quanti-

té des produits formés mais plutôt à la nature du substrat. Des taux croissants d�hydrolyse ont été ob-

servés avec les amidons de farine basse de riz, de maïs et de manioc. Aucune différence significative 

n�a pu être trouvée entre les deux sources d�amylase et, bien que différentes par leur masse molécu-
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laire et vraisemblablement leur composition en acides aminés, ces deux enzymes ont donc des proprié-

tés cinétiques très proches. 

Avec l�amidon de la farine basse de riz , le taux d�hydrolyse à l�équilibre a été beaucoup plus 

important que pour les autres sources d�amidon. Cette observation a été associée à la mise en évidence 

d�une activité amylasique intrinsèque présente dans cette farine à l�état initial. Dans cette étude de 

digestion in vitro, la nécessité de ne pas altérer l�état de l�amidon n�a pas permis d�envisager un trai-

tement permettant d�obtenir la suppression de l�activité résiduelle par dénaturation chimique ou ther-

mique des enzymes responsables. Aucun test n�a donc pu être réalisé afin de déterminer le rôle de 

cette activité dans le déroulement de l�hydrolyse. Cependant, la farine basse de riz a toujours été 

considérée comme une matière première de bonne qualité permettant une bonne croissance des pois-

sons par rapport à d�autres issues de céréales. Cette qualité particulière peut être associée à l�existence 

d�une activité amylasique intrinsèque dans le produit, ce qui en améliore l�utilisation digestive. Dans 

ce cas, les enzymes responsables de cette activité pourraient être considérés comme des facteurs pro-

biotiques qui auraient la particularité de résister aux premières étapes de la digestion pour agir en sy-

nergie avec les amylases secrétées par le poisson. Une étude plus précise de ce phénomène serait sou-

haitable car elle pourrait permettre de définir des critères d�incorporation d�enzyme dans les aliments 

de poisson agissant comme probiotique dans le but d�en améliorer l�utilisation digestive. 

IV.2.3 Adaptation au régime 
Dès le 3ème jour qui suit le changement de régime, les quantités d�amylases présentes dans les 

viscères de S. melanotheron sont le reflet de la modification des apports alimentaires. Ces observations 

sont en accord avec les résultats observés chez un autre tilapia, O. mossambicus, ou chez la carpe, C. 

carpio (Nagase 1964). Chez S. melanotheron, ce phénomène d�adaptation est plus rapide que celui 

observé chez d�autres animaux tel que le rat pour lequel le temps d�adaptation est d�au moins une se-

maine (Puigserver et al 1986). Chez la carpe, Kawai et Ikeda (1972)  observent une adaptation dès le 

5ème jour qui suit le changement d�aliment. Les résultats obtenus avec S. melanotheron sont aussi en 

accord avec le temps minimal d�adaptation à un nouveau régime d�une journée, requis pour la mesure 

des coefficients d�utilisation digestive chez le tilapia du Nil (Moreau 1996). 
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Avec un régime alimentaire sans amidon, les quantités d�amylase produites par le tilapia ont 

été moins importantes. Aucune différence n�a pu être observée entre les animaux témoins et ceux re-

cevant 30 g d�amidon.kg-1.j-1. Compte tenu de la composition des aliments, les apports en amidon dif-

fèrent principalement entre le régime AM0 et les deux autres. Ainsi, l�absence de différence entre le 

régime AM30 et le régime témoin peut être liée à la similitude apparente des deux régimes quant à la 

quantité d�amidon fournie par chacun d�eux. Pour ce qui concerne l�adaptation de la production 

d�amylase en fonction du régime reçu, les observations réalisées sur S. melanotheron concordent avec 

celles obtenus chez d�autres animaux pour lesquels on observe un corrélation positive entre la teneur 

en amidon de l�aliment et la sécrétion ou la production d�amylase pancréatique. Pour les activités tryp-

siques, aucune différence associée au régime n�a pu être observée. Ce résultat n�est pas en accord avec 

les observations faites préalablement chez d�autres poissons pour lesquels l�augmentation de la teneur 

en protéine de l�aliment entraîne une augmentation de la sécrétion ou de la production de trypsine 

(Nagase 1964 ; Kawai & Ikeda 1972 ; Kawai & Ikeda 1973a ; Péres et al 1996). Dans cette étude, si la 

composition en protéines des aliments n�a pas été identique d�un régime à l�autre, les apports en pro-

téines ont été maintenus constants quel que soit le traitement. Chez les autres animaux, tous les ali-

ments ont été distribués à ration équivalente et l�apport protéique n�a donc pas été équivalent d�un 

régime à l�autre. L�adaptation de la production de trypsine pourrait donc être le reflet de la modifica-

tion des apports en protéines plutôt que de la teneur en protéines dans les aliments. Des tests complé-

mentaires devraient être réalisés afin de déterminer la part de l�effet de la composition en protéines de 

l�aliment et celle de l�apport protéique journalier dans la régulation de la production de trypsine par 

l�organisme.
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
Les besoins énergétiques alimentaires ont pu être déterminés chez cinq espèces de poissons 

tropicaux sur la base de la fourniture d�un aliment totipotent dans lequel l�essentiel de l�énergie a été 

fourni sous forme de protéines. Toutes espèces confondues, les besoins alimentaires en énergie sont 

compris entre 900 et 1300 kJ EB.kg-1.j-1 ou 850 et 1200 kJ ED.kg-1.j-1. Sur ces besoins, la contribution 

des protéines représente entre 20 et 40 % de l�énergie digestible fournie. Les différences entre les be-

soins alimentaires en énergie sont liées à la capacité de fixation de protéines de chaque espèce et à leur 

aptitude à fixer plus ou moins de graisse. 

La méthodologie utilisée dans le présent travail pour déterminer les besoins énergétiques ali-

mentaires repose notamment sur un impact très faible de la croissance sur la dégradation des acides 

aminés. Afin de pouvoir contrôler la pertinence de cette hypothèse, une étude pourrait être réalisée en 

mesurant dans des conditions différentes d�apports protéiques constant, l�impact de la croissance ob-

servée sur l�excrétion azotée. 

L�utilisation de la technique de calorimétrie indirecte a permis de déterminer et de quantifier 

les substrats énergétiques utilisés par les poissons. Chez l�atipa, H. littorale, et le tilapia, S. melanothe-

ron, les glucides alimentaires peuvent être utilisés par le métabolisme oxydatif pour la couverture des 

besoins énergétiques. Chez le tilapia, l�utilisation des glucides est étroitement dépendante des quanti-

tés de lipides ingérées. 

L�incorporation d�amidon dans l�aliment du tilapia permet une augmentation significative de 

la fixation des protéines à apport en protéines alimentaires équivalents. L�amidon a un rôle d�épargne 

protéique chez cette espèce. Incorporé à l�aliment destiné aux tilapias, dans une proportion représen-

tant 87 % de l�énergie digestible proposée sous forme de protéines, l�amidon permet de maintenir un 

taux de fixation optimal des protéines. 

Chez chacune des deux espèces de tilapias étudiées, une α-amylase a pu être purifiée à partir 

des organes de la cavité abdominale susceptibles de contenir du tissu pancréatique exocrine. Comme 

chez la plupart des espèces animales pour lesquelles les amylases pancréatiques ont pu être purifiées, 
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deux isoformes ont été trouvées chez les deux espèces. À l�exception de leur pI, aucune autre diffé-

rence n�a pu être mise en évidence entre les isoformes. D�une espèce à l�autre, les propriétés des 

α-amylases de tilapias sont très voisines. Elles se distinguent par leur masse moléculaire, leur pI et leur 

composition en acides aminés. Voisine de 55 kDa, la masse moléculaire des amylases de tilapias est 

très proche de celles des autres Vertébrés. Le pH optimal des amylases de tilapia est de l�ordre de celui 

de la lumière intestinale des poissons et comparable à celui des amylases pancréatiques de Mammifè-

res. La température optimale est apparemment plus basse que chez le porc mais plus proche de la tem-

pérature in vivo. 

Aucune information n�a permis de montrer de manière formelle que l�existence des isoformes 

observées en laboratoire par IEF ou par chromatofocalisation corresponde à une réalité physiologique, 

et les études ultérieures sur les α-amylases de tilapias pourront être réalisées à partir de préparation 

renfermant les deux isoformes de chaque espèce. 

Les études cinétiques réalisées sur les α-amylases des deux tilapias ont donné les mêmes résul-

tats. L�hydrolyse de l�amylose catalysée par les deux amylases est inhibée par les cyclodextrines au 

même degré. L�inhibition est de type non compétitif. L�effet inhibiteur des cyclodextrines est corrélé 

positivement à leur degré de polymérisation. Le comportement des α-amylases de tilapias en présence 

de cyclodextrines est similaire à celui de l�α-amylase pancréatique de porc. 

Le taux maximal d�hydrolyse des amidons de maïs et de riz par les amylases de tilapia est pro-

che de 50 %. Cependant pour celui de manioc, l�extension du niveau d�hydrolyse reste très limitée. 

Une activité amylasique intrinsèque a été observée dans la farine basse de riz. Celle-ci, active dans les 

conditions physiologiques, peut contribuer à la bonne utilisation de ce type de denrée alimentaire par 

les poissons tropicaux. 

Aucune différence n�a pu être mise en évidence entre les propriétés fonctionnelles des 

α-amylases issues des deux espèces de tilapias, que ce soit dans le cas de l�hydrolyse de substrat puri-

fié ou de l�amidon contenu dans des produits commerciaux destiné à l�alimentation. 
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Les tilapias comme les autres animaux, sont capables d�ajuster la production d�amylase en 

fonction de la quantité d�amidon fourni par l�aliment. Le processus est achevé en moins de trois jours. 

Cette régulation apparente indique que la production d�amylase digestive chez ces poissons est le pro-

duit de processus physiologiques associés à l�utilisation de l�amidon et que l�amylase ne peut être 

considérée comme un agent d�hydrolyse passif, non contrôlé par l�organisme. Pour la trypsine, la pro-

duction d�enzyme par le poisson semble plus dépendante des apports protéiques journaliers que de la 

teneur en protéines de l�aliment. 

Les besoins énergétiques alimentaires des poissons tropicaux peuvent être couverts pour partie 

par de l�amidon. Les limites d�utilisation de l�amidon correspondent plus à une adéquation des apports 

énergétiques aux besoins rééls qu�à une limitation physiologique de ce substrat. L�origine de l�amidon 

a plus d�importance que l�espèce à laquelle il est destiné pour son utilisation comme source d�énergie 

alimentaire. Les tilapias sont dotés d�un équipement enzymatique ayant des propriétés proches de celui 

des Mammifères, qui permettant une bonne digestion de l�amidon ingéré. 
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1.  Indirect calorimetry method to study energy metabolism of an air-breathing fish, Hoplosternum litto-
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2. Postprandial utilization of energy substrates by a tropical catfish, Hoplosternum littorale: indirect calo-
rimetry analysis. 

3.  Absolute feeding design, a realistic way for fish nutrient requirement determination. 

4. Starch digestion in tropical fishes: isolation, structural studies and inhibition kinetics of α-amylases 
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Abstract

Ž .�-Amylases from the intestinal cavity of two tilapia species, Oreochromis niloticus ONI-AMY and Sarotherodon
Ž .melanotheron SME-AMY , were purified using ammonium sulfate precipitation, affinity chromatography and chromato-

focusing procedures. The purification was approximately 100-fold. The amylolytic activity, specific activity, product
distribution, pH and temperature profile of ONI-AMY and SME-AMY are quite similar. The molecular mass differs

Ž . Ž .slightly: 56 600 ONI-AMY vs. 55 500 SME-AMY . As shown by isoelectric focusing analysis, both amylases contain
Ž . Ž . Ž . Ž .two isoforms A and B with distinct p I: 7.2 A and 7.8 B , vs. 8.3 A and 8.8 B , respectively. It was not possible to

isolate B, since B converts into A with time. The kinetics of the inhibition of ONI-AMY and SME-AMY activity by �-,
Ž .�- and �-cyclodextrin �-, �- and �-CD were investigated using amylose as the substrate. Statistical analysis of the

kinetic data expressed using a general velocity equation and assuming rapid equilibrium showed that the inhibition is of
the mixed noncompetitive type. Similar results were obtained with ONI-AMY and SME-AMY. �- and �-CD are
stronger inhibitors than �-CD. ONI-AMY and SME-AMY are then closely related and show the general features

Ž .common to the members of the �-amylase class family 13 . They enable ONI and SME tilapias to digest starch in food.
� 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Fish farming is of special interest as a means of
food production, especially in developing coun-
tries, where animal proteins are urgently needed.
The general aim of our study is to determine
which diet yields optimum fish growth and to
what extent carbohydrate, in the form of starch in
particular, can be used to replace protein in the

Ždiet as an energy source Luquet and Moreau,
.1989; Moreau et al., 1993 . In the present study,

we addressed the following question: Do fishes,
especially tropical ones such as Oreochromis

Ž .niloticus ONI and Sarotherodon melanotheron
Ž . Ž .SME , contain �-amylase AMY which is active
enough to ensure dietary starch digestion in con-
junction with other digestive enzymes? In the

Žpresent work, amylose, which contains only �- 1
.�4 bonds, was used instead of starch as a

substrate to check amylase activity. Amylase ac-
tivity was first determined in the various organs of
the intestinal cavity. An extraction method was
developed and ONI-AMY and SME-AMY were
purified in various stages. The results of a pre-
liminary study on the purification of the ONI

Žamylase have been previously published Yamada
.et al., 1991 . The results of some structural and

kinetic studies, especially on the inhibition by �-,
�- and �-cyclodextrin, were used to further char-
acterize and compare the �-amylases of these two
species.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Tilapias from the Centre de Recherches
Ž .Oceanologiques in the Ivory Coast Abidjan were´

used: O. niloticus, Bouake strain, and S. melan-´
´ Žotheron, lagune Ebrie strain Pouyaud and Ag-´

.nese, 1995 . They were bred in aquariums and fed
Ž � .a commercial diet Aqualim , 45% crude protein

for several weeks until reaching an average mass
of 50 g. The contents of their intestinal cavity,
except for the spleen and gonads, were collected,
frozen and kept at �20�C before use. The War-
ing blender was purchased from Moulinex �. Ei-
ther Minisart � or Sartorius� membranes were
used for the filtration steps. Sepharose� 6B epoxy
activated gel was from Pharmacia�. The affinity
gel Sepharose� 6B-� CD was prepared according

Žto the manufacturer’s instructions Silvanovich

. � �and Hill, 1976 . Biolyte was from Biorad . �-, �-
and �-cyclodextrin were from Sigma�. Analysis of

Žthese compounds by HPAEC-PAD Dionex sys-
.tem showed the presence of no significant impu-

Ž .rities. Amylose Type III, potato was purchased
from Sigma� , and its degree of polymerization,
DP 4900, was determined on the basis of the

Ž .intrinsic viscosity Chen et al., 1997 . Soluble
Ž .potato starch ref. 101257 and insoluble maize

Ž . �starch ref. 11686 were from Merck . The pro-
tein Bioassay � was obtained from Biorad�. Poly-
buffer � anion exchange gel 94, Polybuffer � 96
and Polybuffer � 74 were purchased from Phar-
macia�. The protease inhibitor cocktail was from

� Ž .Sigma ref. P8340 .

2.2. Methods

Protein concentration was measured using ei-
Ž .ther Bradford’s method Bradford, 1976 or ab-

Ž 1% .sorbance at 280 nm � �25 . SDS-PAGE was280
Ž .performed according to Laemmli 1970 using the

Mini Protean II � apparatus from Biorad�. The
acrylamide concentration was 10% w�v, bis-
acrylamide was 2.67% w�v, and the protein mi-
gration was performed for 45 min at 200 V in the
running buffer previously cooled to 4�C. The gels
were stained with Coomassie Blue CBBR-250
reagent and destained in 10% acetic acid�25%

Ž .ethanol�65% water Thurston and Henley, 1996 .
Isoelectric focusing analyses were carried out us-
ing the same apparatus as for the SDS-PAGE
procedure, with the protocol described by Robert-

Ž .son et al. 1987 . The appropriate pH gradient
was obtained by mixing two solutions, Biolyte�

3�10 and Biolyte� 7�9, in a 40:60 v�v propor-
tion. Isoelectric focusing gels were stained in the
same way as the SDS-PAGE gels after washing
them in order to remove the ampholytic com-
pounds. The N-terminal sequence was analysed
and the amino acid composition determined after
blotting the gel onto a PVDF membrane
Ž � .Biorad . The amino acid sequence was de-
termined according to Edman degradation which
was carried out on an Applied Biosystems Se-
quencer � model 470 according to Hewik et al.
Ž .1981 . The amino acid composition was de-

Žtermined using the PICOTAG method Bi-
.dlingmeyer et al., 1984 . The molecular mass was

determined by MALDI mass spectrophotometry
Žusing the Voyager DE-RP spectrometer Percep-
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. Žtive Biosystems Inc. . The sample 0.7 �l in 50%
.v�v acetic acid was directly mixed on the plate

with an equal volume of sinapinic acid. The
molecular mass was also calculated from the
amino acid composition as described by Delaage
Ž .1968 .

Kinetic experiments were performed at 30�C in
20 mM sodium phosphate pH 6.9 containing 6
mM NaCl and 1 mM sodium azide. More than 10

Žconcentrations of amylose were used 0.06�1.5
�1 .�M; or 0.05�1.6 g l . Reactions were initiated

by adding 0.3 nM �-amylase with or without
Ž .cyclodextrin 5�40 mM to the above medium.

The final volume was 0.5 ml. The reactions were
Žstopped at appropriate time intervals 2, 4 and 6

.min by mixing the preparations immediately with
0.5 ml chilled 0.38 mM sodium carbonate contain-
ing 1.8 mM cupric sulfate and 0.2 M glycine, and
the medium was kept on ice. The reducing power

Žwas determined by reductometry Dygert et al.,
.1965 . Appropriate blanks were prepared at zero

time. All the experiments were repeated three or
four times. The initial velocity was determined
from the slope of the linear part of the kinetic
curves, as calculated by linear regression, which

Žmay be limited to 4 min in a few cases nine
.experimental points .

All the statistical analyses were performed us-
ing either the REG, NLIN or GLM procedure

Žfrom the SAS�STAT software package SAS In-
.stitute Inc., 1989 .

3. Results and discussion

3.1. Tissue localization of amylase acti�ity

Amylolytic activity was checked in several tis-
sues. Each of the organs collected from the in-
testinal cavity of tilapia was homogenized at 4�C

Ž .in a Waring blender 3�1 min with two volumes
Žof the extraction buffer 20 mM sodium phos-

.phate pH 6.9 containing 6 mM NaCl . The homo-
genate was centrifuged for 10 min at 10 000�g
and at 4�C, and the supernatant assayed to de-
termine the amylase activity. Only three tissues
Ž .liver, mesenteric tissue and intestine were found
to contain any significant amount of amylase. No
activity was recovered from the stomach. Al-
though large inter-individual differences in the

Ž �1 �1.total activity 15�48 �mol min g were
observed, the activity was found to be distributed
in roughly equal amounts among all the tissues

Ž .from the eight SME fishes studied Fig. 1 . In
addition, when the intestine was cut into two
halves, similar activity was found to occur in both
parts and no differences were observed depend-
ing on whether the intestinal contents were col-
lected before or after a meal. No significant dif-
ferences were found to exist between SME and
ONI organs.

The IEF analysis and subsequent iodine stain-
ing procedures which were carried out on intes-
tine extract, showed that two active compounds
Ž .possibly isoforms are present in ONI-AMY and

ŽFig. 1. Distribution histogram of amylase activity between liver, intestine and mesenteric tissue from 8 tilapias Sarotherodon
. Ž . Ž . Ž .melanotheron . � Liver, � intestine, grey box mesenteric tissue. The solid line indicates the total activity in each fish. Activities

are given per gram of fresh tissue.
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Fig. 2. Isoelectrofocalization analysis and iodine staining of
Oreochromis niloticus and Sarotherodon melanotheron intesti-
nal extracts. Prior to the amylase detection procedure, the gel
was soaked in 1% starch solution for 12 min at room tempera-
ture. Activity showed up in the form of a clear zone after

Ž .subsequent soaking in 1.3% I �3% KI w�v according to2
Ž .Lacks and Springhorne 1980 . Lane 1, S. melanotheron; lane

2, S. melanotheron; lane 3, O. niloticus; lane 4, O. niloticus. The
amount of sample was adjusted in order to analyze an �-
amylase activity equivalent to 5 nmol min�1 .

SME-AMY, the major one of which, B, is more
Ž .basic than the minor one, A Fig. 2 . The major

ONI-AMY component and the minor SME-AMY
component migrate at approximately the same
position in the gel.

(3.2. Purification of �-amylases ONI-AMY and
)SME-AMY

All the experiments were carried out at 4�C.
ŽFrozen tissue liver, mesenteric tissue and intes-

. Žtine was suspended in the extraction buffer 1:2,
.v�v and homogenized in a Waring blender as

above. The homogenate was centrifuged for 15
min at 10 000�g and at 4�C. The pellet contain-
ing no amylase activity and the lipid upper phase

were discarded and the aqueous phase was col-
lected and lyophilized. The powder thus obtained
was kept at �20�C. In the next step, 500 mg of
lyophilizate were dissolved in 15 ml of 20 mM

Ž .sodium phosphate pH 6.9 containing 1 mM
CaCl , and then filtered through a 0.45-�m mem-2
brane. The insoluble fraction on the filter con-
taining no activity was discarded. The filtrate was
subjected to ammonium sulfate fractionation. Su-
pernatant showing amylase activity was separated
from the 30 % ammonium sulfate precipitate and
finally the enzyme was salted out at 60% satura-

Ž .tion and centrifuged 15 min, 10 000�g at 4�C .
The pellet was solubilized in 5 ml of the above
buffer and dialyzed overnight against 2 l of this

Ž .buffer C60 . In the next step, this fraction was
loaded onto a Sepharose� 6B �-CD column equi-
librated with the same buffer. The column washed

Ž .with this buffer elutes a wide peak fraction I . No
amylase activity was present in this fraction. �-

Ž .Amylase fraction II was eluted by running the
column with 20 ml of the equilibration buffer

Ž . Ž .containing 1% w�v �-CD Fig. 3 . A similar
elution pattern was obtained with ONI and SME
samples. The last step consisted of chromatofo-
cusing fraction II. ONI fraction II and SME frac-
tion II were dialyzed for 36 h against the equili-

Ž .bration buffer 3�2 l, see legend Fig. 4 and
loaded onto the chromatofocusing column. The
column was developed with Polybuffer � , yielding
a pH gradient as indicated in Fig. 4. The elution
pattern contains two active peaks ONI-1 and

Ž . Ž .ONI-2 Fig. 4a , SME-1 and SME-2 Fig. 4b ,
eluting at pH 7.2 and 7.4, pH 8.2 and 8.5, respec-
tively. The amount of each collected fraction as
indicated by the vertical bar depends on the
preparation. The specific activity does not differ

Ž .significantly between ONI-AMY fraction 1 1360 ,
Ž .ONI-AMY fraction 2 1530 , SME-AMY fraction

Ž . Ž .1 1400 and SME-AMY fraction 2 1600 . The
purification factor is 75-fold with a 33% yield in
the case of ONI-AMY and 150-fold with a 21%

Ž .yield in that of SME-AMY Table 1 .

3.3. Comparison of O. niloticus and S. melanotheron
�-amylase: the isoform status

The following two questions were next ad-
dressed in the present study: In what respects do
ONI-AMY and SME-AMY differ? And can we
isolate and characterize A and B isoforms?

SDS-PAGE analysis of fraction ONI-II, ONI-1,
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ONI-2, SME-II, SME-1 and SME-2 showed the
existence of a single major component with a

Žmolecular weight of approximately 55 kDa Fig.
.5a lane 3, 4, 6, 7 . The amino acid compositions of

Ž . Ž .ONI 1�2 -AMY and SME 1�2 -AMY show
Ž . Žsome differences as regards Pro 34-31 , His 17-

. Ž . Ž . Ž .11 , Tyr 11-7 , Leu 37-31 , Ile 27-23 , see Table
2. Ser and Thr which are in part degraded during
acid hydrolysis were not considered. The protein
molecular mass calculated from the amount of

Žeach amino acid worked out at 53.0 kDa ONI-
. Ž .AMY and 51.7 kDa SME-AMY . A more exact

value was obtained by performing mass spec-
trometry analysis, where a narrow peak was ob-
tained, which reflected the mass homogeneity of

Ž .the samples not shown . The value of the ONI-
Ž .AMY molecular mass 56 600 Da is approxi-

mately 1 kDa higher than that of SME-AMY
Ž .55 500 Da . This very closed value show than no

Ž .Fig. 3. Affinity chromatography pattern of ONI �-amylase a
Ž . �and SME �-amylase b . 6B �-CD Sepharose column: h�

110 mm, Ø�16 mm; sample: 171 mg in 31 ml; equilibration
buffer: 20 mM sodium phosphate pH 6.9 containing 1 mM
CaCl elution buffer: 20 ml �-CD 1% in equilibration buffer2;
when indicated; flow rate: 0.4 ml min�1.

Ž .Fig. 4. Chromatofocusing pattern of fraction ONI-II a and
Ž . Ž .SME-II b a PBE 94 column: h�300 mm, Ø�10 mm;

sample: 22 mg in 11 ml equilibration buffer; equilibration
buffer: 25 mM Tris-acetate pH 8.5; elution buffer: PB 96, PB

Ž . Ž .74 and water 3:7:90 with acetic acid pH 5 ; flow rate: 0.3 ml
min�1. Dashed line: pH gradient. Horizontal bars indicate the

Ž .collected fraction. b Same legend as for ONI-II except:
sample: 2.2 mg in 5 ml equilibration buffer; equilibration
buffer: 25 mM ethanolamine-HCl buffer pH 9.4; elution buf-

Ž .fer: PB96 and water 10:90 with HCl pH 7.5.

Ž .non-protein moiety glycosyl,... is present. The
N-terminal residue is blocked in all the isoforms
of both species.

The isoelectric point of ONI-AMY and SME-
AMY was determined exactly using isoelectric
focusing procedures. Two components, A and B,
with p I values of 7.8 and 8.2, respectively, were
found to be present in fraction ONI-1. The SME-1

Ž .values obtained were 8.2 and 8.8 Fig. 5b . In
fraction ONI-2 and SME-2, a single acidic form
Ž . Ž .A , was present p I 7.8 and 8.2 . It emerges that
in both tilapia species, two isoforms A and B are
present, in line with what was found to occur in
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Table 1
Purification of tilapia �-amylases

Purification steps Protein Activity Yield Specific activity Purification
�1 �1 �1Ž . Ž . Ž . Ž .mg �mol min % �mol min mg factor

ONI-AMY
aCrude extract 1840 34 700 � 20 �

bC60 171 28 100 80 160 8
Affinity 22 22 000 63 1000 50
Chromatofocusing
Fraction 1 5.9 8600 25 1460 75
Fraction 2 1.8 2800 8 1530 75
SME-AMY

cCrude extract 750 5700 � 10 �

C60 47 2700 47 60 6
Affinity 2.2 2200 39 1000 100
Chromatofocusing
Fraction 1 0.6 800 14 1400 140
Fraction 2 0.25 400 7 1600 160

a 63 g of fresh tissue.
b60% ammonium sulfate pellet.
c30 g of fresh tissue were used.

Ž .the crude extract Fig. 2 . It seems most likely
that this two forms A and B are coded by a single
gene as described for another fish species, the

Ž .winter flounder Douglas et al., 2000 . Adding a
Ž �1protease-inhibitor cocktail 100 �l g fresh tis-

.sue throughout the purification steps did not
affect the isoform pattern. A and B have the
same molecular mass and functional properties,
and they are distinguishable only by their p I. In
addition, isoform A is stable, whereas during the
experiment a part of B was very probably con-
verted into A in order to reach an equilibrium,
this would explain why A is present in ONI-1 and
SME-1. In ageing experiments lasting for within 2
months, fraction ONI-1 and SME-I were main-
tained in the equilibrium buffer at 4�C, IEF anal-
ysis at the end shows that no B was present any
more. We concluded that in this period of time all
B was converted to A. However, the p I difference
between B and A and the biological significance
of this difference, if any, still remain to be ex-
plained.

3.4. Functional characterization

Insoluble maize starch was digested for 60 min
Ž �1 .at 30�C in the extraction buffer 25 g l with 5

Ž .nM ONI-AMY fraction 1�2 under constant
gentle agitation. A 200-�l sample was taken at
the time indicated, transferred onto ice, cen-

Ž .trifuged 5 min, 5000�g at 4�C to eliminate the

insoluble starch and high molecular weight mal-
todextrins and finally heated for 5 min at 100�C to
eliminate any residual amylolytic activity. Solu-
bilized carbohydrate was analysed by HPAEC-

Ž . Ž .PAD Al Kazaz et al., 1998 . Glucose 18% ,
Ž . Ž .maltose 50% and maltotriose 28% were the

main oligosaccharides detected. The same
products were present, respectively 17%, 49%
and 28%, when starch was digested with SME-
AMY.

Ž .The amylase activity initial velocity was mea-
sured at various pH levels, in the pH 4 to 9 range,

Ž . Ž .using citrate pH 4�8 , phosphate pH 6�8 and
Ž .Tris�HCl buffer pH 6.5�9 , and at saturated

Ž .amylose concentration 1.2 �M . ONI-AMY
Ž . Ž .fraction 1�2 and SME-AMY fraction 1�2
give similar bell shaped profiles. The optimum pH
was found to be 7.0. Still the SME-AMY activity
decreased more slowly, however, with increasing
pH levels. The effects of the temperature on the

Žtwo AMY activities were also determined not
. Ž .shown . The optimum temperature 35�C is iden-

Žtical for ONI-AMY and SME-AMY fraction 1�
.2 . No activity was observed at temperatures above

55�C, and 40% of maximal activity was still de-
termined at 20�C.

3.5. Kinetics of inhibition

The effects of �-, �- and �-cyclodextrin on the
ONI-AMY and SME-AMY catalyzed hydrolysis
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Ž .Fig. 5. Electrophoretic analysis of ONI and SME fractions. a
ŽSDS-PAGE analysis of fraction ONI-II affinity chromatogra-

. Ž .phy , ONI-1 and ONI-2 chromatofocusing , and of fraction
SME-II, SME-1 and SME-2. Lane 1, protein markers; lane 2,
fraction ONI-II; lane 3, fraction ONI-1; lane 4, fraction ONI-2;
lane 5, fraction SME-II; lane 6, fraction SME-1; lane 7,

Ž .fraction SME-2. b IEF analysis of fraction ONI-1 and ONI-2
and SME-1 and SME-2. Lane 1, p I markers; lane 2, ONI-1;
lane 3, ONI-2; lane 4, SME-1; lane 5, SME-2. One microgram

Ž .of each pooled fraction was analysed. The gel 1 mm and the
Žsolution were prepared according to Robertson Robertson et

.al., 1987 using a mixture of Biolyte 3�10 and Biolyte 7�9
Ž .40:60 to establish a pH gradient from 3 to 10 with an higher
resolution between 7 and 9.

of amylose were studied in parallel. The initial
velocity was measured at various substrate con-

Ž� � .centrations S �0.06�1.5 �M in the absence
and presence of inhibitor, �-, �- or �-cyclo-

Ž� �dextrin, at fixed concentrations I �5�40 mM
for �-CD, 1�10 mM for �-CD and 0.1�3 mM for

.�-CD . The initial velocity fits the following equa-
Ž .tion 1 Al Kazaz et al., 1996 , assuming rapid

equilibrium to occur:

� �k Scat� ��� E �0 Ž � � . � �Ž � � .K 1� I �K � S 1� I �Lm 1 i 1 i

Ž .1

In this equation, K and L are dissociation1 i 1 i
� �2 � �3constants. Equations with I , I do not im-

prove the fit between the data and the model
Ž .described by Eq. 1 , whose denominator is of the

� �first order with respect to I . This equation cor-
responds to the following simplest models, which
either involve abortive complexes or are of the

Ž .random type Al Kazaz et al., 1996 :

We have no direct evidence showing the valid-
ity of either model, but it seems most likely that
tilapia AMY behaves like porcine pancreatic �-
amylase, which was found upon performing X-ray
analysis on the complex to bind �-CD at the

Ž .active site Larson et al., 1994 . The random type
model has to be excluded, since this model pre-
dicts that the inhibitor, I, cannot bind at the
active site in the EI complex. The kinetic parame-
ters determined for ONI-AMY were as follows:
k � 1.20 � 103 � 0.04 s�1, K � 0.15�0.21 �cat m

Ž �1 .0.02 �M 0.12�0.17 g l . The K values ob-1 i
tained were 3.03�0.37 mM, 0.55�0.06 mM and
0.18�0.01 mM for �-, �- and �-CD respectively.
The L values obtained were 33.3�8.9 mM,1 i
5.56�0.93 mM and 3.70�0.96 mM for �-, �-
and �-CD, respectively. The parameter values
obtained with SME-AMY were similar, k �cat
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Table 2
aAmino acid composition of ONI-AMY and SME-AMY

Ž .Amino acids Amino acid composition pmol Number of residues in the calculated molecular mass

O. niloticus S. melanotheron O. niloticus S. melanotheron

Aspartic acid 2530 2310 76 74
or Asparagine

Glutamic acid 1470 1350 44 43
or Glutamine

Serine 870 980 26 31
Glycine 2470 2170 74 69
Histidine 350 340 17 11
Arginine 890 860 27 28
Threonine 570 640 11 20
Alanine 960 890 29 28
Proline 1130 970 34 31
Tyrosine 580 530 11 17
Valine 1190 1050 36 34
Methionine 380 350 11 11
Isoleucine 890 720 27 23
Leucine 1020 960 37 31
Phenylalanine 700 600 21 19
Lysine 460 400 14 13
Calc. molecular mass 51 000 51 700

a Compositions were determined in 28 �g for Oreochromis niloticus �-amylase and 21.5 �g for Sarotherodon melanotheron, and
Ž .molecular and the number of residues calculated according to Delaage 1968 .

Ž .Fig. 6. Lineweaver�Burk plots obtained for ONI-AMY a
Ž .and SME-Amy b . Reciprocal plots obtained with variable

amylose concentrations at a fixed �-CD concentration as
indicated in the right part of the graph. This plot was calcu-
lated from �-CD data. The experimental values are averages
of three sets of data.

0.88�103 �0.04 s�1, K �0.16�0.25�0.02 �Mm
Ž �1 .0.13�0.20 g l . The K values obtained with1 i
SME-AMY were 2.40�0.43 mM, 0.35�0.06 mM
and 0.16�0.02 mM for �-, �- and �-CD, respec-
tively, whereas L values obtained were 19.4�4.81 i
mM, 2.44�0.54 mM and 1.55�0.32 mM, respec-
tively. The inhibition is of the mixed noncompeti-
tive type and two types of inhibitory complexes,
EI and ESI, are present. The Lineweaver�Burk
plots drawn up according to the model based on

Ž .Eq. 1 and thus on statistical analysis corroborate
this conclusion. Straight lines were obtained with
slopes increasing with the inhibitor concentration
Ž� � .I �0�40 mM . These lines intersect at a single

Ž .point located in the second quadrant Fig. 6a . �-,
�- and �-CD, each give similar plots. The sec-
ondary plots, slopes and intercept vs. inhibitor

Ž .concentrations, were also linear not shown .
ŽSimilar plots were obtained with SME-AMY Fig.

.6b .
The effects of the inhibitor concentration on

the catalytic efficiency of ONI-AMY are given in
Ž .Table 3. �-CD 1 mM inhibits ONI-AMY by

68%, and �-CD inhibits ONI-AMY catalyzed
amylose hydrolysis to roughly the same extent.
�-CD is about five times less efficient than �- and
�-CD. The results obtained with SME-AMY are

Ž .quite similar Table 3 . The inhibition of porcine
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Table 3
Effects of the inhibitor concentrations on catalytic efficiencies
of ONI-AMY and SME-AMY

Inhibitor Inhibitor k �K Inhibitioncat m
�1 �1Ž .concentration s �M rate

Ž . Ž .mM %

ONI-AMY
No 0 4.62 0
�-CD 5 1.29 72
�-CD 1 1.47 68
�-CD 0.2 3.00 35

SME-AMY
No 0 3.0 0
�-CD 5 0.90 70
�-CD 1 0.83 72
�-CD 0.2 1.22 59

pancreatic �-amylase occurs within approximately
the same concentration range of cyclodextrins
Ž .Koukiekolo et al., 2001 . Although in certain
conditions, cyclodextrins might be hydrolyzed by
porcine �-amylase, in our experiment as shown
by HPAEC-PAD analysis no cyclodextrin hydroly-
sis may be observed.

In conclusion, ONI-AMY and SME-AMY from
tilapia are active �-amylases with similar kcat
values to those of human and porcine pancreatic

Ž�-amylase Al Kazaz et al., 1996; Ferey-Roux et
.al., 1998 . These fishes, which were previously

known to be able to be fed with a high carbohy-
Ždrate content diet Shimeno et al., 1993; Shiau,

.1997 , are certainly able to digest dietary starch
by their own. The present comparisons between
ONI-AMY and SME-AMY showed that although
they differ in their amino acid compositions,
molecular masses and p I, they behave quite simi-
larly from the biochemical point of view.
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Résumé : 
La couverture des besoins énergétiques alimentaires a été étudiée chez des poissons tropicaux utilisés en 
aquaculture et connus pour leur meilleure utilisation de l�énergie non-protéique. Ces besoins ont été éva-
lués, et l�utilisation de l�amidon évaluée comme source potentielle d�énergie alimentaire. Les besoins ont 
été déterminés en fournissant des rations croissantes d�un aliment unique, riche en protéines, ne pouvant 
avoir d�effet limitant. L�utilisation de l�amidon a été étudiée par calorimétrie indirecte et tests de croissance. 
La mise au point de la purification des amylases digestives chez 2 tilapias a permis d�étudier leurs caracté-
ristiques et de les comparer entre elles ou à celles du pancréas de porc. 
La méthode proposée a permis la détermination des besoins énergétiques chez 5 espèces : 2 silures, 2 tila-
pias et le tambaqui. Les besoins sont compris entre 0,9 et 1,3 MJ EB.kg-1.j-1 ou 0,85 et 1,2 MJ ED.kg-1.j-1, 
avec une contribution des protéines représentant 21 à 47 % de l�énergie digestible. Des apports en énergie 
supplémentaire, même sous forme de protéines, ne permettent d�augmenter que l�accrétion lipidique. 
L�analyse par calorimétrie indirecte montre que l�amidon est effectivement utilisé comme source d�énergie, 
et les tests de croissance confirment son effet d�épargne protéique. 
L�α-amylase a été purifiée chez les 2 tilapias, Oreochromis niloticus et Sarotherodon melanotheron. Leurs 
masses moléculaires respectives sont de 56,6 et 55,5 kD. Deux isoformes, A et B, sont présentes chez cha-
que espèce, avec un pI respectif de 7,8 et 8,2 chez O. niloticus, et de 8,2 et 8,8 chez S. melanotheron. 
L�isoforme B est instable et conduit à la formation de l�isoforme A. Les propriétés cinétiques et fonction-
nelles sont très voisines pour chaque isoforme et chaque espèce : pH et température optimales (pH 7 à 
35 °C), Km pour l�amylose et l�amylopectine (0,16 à 0,20 g.L-1), cinétique de l�inhibition par les cyclodex-
trines, produits d�hydrolyse (maltose, glucose et maltotriose) pour différents amidons de maïs, manioc ou 
riz. 
L�ensemble des résultats obtenus indique que l�amidon peut-être utilisé comme source d�énergie alimentai-
res par les poissons tropicaux, dans la limite de leurs besoins énergétiques et de la nécessaire contribution 
des protéines à ces besoins. 
Abstract : 
Dietary energy supply was studied in tropical fish used in aquaculture and known for their better utilization 
of non-protein energy fuel. These needs were evaluated, as well the use of the starch as potential source of 
dietary energy. The needs were estimated by providing increasing rations of a single high protein diet, 
without any limiting effect. The use of the starch was studied by indirect calorimetry and growth experi-
ments. Development of a purification strategy for amylases of 2 tilapias allows to study their characteristics 
and to compare them between species or with those of pig pancreas. 
The suggested method allowed to determine the energy needs for 5 species: 2 silures, 2 tilapias and the 
tambaqui. The needs range between 0,9 and 1,3 MJ GE.kg-1.day-1 or 0,85 and 1,2 MJ DE.kg-1.day-1, with a 
contribution of protein accounting for 21 to 47 % of digestible energy. Additional energy supply, even as 
proteins, will only increase lipid deposition. The analysis by indirect calorimetry shows that starch is actu-
ally used as energy fuel, and growth experiments confirm their protein sparing effect. 
α-amylase of 2 tilapias, Oreochromis niloticus and Sarotherodon melanotheron, was purified. Their respec-
tive molecular mass is 56.6 and 55.5 kD. Two isoforms, A and B, are present in each species, with pI of 7,8 
and 8,2 for O. niloticus, and, 8,2 and 8,8 for S. melanotheron, respectively. Isoform B is not stable and led 
to the formation of isoform A. Kinetic and functional properties are very close for each isoform and each 
species: optimal pH and temperature (pH 7 to 35 °C), Km for amylose and amylopectin (0,16 to 0,20 g.L-1), 
kinetics of inhibition by cyclodextrins, products of hydrolysis (maltose, glucose and maltotriose) from vari-
ous starches, maize, manioc or rice. As a whole, results indicate that starch can be used as dietary energy 
source for tropical fish, within the limit of their energy needs and the necessary contribution of proteins to 
these needs. 
English title: Dietary energy supply in tropical fishes used in aquaculture: Purification and comparison of 
amylases from two tilapias, Oreochromis niloticus and Sarotherodon melanotheron 
Mots clés : Besoins énergétiques, Aquaculture, Tilapia, Silure, Amidon, α-amylase, Purification, Inhibition. 
Keywords : Energy requirements, Fish culture, Tilapia, Catfish, Starch, α-amylase, Purification,Inhibition. 
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