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1 Introduction

1.1 Contexte actuel

D’ici 2050, la population mondiale devrait atteindre neuf milliards d’individus, ce

qui constitue un défi considérable pour I’alimentation. LL’Organisation des Nations Unies

pour l'alimentation et ’agriculture (ONUAA /FAQO)) estime qu'il faudra augmenter la pro-

duction agricole globale de 60% par rapport a la période 2005/2007 pour répondre a la
demande croissante en nourriture [I]. Cependant, cette augmentation de la production
de viande est préoccupante en raison de l'utilisation intensive des terres agricoles pour
I’élevage et la production d’aliments pour animaux. En effet, actuellement, environ un

tiers de la production céréaliére mondiale est destiné a nourrir les animaux [2].

Pour faire face a cette problématique, des recherches sont menées pour trouver d’autres
sources de protéines durables. Parmi les alternatives prometteuses, on trouve la viande
cultivée in vitro [3], les algues |4], et les insectes [5].

Les insectes ont un grand potentiel en tant qu’aliments pour animaux pour plusieurs

raisons :
— Ils sont riches en protéines, en matiéres grasses, en vitamines et en minéraux.

— Ils se caractérisent souvent par une efficacité de conversion alimentaire élevée par

rapport au bétail.
— Ils n’ont pas besoin de beaucoup d’espace pour étre élevés.

— Ils sont appétant pour les volailles et les poissons dont le régime alimentaire dans

la nature est en partie représenté par des insectes.

— Ils sont pour la plupart omnivores et peuvent se développer sur différents substrats.

Les insectes sont donc une solution prometteuse pour valoriser les déchets organiques
de faible valeur et contribuer a la chaine alimentaire animale et humaine [6]. En effet,
ils offrent un double avantage en termes de durabilité. D’une part, ils permettent de ré-
soudre le probléme croissant des déchets organiques générés par les chaines alimentaires
agricoles, la production animale et les ménages, ce qui réduit les empreintes écologiques
négatives associées [0]. D’autre part, les insectes peuvent ainsi contribuer a atténuer la
pression exercée sur les ressources conventionnelles telles que les terres et 1'eau, tout en

réduisant les impacts environnementaux mondiaux et en préservant les écosystémes [5][7].

Au ceoeur de cette exploration des opportunités et des défis de 'utilisation des protéines
animales issues d’insectes dans l’alimentation du bétail, I'utilisation d’Hermetia illucens
comme alternative prometteuse pour ’élevage d’insectes destinés a la consommation ani-

male est intéressante. Cependant, le déploiement d’une telle pratique ne peut étre dissocié



du cadre réglementaire européen en évolution et des exigences en matiére de sécurité ali-
mentaire. Ainsi, la premiére composante explorée se penchera sur les spécificités de cette
espéce d’insecte et sur sa pertinence en tant que source de protéines pour l'alimentation
animale, tout en soulignant son potentiel pour contribuer & la durabilité de la chaine ali-

mentaire.

En paralléle, le paysage juridique européen influence profondément la viabilité de 1'uti-
lisation de protéines animales dans 1’élevage d’insectes. Les normes européennes, établies
dans le but de garantir la sécurité alimentaire et la santé publique, fournissent le cadre
dans lequel de telles pratiques doivent étre intégrées. Ainsi, la deuxiéme composante
explorée se penchera sur les réglementations en vigueur qui faconnent le développement

de 'utilisation des protéines animales d’insectes dans le secteur de ’alimentation animale.

Cependant, pour que l'utilisation des protéines animales issues d’insectes soit plus
durable, il est intéressant d’examiner les sources potentielles de ces protéines. C’est 1a
que les former foodstuffs entrent en jeu. Ces sous-produits de 'industrie agroalimentaire
présentent une opportunité a la fois écologique et économique pour nourrir les insectes
destinés a ’alimentation animale. Ainsi, la troisiéme composante explorée se penchera sur

la valorisation des former foodstuffs dans I’alimentation des insectes d’élevage.

1.1.1 Hermetia tllucens

Hermetia illucens (L. 1758), aussi appelée la mouche soldat noire (MSN]), est un di-
ptére de la famille des Stratiomyidae de couleur noire avec une taille variant de 12 a
20 millimetres . Elle est possiblement originaire du continent américain et s’est ré-
pandue sur tous les continents [§]. Elle est un candidat particuliérement prometteur de

I'industrie de 1’élevage d’insectes qui est en pleine croissance.

Les larves de[MSN| présentent une alimentation trés diversifiée, incluant une variété de
matiéres organiques d’origine végétale et animale [9][10]. Ce qui les distingue particulie-
rement, c’est leur remarquable aptitude a convertir des substrats pauvres en nutriments
en une biomasse riche en protéines, ce qui suscite un intérét commercial croissant autour
de ces organismes [6][10][TT]. Compte tenu de leurs profils nutritionnels intéressants [12],
les larves de la[MSN]|sont une alternative prometteuse aux sources de protéines tradition-
nelles telles que les aliments a base de soja et de poisson dans ’alimentation des porcs,
des volailles et des espéces aquacoles [7]. En outre, leur teneur élevée en matiéres grasses
pourrait servir de source de biodiesel [I3]. Dl aux spécificités de la I’engouement
de la communauté scientifique a connu une augmentation fulgurante, se traduisant par

plus d’un millier de publications au cours des cinq derniéres années [7].



Le cycle de vie de la [MSN]| est composé de 5 stades. Aprés une période d’environ 4
jours, I'ceuf éclos et donne naissance & une larve qui traversera cing stades larvaires en
13 & 18 jours. Durant ce stade, la larve est de couleur blanche et passera de quelques
mm a 2.5 centimeétres de longueur environ. Une fois qu’elle a accumulé assez de
réserve, la larve va se transformer en pré-nymphe (stade prépupal) et devient brun foncé.
La nymphe (stade pupal) s’immobilisera dans un endroit sec avant de se transformer en
mouche et d’arriver au stade adulte. Les adultes ne se nourrissent plus et ont une durée
de vie d’environ 5 a 8 jours, au cours desquels ils se reproduisent. Une fois fécondée, la
femelle pondra alors entre 500 et 900 ceufs (Fig/[L)[14].

Les larves de[MSN| présentent une alimentation trés diversifiée, incluant une variété de
matiéres organiques d’origine végétale et animale [9][10]. Ce qui les distingue particulié-
rement, c’est leur remarquable aptitude a convertir des substrats pauvres en nutriments
en une biomasse riche en protéines, ce qui suscite un intérét commercial croissant autour

de ces organismes [6][10][1T].

PUPAL STAGE
Lifespan: 10 days to months

Lifespan: 5 to 8 days

EGGS - x
Number: 500 to 900
PREPUPAL STAGE
Lifespan: approx. 7 days Hatch time: approx. 4 days

@ 1*tinstar
Life cycle of

H. illucens
§ 2 instar
5% instar

3"" instar

6" instar

LARVAL STAGE
4"’ instar Five instars
Lifespan: 13 to 18 days

FIGURE 1 — Cycle de vie d’Hermetia Illucens [14]

La durée de vie de la MSN ainsi que la vitesse de développement des larves peuvent
étre influencées en fonction des paramétres abiotiques. Plus la température de leur milieu
est élevée, plus les larves ont tendance a se développer rapidement avant d’atteindre un
palier a partir duquel la température devient alors un facteur limitant. Des larves élevées
a une température de 30°C ont affiché un taux de survie supérieur et un développement
plus rapide par rapport a celles élevées a 27°C. Cependant, il est important de noter que
les larves élevées a 30°C ont donné naissance a des adultes de taille réduite qui avaient

une durée de vie plus courte [I5].

Les larves de la MSN peuvent supporter une humidité relative allant de 30%
jusqu’a 99% [12]. En dessous de 30% dfHR] les ceufs se desséchent ce qui entraine une



mortalité accrue et une réduction de I'espérance de vie des larves. Les conditions de dé-

veloppement optimales d’ Hermetia illucens sont une température comprise entre 25°C et
27°C associée a une de 60% a 70% [12][16].

Les parameétres du substrat comme '’humidité ont aussi leurs importances dans le dé-
veloppement des larves. Un taux d’humidité de 50% conduit & des larves plus petites et a
une croissance plus lente que si le substrat est a 70% d’humidité. Si ’humidité du substrat
est diminuée a 30% cela entraine une forte mortalité des larves et empéche les larves de

passer au stade de pré-pupe. L’humidité idéale du substrat se situe donc aux alentours de

70% [12][17).

L’impact de la lumiére au cours du cycle de vie d’ Hermetia illucens n’est pas le méme
en fonction du stade ou elle se trouve. En effet, les larves fuient la lumiére alors que les

mouches en ont besoins pour se reproduire. L’intensité lumineuse optimale se situe entre
135 et 200 pmol.m?.s7 [12].

1.1.2 Normes européennes

Au cours des 20 derniéres années, des lois européennes sur la production animale ont
vu le jour afin de controler ce secteur. Les producteurs d’insectes doivent se conformer
aux mémes régles générales que celles qui s’appliquent aux industriels d’autres secteurs
alimentaires. Ces lois régissent les conditions dans lesquelles les exploitants du secteur de
I’alimentation humaine et animale, tels que les producteurs d’insectes, peuvent produire et
commercialiser leurs produits dans I’Union européenne . Les décideurs politiques de
1IUE] ont notamment adopté un ensemble de textes législatifs qui définissent des principes
généraux et des normes dans le domaine de la sécurité des denrées alimentaires et des

aliments pour animaux [I8][19][20].

— Les producteurs d’insectes destinés a ’alimentation animale (c’est-a-dire le bétail
d’élevage, 'aquaculture ou les aliments pour animaux de compagnie) doivent étre
enregistrés en tant qu’exploitants du secteur de l'alimentation animale auprés de

leurs autorités nationales compétentes [20].

— Les aliments qui peuvent étre donnés aux animaux dits d’élevage (c’est-a-dire aux
animaux élevés pour la production de denrées alimentaires pour I’homme), aux
animaux élevés afin de nourrir d’autres animaux ou aux animaux élevés pour leurs
produits dérivés (par exemple, la laine ou les peaux) sont soumis & des restrictions.
Celles-ci s’appliquent donc également aux insectes destinés a ’alimentation animale
qui sont principalement nourris & base de matiére d’origine végétale. Seul le lait,
les ceufs, le miel, les graisses fondues ou les produits sanguins provenant d’animaux

non ruminants font office d’exceptions pour les matiéres d’origine animale [21].

— D’un point de vue du bien-étre animal, les animaux invertébrés (donc les insectes) ne



font pas partie du champ d’application de la législation européenne sur le bien-étre
animal [22].

— Les insectes et leurs produits dérivés, a l'exclusion des insectes vivants, qui sont
destinés a étre utilisés dans 'alimentation animale, sont considérés comme des sous-
produits animaux. Un sous-produit animal correspond a des produits issus d’ani-
maux qui ne sont pas destinés a la consommation humaine. Cette qualification en-
traine une série d’obligations pour les producteurs. Par exemple, les insectes doivent
étre transformés dans des établissements spécifiquement agréés a cet effet. Une telle
procédure est nécessaire pour évaluer que les risques biologiques potentiels associés

a ces produits sont gérés de maniére appropriée par le producteur [23][24].

— Afin d’empécher I'introduction dans I’environnement d’espéces susceptibles de me-
nacer la biodiversité ou les écosystémes environnants, lors de libération accidentelle
d’insectes d’élevage, les producteurs européens d’insectes doivent se conformer & la
législation environnementale de 1{UE] notamment au réglement (UE) n° 1143/2014

qui restreint les espéces d’insectes admissibles a des fins d’élevage [25].

L’Autorité Européenne de Sécurité Alimentaire a établi un profil de risque
qui identifie les dangers biologiques et chimiques ainsi que 'allergénicité et les risques
environnementaux associés a 'utilisation d’insectes d’élevage comme denrées alimentaires
pour animaux. LIEFSA] a également comparé ces risques potentiels a ceux associés aux
principales sources de protéines animales. La présence éventuelle de dangers biologiques et
chimiques dépendrait des méthodes de production, du substrat des insectes, du stade du
cycle de vie auquel les insectes sont récoltés, de I’espéce d’insecte, ainsi que des méthodes

utilisées pour la transformation des insectes [26].

En 2017, des révisions ont été apportées aux réglementations concernant 'interdiction
des aliments destinés aux animaux. Ces modifications visaient & permettre 'utilisation de
protéines d’insectes dans les aliments pour animaux d’élevage provenant de sept espéces
d’insectes spécifiques. Ces espéces comprennent la MSN (Hermetia illucens), la mouche
domestique commune (Musca domestica), le ver de farine jaune ( Tenebrio molitor), le ver
de farine mineur (Alphitobius diaperinus), le grillon domestique (Acheta domesticus), le
grillon & bandes (Gryllodes sigillatus) et le grillon des champs (Gryllus assimilis). Ces
protéines d’insectes étaient autorisées pour l’alimentation dans le contexte de I'aquacul-
ture. En 2021, les Etats membres de l ont voté en faveur de I'autorisation des protéines
animales transformées d’insectes dans ’alimentation des volailles et des porcs (Fig@. Le
ver a soie (Bombyx mori) a été rajouté par la suite dans la réglementation datant du
05/12/2021, portant la liste des insectes a huit espéces [23].



La table [1| résume les conditions dans lesquels les insectes peuvent étre utilisés pour
nourrir les animaux d’élevage sous leurs différentes formes. Les graisses d’insecte et les
protéines d’insecte hydrolysées sont autorisées dans I’alimentation de tous les élevages. A
I'inverse, les insectes entiers morts, qu’ils soient traités ou non, sont interdits. On peut
observer qu’en ce qui concerne les ruminants la législation est plus stricte que pour les

autres animaux d’élevages.

TABLE 1 — Résumé des possibilités de I'utilisation d’insectes pour ’alimentation animale
inspiré d’un tableau publié par I'International Platform of Insects for Food and Feed
(IPIFF) (Annexe Fig@[Zl]

Ruminants Aquaculture Volaille Porcins

Protéines d’insecte
Graisses d’insecte
Insecte entier mort
non traité
Insecte entier mort
traité : lyophilisation
Insecte vivant
Protéines d’insectes
hydrolysées

Légende

Pas de restrictions sur ’espéce de l'insecte utilisée
Utilisation limitée aux espéces Hermetia illucens, Musca domestica, Tenebrio
molitor, Alphitobius diaperinus, Acheta domesticus, Gryllodes sigillatus, Gryllus
assimailis et Bombyx mort
Utilisation d’insectes et de leurs sous-produits interdite

1.1.3 Former foodstuffs

Les former foodstuffs sont des aliments qui ont été fabriqués pour la consom-
mation humaine, mais qui ne sont plus destinés a cet usage pour des raisons pratiques,
logistiques ou a cause de défauts de fabrication ou d’emballage. Par exemple, un biscuit
cassé ou un pain mal formé peuvent étre considérés comme des [FF| car ils ne répondent
plus aux normes commerciales pour la consommation humaine, mais ils conservent une
valeur nutritionnelle pour l'alimentation animale. A I’heure actuelle, les dépourvus
de viande ou de poisson sont couramment employés comme source alimentaire pour les
animaux. Cependant, 1'utilisation de [FF| contenant ces éléments est prohibée car ils pour-
raient représenter un risque sanitaire [2I]. La demande mondiale croissante de trouver
des sources alternatives de protéines et d’énergie a stimulé la recherche dans le domaine
des ingrédients non conventionnels pour 'alimentation animale. Sur le plan de I’économie
circulaire, les insectes et les [FF| offrent un moyen de valoriser les biomasses et les déchets

alimentaires en composés intéressants pour l’alimentation animale [27][28][29].



1.2 Protéomique

Le mot protéomique est apparu en 1994 et consiste en 1’étude du protéome, ce qui
correspond a ’ensemble des peptides et des protéines codées par un génome a un instant
donné et dans un environnement spécifique [30]. La protéomique étudie donc les protéines
ainsi que leurs fonctions, leurs structures, leurs interactions et leurs modifications dans un
contexte donné. Les protéines sont des molécules essentielles qui remplissent des fonctions
variées pour le fonctionnement de la vie telles que le transport des molécules, la régula-
tion de l'activité cellulaire, la catalyse des réactions chimiques, etc. La protéomique peut
étre appliquée a divers domaines de recherche, tels que la médecine, la biotechnologie,
I’agriculture et les sciences de I'environnement. Dans ’ensemble, elle constitue un outil

puissant pour étudier les fonctions complexes des protéines dans divers contextes [30][31].

1.3 Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet de détecter
un large nombre de molécules dans un échantillon comme des lipides, des métaux lourds
ou encore des peptides et des protéines, ce qui explique pourquoi elle est utilisée entre
autres pour l'analyse protéomique. Pour ce faire, cette technique se base sur la masse

et la charge des molécules qu’elle analyse.

La protéomique par MS comporte généralement quatre étapes principales : la prépa-

ration de I’échantillon, la séparation des peptides, 'ionisation et I’analyse de masse.

1.3.1 Préparation de ’échantillon : différents types d’approches

Pour la préparation de I’échantillon il existe deux approches d’analyses possibles appe-
lées bottom-up et top-down. L’approche bottom-up consiste en la digestion chimique ou
enzymatique de protéine extraite d’une source biologique comme des cellules ou des tis-
sus, via 'utilisation de trypsine par exemple, avant leur introduction dans le spectrométre
de masse. La détection et I'identification des peptides permettent de déduire la protéine
d’origine. L’approche “top-down” quant a elle est une méthode qui consiste a analyser les
protéines intactes par spectrométrie de masse sans les digérer en peptides [32].

L’approche bottom-up a été utilisée dans ce mémoire.

1.3.2 Séparation des peptides

Les spectrométres de masse sont souvent combinés avec des techniques de séparations
comme la chromatographie liquide (LC)), la chromatographie gazeuse (GC|) ou encore

I’électrophorése capillaire.



La[LC|est utilisée pour séparer les molécules présentes dans un échantillon en fonction
de leurs propriétés physico-chimiques. En particulier, la [LC| en phase inverse permet de
séparer les différents composants d’un mélange liquide en utilisant une phase stationnaire
et une phase mobile non miscibles entre elles. Dans cette méthode, la phase mobile, qui
est polaire, traverse la phase stationnaire, qui est apolaire. La phase stationnaire utilisée
est une colonne C18, elle est composée de chaines de dix-huit atomes de carbone fixées
sur des billes de silice. Cette configuration permet de retenir les peptides hydrophobes
contenus dans I’échantillon sur la phase stationnaire. En revanche, la phase mobile va
transporter avec elle les composants dissous de I’échantillon en se déplacant & travers la
phase stationnaire. Une élution graduelle de ’échantillon est effectuée en modifiant les
conditions de la phase mobile (généralement un mélange d’eau et d’un solvant organique)
afin de libérer les peptides adsorbés. Cette séparation basée sur les différences d’affinité
des composants de ’échantillon avec la phase stationnaire et mobile permet d’obtenir une
séparation efficace des peptides, facilitant ainsi leur analyse ultérieure [33].

La LC en phase inverse a été utilisée dans ce mémoire.

1.3.3 Ionisation par électrospray

Les spectrométres de masse ne peuvent analyser que des ions gazeux, c¢’est pourquoi le
recours a 'utilisation de méthode comme l'ionisation par électrospray (ESI|) est nécessaire

pour convertir les peptides de la phase liquide en ions gazeux [34].

Le principe de 1TESI| repose sur la formation d’un aérosol chargé électriquement a par-
tir d’'un liquide contenant les analytes. Pour cela, on applique une haute tension entre
un capillaire métallique par lequel le liquide est éjecté et une contre-électrode située a
proximité. Le champ électrique induit une séparation de charges a la surface du liquide
ce qui forme un cone de Taylor. Les ions de méme polarité que le champ électrique sont
repoussés vers 'extrémité du cone, ou ils forment un jet fin et instable qui se fragmente

en gouttelettes chargées [35].

Les gouttelettes sont ensuite soumises & un flux d’azote qui favorise leur évaporation.
Au fur et & mesure que le solvant s’évapore, les gouttelettes diminuent de taille et aug-
mentent de charge jusqu’a atteindre un point critique ol la répulsion électrostatique entre
les charges excéde la tension superficielle du liquide. Ce phénomeéne est appelé explosion
de Coulomb et conduit a la formation de gouttelettes plus petites et plus chargées qui
subissent le méme processus en boucle jusqu’a ce qu’il ne reste plus qu’'un seul ion par

gouttelette. Ces ions sont alors libérés et accélérés vers le détecteur de masse [35].



1.3.4 Analyseurs de masse

Différents types d’analyseurs existent :

— Les analyseurs de masse "Time Of Flight" (temps de vol) séparent les ions
sur la différence de vitesse aprés I'accélération et le temps d’arrivée au détecteur.
Plus les ions sont lourds (rapport masse sur charge élevé), plus la vitesse de
ceux-ci sera faible. Un [TOF| peut détecter des différences de masse en mesurant les

différences de temps de vol a une échelle inférieure a la microseconde [34].

— Les analyseurs de masse Orbitrap distinguent les ions en fonction de leur fréquence
d’oscillation. Les ions sont injectés et puis piégés dans I’Orbitrap en se déplacant le

long d’un axe métallique [34].

— Les analyseurs de masse quadripolaires séparent les ions en utilisant un champ
électrique oscillant entre quatre électrodes cylindriques disposées en paralléle. Pour
identifier les molécules, le quadripdle va isoler les ions précurseurs sur base de leur
Les ions possédant un rapport m/z spécifique adéquat ainsi qu'une énergie
cinétique appropriée seront guidés le long d'une trajectoire stable a travers les élec-
trodes jusqu’au détecteur situé a la sortie de 'analyseur. Les ions qui ne suivent
pas la trajectoire désirée seront soit éjectés hors de 1’analyseur, soit entreront en
collision avec les électrodes, entravant ainsi leur cheminement vers le détecteur. Il

devient alors possible de cibler les ions d’intérét tout en excluant les ions indési-

rables. (Figl2)[34].

University of
BRISTOL quadunclelrods

Paul J. Gates 2014

TO
DETECTOR

exit slit

IONS (to detector)

ion with a
stable trajectory
(detected)

source slit ion with an
unstable trajectory
(not detected)

FIGURE 2 — Fonctionnement schématique d'un quadripole [36]

Ces analyseurs peuvent étre combinés afin de réaliser de la spectrométrie de masse
en tandem . Il existe différents modes de fonctionnement de spectromeétre de
masse en tandem, mais c’est le mode Selected Reaction Monitoring ou Multiple
Reaction Monitoring qui sera utilisé dans ce mémoire. Dans celui-ci, le premier
analyseur de masse (MS1) va séparer les ions de ’échantillon en fonction de leur rapport
masse/charge et va sélectionner un ion spécifique ou une gamme d’ions a fragmen-

ter qui seront les ions parents. Ces ions sont ensuite fragmentés dans la cellule de collision



via des méthodes comme la dissociation induite par collision ou les ions entrent en
collision avec un gaz inerte , ou ce qui produit des ions fils. La fragmentation se
produit majoritairement au niveau des liaisons amides reliant les acides aminés [34]. Les
ions fils sont ensuite introduits dans le second analyseur de masse (MS2), qui les filtre et
les détecte en fonction de leur rapport . L’étape de fragmentation fournit davantage
d’informations sur la structure et l'identité des ions qui ont des rapports similaires
dans la spectrométrie de masse ordinaire [37]. Des exemples d’analyseurs sont
les triples quadripoéles , qui sont composés par trois analyseurs quadripolaires en
séries avec celui du milieu servant de cellule de collision et les quadripdle-time of flight
qui sont composés d'un double quadripdle (ler analyseur + cellule de collision)
et d’un analyseur & temps de vol comme second analyseur [38][39].

Les données résultantes sont obtenues sous forme de chromatogrammes dans lesquels
des spectres sont présents. Ces spectres peuvent présenter des pics en fonction du temps
de rétention des molécules dans la colonne chromatographique. Ces pics se forment lorsque
des molécules ionisées sont captées par I'analyseur de masse. Cela permet d’obtenir des
données spécifiques sur la molécule. Dans le contexte de la protéomique, chaque pic peut

signifier la détection d’'un peptide distinct ou méme d’une protéine identifiable [34][40].
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2 Objectifs spécifiques du mémoire

L’utilisation de [FF] contenant des protéines animales a destination de I’alimentation
des insectes pourrait représenter un risque sanitaire. La présence de protéines animales
dans les insectes une fois nourris par ces FF n’a cependant pas été documentée. Ce travail
a été mené afin de pouvoir répondre & une demande croissante des producteurs d’insectes
pour utiliser ces déchets de I'industrie agro-alimentaire et de pouvoir déterminer si I'utili-
sation de FF pour nourrir des insectes représenterait réellement un danger pour 1’élevage

ou les consommateurs.

Le premier objectif poursuivi par ce mémoire a été de créer une liste de peptides spé-
cifiques des viandes couramment utilisées dans l'industrie du "fastfood". Pour ce travail
nous nous sommes limités a la viande de poulet, de porc et de boeuf. Pour ce faire, une
recherche bibliographique a été réalisée afin de lister les protéines déja identifiées comme
possédant des peptides spécifiques lors d’autres études. Les séquences des protéines spéci-
fiques ont été digérées théoriquement et la spécificité des peptides résultants a été évaluée

théoriquement avec une banque de données puis ils ont été testés par LC/MS-MS.

Le deuxiéme objectif a consisté a élever des larves d’insecte sur différents substrats.
La [MSN] a été choisie pour réaliser ce travail car elle est légalement utilisable dans les
fermes d’insectes et présente un taux élevé de conversion de la biomasse. Les substrats
utilisés ont été adultérés ou non avec des FF. Trois types de fastfood ont été utilisés,
des chicken nuggets contenant du poulet, une pizza contenant du porc et un cheeseburger
contenant du boeuf. Par la suite, les échantillons de substrats et de larves issus de cet
élevage ont été analysés par LC/MS-MS afin de déterminer si les peptides spécifiques
identifiés précédemment étaient détectés, ce qui permettrait d’affirmer qu’il n’y a plus de

traces de protéines animales dans les larves.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Matériels

3.1.1 Aliments

Afin de réaliser les échantillons, les substrats viandeux ont été achetés en grande sur-
face. Les échantillons ont été répartis selon le type de viande (poulet, porc et beeuf) (Fig3)
et ils sont catégorisés selon qu’ils soient crus, cuit ou fastfood. Pour les viandes crues et
cuites il s’agissait des mémes substrats mais ceux-ci ont été séparés en une partie qui est
restée crue et l'autre partie qui a été cuite a la poéle jusqu’a ce que la chair soit bien
cuite de fagon homogéne. L’intérét de cuire la viande est de déterminer si la cuisson a un
impact sur la composition en protéine. Les échantillons appelés fastfood correspondent &
des chicken nuggets de la marque Delhaize pour le poulet (Fig, du jambon cuit de la
marque 365 pour le porc (Fig et un cheeseburger de la marque Mora pour le boeuf
(Fig. Bien que le jambon cuit ne soit pas classiquement catégorisé comme un fastfood,
il est fréquemment utilisé comme ingrédient sur des pizzas, qui sont elles catégorisées

comme des fastfoods.

Dans le cas du cheeseburger et des chicken nuggets utilisés pour la sélection des pep-
tides spécifiques, une séparation manuelle a été réalisée pour isoler la viande des autres
composants de ces échantillons. Cette étape visait a éliminer la plupart des éléments non

liés a la viande présents dans ceux-ci.

Pour 1’élevage des larves, des substrats viandeux différents ont été utilisés pour le
poulet et le porc. Précédemment seules les parties de viande des échantillons étaient
d’intérét, ce qui a conduit a la séparation des composés non-viandeux présents dans les
aliments fastfood. Cependant, dans le cas des larves I'objectif était d’analyser 'intégralité
des aliments fastfood afin de se rapprocher au maximum d’une situation industrielle o
des [FF] auraient été donnés aux larves.

Ainsi, un substrat de base (un aliment pour volaille composé d’un mélange de grain de
mais, de froment et de tournesol (Annexe Fig a été mélangé avec des chicken nuggets
surgelés de la marque Delhaize, une pizza spéciale surgelée de la méme marque, ainsi
qu'un cheeseburger surgelé de la marque Mora (Fig. Ce mélange a été réalisé de

maniére a obtenir une concentration de fastfood de 10% dans le substrat.

Suite a I'analyse des étiquettes des aliments fastfoods utilisés, il a été calculé que la
quantité de viande présente dans la pizza elle atteignait 78,2 g (23,7% de la pizza) et
dans le cheeseburger elle se situait a 20,7 g (16% du cheeseburger). On peut aussi noter

la présence de lait de vache dans la pizza et dans le cheeseburger (Annexes Fig@.
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FIGURE 3 — (a) Poulet cru, (b) Porc cru, (c¢) Boeuf cru,
(d) Chicken nuggets, (e) Jambon cuit, (f) Cheeseburger

En ce qui concerne la quantité de viande de poulet contenue dans les chicken nug-
gets du Delhaize, nous avons été contraints de réaliser une estimation en nous basant sur
les informations nutritionnelles présentes sur les étiquettes de chicken nuggets d’autres
marques. Cette démarche était nécessaire car les pourcentages exacts de viande contenus
dans l'aliment que nous avons utilisé ne figuraient pas sur 'étiquette du produit (Annexe
Fig, et malheureusement, Delhaize n’a pas donné suite a notre requéte de partager ces
informations avec nous. Les pourcentages de viandes contenus dans les chicken nuggets
des marques Iglo et Picard sont respectivement de 51% et de 62,2% [41][42]. Méme si
il est impossible de savoir exactement la quantité de viande contenue dans les chicken
nuggets du Delhaize, nous sommes partis du constat que la moyenne des pourcentages
de ces deux marques devrait étre une estimation envisageable. Cela nous améne donc a
un pourcentage de 56,6% et a une masse de 141,5¢ de viande de poulet estimée dans les

chicken nuggets.

En utilisant ces pourcentages, il est également possible d’estimer la quantité de viande

présente dans chaque substrat adultéré. Environ 5,5g de viande de boeuf, 8,3g de viande
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de porc et 19,8¢ de viande de poulet ont été estimés dans 350g de substrat sec modifié.

TABLE 2 — Résumé de 'utilisation des différents substrats fastfood lors des

expérimentations
Echantillons pour la sélection Echantillons pour I'essai
des peptides spécifiques d’élevage d’insecte
Chicken nuggets
Delhaize frais : A%
sans la panure
Jambon cuit 365 v
Cheeseburger
Mora : uniquement v
le steak de boeuf
Chicken nuggets
Delhaize surgelés
Pizza Spéciale v
Delhaize
Cheeseburger Mora A%

G

| BRDELHAIZE

iﬁDELHAIZE

o

FI1GURE 4 — Chicken nuggets surgelés FIGURE 5 — Pizza Spéciale

Afin d’homogénéiser les substrats secs le mélange a été réalisé au Retsch grindomix
GM200 (Figl15) a 500t/min pendant 15s, ils ont ensuite été humidifiés (60% d’humidité
du substrat). Aprés avoir été humidifiés, tous les substrats ont été mélangés avec un mé-
langeur rotatif Heidolph REAX 20 & 12t/min pendant 2h (Figl6)).

FIGURE 6 — Heidolph REAX 20
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3.1.2 Elevage de larves d’Hermetia illucens

Une commande de 500g de larves de MSN a été passée chez Biomimetic [43]. Le jour de
la réception du colis ces larves avaient 10 jours (Fig@. Un tri a été réalisé afin de séparer
les larves blanches des larves noires car des larves noires indiquent des larves proches du
stade pupal ou bien des larves mortes ce qui aurait été inintéressant car elles n’auraient
pas mangé de substrat (Fig.

FIGURE 7 — Réception des larves FIGURE 8 — Tri des larves noires

Sur les 500g de larves a notre disposition, 100g de larves ont directement été mis au
congélateur afin d’avoir des larves qui n’ont pas été en contact avec les différents sub-
strats d’élevage testés. Les 400g restants ont été répartis équitablement dans 4 grands
bacs d’élevage en plastique de 39x29x11cm, dans lesquels les 4 différents substrats (blanc,

fastfood de poulet, de porc et de boeuf) ont été répartis.

A Tintérieur de ces grands bacs, un petit bac de 15x19,5x6cm a été placé afin de ré-
colter les larves car elles se déplacent d’elles-mémes vers un endroit sec une fois qu’elles
ont suffisamment accumulées de ressources pour se transformer en mouches. Une rampe
en bois a été créée afin de permettre aux larves d’accéder au bac sec (Figld). Les bacs ont
été recouverts d’un tissu pour empécher les larves de s’échapper de leurs bacs respectifs
(Fig. Ils ont ensuite été placés dans une étuve a 18°C (Fig. A partir du jour 2 la
température de I'étuve a été augmentée a 20°C et & partir du jour 5 la température a été
augmentée a 24°C.

Une routine d’observation des bacs matin(9h), midi(13h) et soir(17h) a été mise en
place afin de récolter les pupes retrouvées dans le bac sec. Ces pupes ont été retirées du
bac sec et placées dans un autre bac pendant 24h afin de vider leur tube digestif avant
d’étre congelées. Les pupes du jour 0 au jour 5 ont été placées dans un récipient commun
et celles du jour 6 au jour 10 dans un autre récipient. Ces récipients ont été placés a -20°C.
Les substrats ont été réhumidifiés a ’aide d’une pissette et mélangés plusieurs fois avec
une cuillere durant I'expérience afin de les réhomogénéiser, de les empécher de sédimenter
et de sécher. Des échantillons de 25g de chaque substrat ont été réalisés aux jours 0, 6 et

10. Au jour 10 I'expérience a été arrétée et toutes les larves restantes ont été séparées du
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FIGURE 11 — Bacs placés dans 'étuve

substrat via l'utilisation d’'un tamis et d’un jet d’eau (Fig. Elles ont ensuite subi un

jetine de 24h avant d’étre congelées a -20°C.
Tous les échantillons réalisés pendant I'expérience ont ensuite été placés dans des boites

de Petri en verre (Fig puis dans une étuve a 40°C pendant 72 heures pour les sécher.

Une fois séchées, les larves ont été séparées manuellement du susbtrat résiduel (Fig.
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FIGURE 12 — Substrat dans une boite de FIGURE 13 — Substrat passé au tamis
Petri

La figure [14] illustre les opérations réalisées de maniére chronologique lors de 1’élevage
des larves.

- Mise des
substrats et des
larves dans les

bacs d’élevage - Humidification et mélange des substrats

- Séchage des

Jour 10 échantillons

- Echantillonnage - Echantillonnage - Echantillonnage
des substrats des substrats des substrats

- Réception des - Séparation des
larves larves du substrat

- Triage des larves - Séparation des pupes et des larves et échantillonnage
blanches et noires des larves

FIGURE 14 — Ligne du temps de I’élevage
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3.2 Meéthodes

3.2.1 Broyage

Tous les échantillons viandeux ont été broyés avec un broyeur Retsch grindomix GM200
(Fig[15)) a 300t/min pendant 20s.

FIGURE 15 — Retsch Grindomix GM200

Pour ce qui est de I'élevage d’insecte, les substrats séchés obtenus ont été broyés au
mortier et au pilon (Fig. Les larves séchées ont quant a elles subies un premier broyage

au mortier et au pilon avec l'aide d’azote liquide et un deuxiéme broyage avec un broyeur

IKA Tube-Mill (Fig[18) a 10000 t/min pendant 20s.

FIGURE 16 — Séparation FIGURE 17 — Substrat FIGURE 18 — IKA
des larves du substrat sec broyé Tube-Mill
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3.2.2 Extraction

L’extraction a été effectuée sur cinq réplicats de 200 mg pour chaque échantillon de
viande. Pour les échantillons de substrats et d’insectes, les extractions ont été réalisées a
partir de réplicats de 1 g chacun.

Un volume de 10 ml de tampon d’extraction (Tris-Urée) a été rajouté dans les 5 répli-
cats et un mélange connu d’hémoglobine et de collagéne bovin a été ajouté dans un réplicat
afin de servir de controle positif. Pour les échantillons de substrats et d’insectes, c¢’est un

mélange d’hémoglobine bovine, de 5-Lactoglobuline, de caséine et de collagéne bovin, por-

cin et de volaille qui a été rajouté dans 2 réplicats et dans deux concentrations différentes
: 100ppm->50pl, 5xLOD : 500ppm). Afin d’homogénéiser les échantillons, les tubes
sont agités pendant 30 min a I'aide d’un multi-rotator Grant Bio (Fig. Les tubes sont
ensuite placés dans un bain a ultrason (Fig pendant 10 min et puis ils sont centrifugés
a 4°C pendant 10 min a 3220g dans une centrifugeuse Eppendorf 5804 R (Fig.

FIGURE 19 — Multi-rotator FIGURE 20 — Bain a ultrason FIGURE 21 — Centrifugeuse
Grant Bio Eppendorf 5804 R

Afin de réaliser un dosage protéique des échantillons ultérieurement, 500 [pl de surna-
geant ont été pipettés de tous les tubes et stockés dans des Eppendorf low-binding placés

ensuite au congélateur

3.2.3 Digestion

Un volume de 5 ml de surnageant ont été pipettés de tous les échantillons et placés
dans des nouveaux tubes contenant 5 ml de tampon de digestion (NH4(CO3)2). Une pe-
sée de 15,45 de dithiothréitol (DTT) par échantillon a été réalisée et mélangée avec
500 pl de tampon de digestion (NH4(CO3)2) par échantillon. Un volume de 500 pl de
cette solution a ensuite été ajouté dans chaque tube. Un temps d’incubation de 45 a

température ambiante a suivi.

Une autre pesée de 37,05 mg d’iodoacétamide (IAA) par échantillon a été réalisée et
mélangée avec 500 pl de tampon de digestion (NH4(CO3)2) par échantillon. Un volume
de 500 pl de cette solution a ensuite été ajouté dans chaque tube. Un temps d’incubation

de 45 a l'abri de la lumiére et a température ambiante ont suivi.
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Une derniére pesée de 0,5 mg de trypsine par échantillon a été réalisée et mélangée
avec 500 pl d’acide acétique 50 par échantillon. Un volume de 500 pl de cette solution
a ensuite été ajouté dans chaque tube. Un temps d’incubation de 1h dans un bain marie
(Fig a 37°C a suivi. Afin d’arréter l'action de la trypsine 150 ul d’acide formique a
20% est ajouté dans chaque tube. Les tubes ont ensuite été conservés au congélateur a
-20°C.

3.2.4 Purification

L’étape de purification permet non seulement de nettoyer ’échantillon des composés

qui ne sont pas des peptides mais également de concentrer les peptides obtenus. Une cuve
Mannifold est utilisée avec des cartouches d’extraction en phase solide (SPE) (tC18 Sep-

Pack 6 cc) (Figl23).

Pour conditionner les cartouches, il a fallu d’abord verser 9 ml d’acétonitrile de
qualité HPLC-UV, suivi de 'ajout de 9 ml d’acide formique a 0,1%. Les échan-
tillons ont ensuite été introduits dans les cartouches, et pour le ringage, 9 ml ’"HCOOH
a 0,1% ont été ajoutés apres le passage des échantillons. L’étape d’élution a été réalisée
en utilisant 3,5 ml d’un mélange d’ACN et de HCOOH a 0,1%, avec une concentration
d’ACN de 80%.

FIGURE 22 — Bain marie FIGURE 23 — Cuve FIGURE 24 — Centrivap Cold
Mannifold Trap Labconco et Centrivap
Concentrator Labconco

3.2.5 Evaporation

Un volume de 15ul de diméthylsulfoxyde a été rajouté a chaque échantillon
obtenu. Les échantillons ont ensuite été évaporés dans un Centrivap Concentrator Lab-
conco (Fig24) afin d’éliminer I'acétonitrile et 'eau contenus dans ceux-ci. L’évaporation
se déroule a 60°C et sous vide afin d’aspirer les composés évaporés dans un Centrivap
Cold Trap Labconco (Figa -84°C. Le DMSO rajouté précédemment s’évaporera plus
difficilement que ’ACN et 'eau, ce qui permet de les éliminer tout en permettant d’empé-
cher aux peptides de sécher, ce qui les empécherait de se solubiliser. Un volume de 3751l
d’un mélange de solvant ACN/HCOOH 0,1% avec une répartition 5/95 ont été ajoutés
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a chaque échantillon. Ce volume ajouté permet de resolubiliser les peptides et d’obtenir
un volume plus facilement récupérable a la micro-pipette. Ce volume sera placé dans des

récipients spécifiques permettant l'injection dans le spectrométre de masse.

3.2.6 Analyse MS

Pour analyser les extraits obtenus, une technique de chromatographie liquide ultra
haute performance (UPLC) en phase inverse a été utilisée. Cette méthode a été cou-
plée & un QqQ (Waters Xevo TQ-XS) avec un mode d’ionisation par électrospray positif
(ESI-MS/MS)(Fig25). Pour améliorer la sélectivité des peptides ciblés, le mode Multiple
Reaction Monitoring (MRM) a été employé, ce qui permet de suivre plusieurs réactions de
fragmentation simultanément, contrairement au mode Single Reaction Monitoring (SRM).
La colonne chromatographique utilisée était une Acquity C18 de Waters, d’une longueur
de 100 mm et d’un diameétre de 2,1 mm. Les échantillons ont été conservés dans le com-
partiment d’injection & une température de 10 °C, qui a également été maintenue lors de
I'injection. Un volume de 2 pl par échantillon a été injecté. Différents solvants ont été uti-
lisés dans le processus d’analyse, comprenant une phase mobile ’'HCOOH a 0,1% (A1),
une phase mobile d’ACN avec 0,1% d’acide formique (B1), ainsi qu’'un mélange 92/8 des
solutions A1l et B1. De plus, une solution composée d’isopropanol, de MEOH, d’ACN et
d’eau dans un ratio de 25/25/25/25 a été employée. La constitution de la phase mobile
varie dans le temps en faisant un mélange des solutions Al et B1 en fonction du moment
de I'injection afin de libérer les peptides adsorbés par la colonne chromatographique.

Un débit de 0,2 mL /min a été appliqué lors de la séparation des peptides biomarqueurs.

FIGURE 25 — Waters Xevo TQ-XS

3.2.7 Traitement de données MS

Les logiciels Skyline, MassLynx et TargetLynx ont été utilisés pour traiter les données
obtenues. L’utilisation du logiciel Skyline permet de découper théoriquement les protéines

sélectionnées. Il permet aussi de lire les chromatogrammes obtenus aprés l'injection ainsi
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que de déterminer les transitions avec les meilleurs pics en fonction de leur énergie de

collision.

Skyline permet de visualiser les chromatogrammes, ce qui permet l'identification des
protéines ou des peptides présents dans 1’échantillon. il est possible d’ajuster les fenétres
de rétention pour gagner en précision lors de ’analyse. Il permet aussi I'optimisation de
I’énergie de collision des transitions, cela permet de déterminer 1’énergie de collision op-
timale pour chaque transition. L’optimisation conduit a une amélioration significative de

la sensibilité.

Le logiciel Masslynx est un logiciel de spectrométrie de masse développé par la so-
ciété Waters. Il permet de piloter les instruments de spectrométrie de masse, d’acquérir et
d’analyser les données issues des analyses. Il est représenté sous forme d’un tableur dans
lequel les échantillons sont référencés avec leurs positions dans la grille d’injection, leurs

volumes d’injection et la méthode a utiliser pour les analyser.

Le logiciel TargetLynx est une option applicative du logiciel Masslynx qui permet de

réaliser des analyses quantitatives ciblées et de haute qualité en spectrométrie de masse.
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4 Reésultats et discussion

4.1 Création de la liste de peptides spécifiques

4.1.1 Pré-sélection de peptides spécifiques

Pour commencer ce mémoire, il a fallu trouver un moyen de détecter la présence
de viandes de poulet, de porc et de beeuf. A cette fin, une recherche bibliographique a
été menée dans le but de recenser des protéines contenant des peptides spécifiques a ces
viandes et de les regrouper en une liste. A la fin de cette recherche bibliographique, la liste
contenait 17 peptides provenant de 8 protéines pour le poulet, 30 peptides provenant de 14

protéines pour le porc et 12 peptides provenant de 11 protéines pour le beeuf (Tab 3l1415)).
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Ces tableaux ont été réalisés sur base des informations présentes dans les différents
articles utilisés. Dans certains cas, les numéros d’accessions des protéines, qui corres-
pondent & un identifiant unique donné a une protéine enregistrée, n’étaient pas donnés et
nous ne disposions que des noms des protéines. Afin d’obtenir les numéros d’accessions
qui n’étaient pas en notre possession, une recherche sur la base de données protéique
en ligne Uniprot [48] a été menée. De ce fait, certaines protéines ont été choisies sur leur
appellation sans étre str que ce soient celles-1a qui étaient spécifiées dans les articles scien-
tifiques. Dans le cas de certaines protéines comme I’anhydrase carbonique 3 (P02769) et
la Myoglobine (P02192) présentes chez le boeuf, elles étaient méme mal référencées dans
I'article [45].

Une fois cette liste de protéine d’intérét établie, il a fallu vérifier que les protéines
référencées comme spécifiques dans la littérature I’étaient bien en identifiant des peptides
marqueurs potentiels. Afin de ne pas se limiter aux peptides publiés dans ces études, la
séquence compléte des protéines a été utilisée et une digestion théorique (in silico) a été
réalisée. Pour ce faire, les séquences de ces protéines d’intérét ont été prises sous le for-
mat FASTA sur Uniprot [48] et digérées théoriquement & ’aide du logiciel Skyline pour
obtenir les peptides. Les paramétres utilisés pour la digestion des protéines sur Skyline
comprenaient 'utilisation de la trypsine en tant qu’enzyme, le maintien d’une longueur de
peptides entre 8 et 25 acides aminés, I’exclusion des peptides contenant de la méthionine,
I'inclusion des peptides comprenant les derniers acides aminés de la chaine protéique et

aucun clivage de la protéine manqué accepté.

Le nombre de peptides obtenus aprés la digestion théorique par Skyline était de 119
pour le poulet, 179 pour le porc et de 105 pour le boeuf. La figure [26] reprend les diffé-
rentes étapes qui vont suivre ainsi que leurs impacts sur la liste de protéine et de peptides

jusqu’a arriver a la liste finale contenant les peptides spécifiques.
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FIGURE 26 — Schéma reprenant les étapes réalisées ainsi que leurs impacts sur la liste de
protéine et de peptides spécifiques

Il est intéressant de noter qu’a ce stade les protéines myosin light chain 2 du boeuf
et du porc ainsi que la protéine myosin light chain 3 du poulet n’ont pas été retenues,
car elles présentaient des peptides identiques a d’autres peptides contenus dans d’autres

protéines présentes dans la liste.

L’outil BLAST du "National Center for Biotechnology Information" [49] per-
met de trouver les régions similaires entre deux ou plusieurs séquences de nucléotides ou
d’acides aminés. Sur base d'un peptide, I'outil BLAST permet de retrouver rapidement
les séquences répertoriées dans des bases de données ayant des zones de similitude avec
le peptide initial. En 'occurrence, nous avons utilisé cet outil pour comparer tous les
peptides obtenus via la digestion théorique de Skyline avec les taxons Fquus, Ovis, Capra,
Gallus (et plus précisément 'espéce Gallus gallus), Sus (et plus précisément 'espéce Sus

scrofa) et Bos.

Le tableau [6] présente les peptides qui ont été comparés avec divers genres et espéces.
Les peptides spécifiques de chaque espéce (poulet, porc et boeuf) ont été confrontés aux
autres taxons que ceux de l'espéce en question. Par exemple, les peptides provenant de

protéines issues du poulet ont été comparés avec Fquus, Ovis, Capra, Sus scrofa et Bos.
Les espéces Gallus gallus, Sus scrofa et le genre Bos ont été sélectionnés, car ils sont

directement liés aux espéces que nous cherchons a détecter dans ce mémoire. Les autres

genres (Equus, Ovis et Capra) ont été sélectionnés car ce sont des viandes qui peuvent
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TABLE 6 — Représentation des comparaisons entre différents taxons a l’aide de 'outil
BLAST [49]

Equus | Owvis | Capra | Gallus gallus | Sus scrofa | Bos

Peptides de poulet A% A% A% A% \%

Peptides de porc Vv A% A% A% A%
Peptides de boeuf A% A% A% \% A%

se retrouver dans ’alimentation humaine et que nous voulions augmenter la spécificité de

nos peptides.

La figure 27| montre les résultats de 1'outil BLAST de NCBI [49] sur le peptide DD-
PHACYSTVFDK qui provient de ’albumine de boeuf. Cette figure montre les correspon-
dances avec différents peptides présents dans sa base de donnée. Si une correspondance
a 100% était trouvée dans les colonnes "Query Cover" et "Per. Ident", le peptide était
écarté. Le terme "Query Cover" indique la fraction de la séquence qui est effectivement
employée pour interroger la base de données lors de ’alignement de celle-ci, tandis que le
"Percentage Identity" indique si deux séquences ont les mémes acides aminés aux mémes
positions, c’est-a-dire leur degré de similitude. Le peptide DDPHACYSTVFDK a donc

été gardé.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~  Show (2]
select all 100 sequences selected GenPept Graphics Distance tree of results ~ Multiple alignment MSA Viewer
b= SORNUIGNAIE | (L. | e Cover | vatue | ot | Lo | Aceesin
v v v v v
hypothetical protein MJG53_005803 [Ovis ammon polii x Ovis aries] Ovis ammon polii x Ovis ar... 50.3 67.0 100% 2e-08 93.33% 1859 KAI4585569.1
hypothetical protein MJT46_005371 [Ovis ammon polii x Ovis aries] Ovis ammon polii x Ovis ar... 47.7 645 100% 1e-07 86.67% 1891 KAI4572303.1
hypothetical protein MG293_ 006971 [Ovis ammon polii] Qvis ammon polii 47.7 477 100% 1e-07 86.67% 1737 KAI4542845.1
hypothetical protein JEQ12_017500 [Ovis aries] Ovis aries 47.7 645 100% 1e-07 86.67% 677 KAG5207736.1
hypothetical protein K5549 002370 [Capra hircus] Capra hircus 477 477 100% 1e-07 86.67% 609 KAJ1061083.1
PREDICTED: serum albumin [Capra hircus] Capra hircus 47.7 477 100% 1e-07 86.67% 607 XP_005681801.1
albumin precursor [Ovis aries] Ovis aries 477 477 100% 1e-07 86.67% 607 NP_001009376.1
Crystal Structure of Ovine Serum Albumin [Ovis aries] Qvis aries 47.7 477 100% 1e-07 86.67% 583 A4LUF_A
Structure of caprine serum albumin in orthorhombic crystal system [Capra hircus] Capra hircus 477 477 100% 1e-07 86.67% 583 50RI_A
albumin [Sus scrofa domesticus] Sus scrofa domesticus 39.2 392 93% 1e-04 7857% 607 ABM92961.1
albumin precursor [Sus scrofa] Sus scrofa 392 392 93% 1e-04 7857% 607 NP_001005208.1
albumin [Sus scrofa] Sus scrofa 39.2 392 93% 1e-04 7857% 605 AAA30988.1
albumin [Sus scrofa] Sus scrofa 392 392 93% 1e-04 7857% 605 CAA30970.1
albumin [Equus quagga] Equus quagga 325 325 73% 0037 81.82% 607 XP_046511604.1
albumin precursor [Equus asinus] Equus asinus 325 325 73% 0.037 81.82% 607 NP_001310707.1
PREDICTED: serum albumin [Equus pr. i Equus przewalskii 325 325 73% 0.037 81.82% 607 XP_008524663.1
Crystal Structure of Equine Serum Albumin in complex with Diclofenac [Equus caballus] Equus caballus 325 325 73% 0.037 81.82% 583 4ZBQ_A
Chain A, Albumin [Equus caballus] Equus caballus 325 325 73% 0.037 81.82% 580 7Q4X_A

FIGURE 27 — Résultats de I'outil BLAST de NCBI sur le peptide DDPHACYSTVFDK
avec les genres Fquus, Ouis, Capra et les especes Gallus gallus et Sus scrofa

Le nombre de peptides obtenus aprés 'utilisation de 1'outil BLAST était de 48 pour
le poulet, 23 pour le porc et de 23 pour le boeuf (Annexe Tab.
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Les peptides restants apreés cette étape ont encore été comparés avec ’outil BLAST les
taxons suivants : Anas, Anser, Numididae, Perdicinae, Struthio, Columba, Phasianidae.
Ces taxons ont été sélectionnés car ce sont des volatiles qu’il est possible de retrouver
dans l'alimentation humaine, cela permet d’augmenter la spécificité théorique de nos pep-
tides en les comparant avec plus de taxons, plus spécifiquement ceux de Gallus gallus car
ces volatiles ont beaucoup de peptides en commun. Cela permet aussi de discriminer les
peptides identifiés chez Gallus gallus en trois catégories distinctes : la premiere catégorie
(Poulet solo) se compose de peptides que I'on ne retrouve que dans les protéines de I'es-
péce Gallus gallus, la deuxiéme catégorie (Poulet dinde) se compose de peptides que 1'on
ne retrouve que dans les protéines des taxons Gallus gallus et Phasianidae et la troisiéme
catégorie (Poulet tous) qui se compose de peptides que 1’on retrouve dans tous les taxons

de volatiles susmentionnés.

Le nombre de peptides obtenus aprés avoir utilisé 'outil BLAST une seconde fois avec

d’autres paramétres était de 37 pour le poulet, 21 pour le porc et de 22 pour le boeuf
(Annexe Tab]2).
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4.1.2 Evaluation de la liste de peptides candidats

Les peptides obtenus jusqu’ici n’avaient subi que des méthodes de discrimination théo-
rique, ils ont donc été analysés par spectrométrie de masse pour, premiérement, vérifier

qu’ils étaient détectables et deuxiémement qu’ils étaient spécifiques entre eux.

Les peptides de chaque espéce ont été testés sur leurs échantillons de viandes respec-
tifs (Fig avec les méthodes générées par Skyline. Ces méthodes contiennent toutes les
informations théoriques des peptides comme entre autres le temps de rétention prédit
auquel les ions d’'un peptide sont censés étre détectés, le rapport m/z des ions parents
de chaque peptide ainsi que le rapport m/z des ions fils qui découle des ions parents ou
encore I'énergie de collision théorique (EC). La masse est exprimée en Dalton (Da).

Le tableau [7] est un exemple de données comprises dans la méthode du peptide DD-
PHACYSTVFDK. Les ions fils, aussi appelés transitions, représentent les ions pouvant
étre produits lors de la fragmentation des ions parents. Les ions parents peuvent étre char-
gés 2+ et 3+ tandis que les ions fils peuvent étre chargés + et 2+. Skyline ne peut pas
estimer le temps de rétention, étant donné que celui-ci peut varier d’une machine a 'autre
en fonction des protocoles utilisés avec le spectromeétre de masse. Par conséquent, la plage
de temps de rétention est définie entre 2 et 10 minutes, cet intervalle correspondant a la

fenétre d’analyse de 1’échantillon dans le spectrométre de masse.

TABLE 7 — Exemple de données comprises dans la méthode d'un peptide

Peptide Temps de rétention (min) | Ions parents : m/z (z) | Ions fils : m/z (z) | EC (V)

(
DDPHACYSTVFDK de 2 410 777,8301 (2+) 1324,5990 (+)

1090,4874 (+)
1019,4503 (+)
859,4196 (+)
662,8032 (2+)
859,3039 (+)
946,3360 (+)
1047,3836 (+)

(+
DDPHACYSTVFDK de 23410 518,8892 (3+) 1324,5990 (+) 17
859,4196 (+)
696,3563 (+)
609,3243 (+)
662,8032 (
614,2768 (

24)
2
545,7473 (2
(
(
(

Jr
+)
+)
536,2100 (+
696,2406 (+
859,3039 (+
524,1955 (2+)
573,7297 (2+)
647,2639 (2-+)

)
)
)

Les résultats obtenus suite a l'injection des échantillons dans un spectrométre de masse

ont été traités sur Skyline. Ils sont représentés sous forme de chromatogrammes repré-
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sentant l'intensité du signal en fonction du temps de rétention. Le mode opératoire de
traitement pour déterminer si les peptides étaient détectés était le suivant : si les pics
de minimum trois transitions d’un méme ion parent étaient situés sur le méme temps de
rétention pour l'ion parent chargé 2+ et 3+, et que ces pics n’apparaissaient pas dans
I’échantillon blanc, les peptides étaient considérés comme détectés. 1l fallait aussi que ces
pics affichent une intensité minimum d’environ 10° afin d’étre stir de pouvoir les détecter

facilement par la suite.

On peut observer sur les figures 28] et 29| les résultats du peptide de boeuf DDPHA-
CYSTVFEDK obtenus suite a 'injection des échantillons de boeuf. Sur la figure on
peut observer les chromatogrammes de 1’échantillon blanc et des échantillons de boeuf.
Un pic est observable a 5,7 min de temps de rétention sur tous les chromatogrammes
des échantillons de boeuf, mais pas sur le chromatogramme de 1’échantillon blanc (qui ne
contient pas de boeuf). Cela signifie que ce peptide est détectable et qu'il est donc retenu.
La figure [29| représente un agrandissement du chromatogramme de 1’échantillon de boeuf
cru (Fig afin de mieux visualiser les transitions formant le pic au temps de rétention
5,7 min. A partir de cette étape, la fenétre de rétention a été réduite a +/-1 min du pic

détecté, dans le cas de ce peptide elle est donc de 4,7 & 6,7 min.

A T'inverse, on peut observer sur la figure [30| les résultats du peptide de boeuf TLED-
QVNELK obtenus suite a l'injection des échantillons de boeuf. Ces chromatogrammes ne
montrent aucun pic commun, ils sont tous différents. Cela indique que nous ne détectons

pas ce peptide et qu’il n’est donc pas retenu.

Il est important de noter la différence d’échelle d’intensité (I’axe des ordonnées) lors

de la lecture de ces différents chromatogrammes.
Si une transition n’indiquait aucun pic d’intensité a un temps de rétention ot d’autres
transitions indiquaient un pic qui permettait d’affirmer que le peptide était détectable,

alors cette transition était écartée.

Le nombre de peptides détectés par spectrométrie de masse était de 12 pour le poulet,
10 pour le porc et de 10 pour le boeuf (Annexe Tab.
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Afin de s’assurer de la spécificité des peptides, les peptides de chaque espéce ayant été
détectés ont été testés sur les échantillons contenant les viandes des autres especes. Par
exemple, le peptide de boeuf DDPHACYSTVFDK a été analysé sur les échantillons de

porc et de poulet.

Sur les figures et les résultats obtenus pour le peptide de boeuf DDPHA-
CYSTVFDK peuvent étre observés. La figure [3I| montre les chromatogrammes de 1’échan-
tillon de fastfood de boeuf et des échantillons de pore, tandis que la figure [32] montre les
chromatogrammes des échantillons de poulet. Ces chromatogrammes sont agrandis autour
d’un temps de rétention compris entre 5,5 et 5,9 min afin de pouvoir plus précisément si les
pics sont présents ou non. Comme vu dans la figure 28 un regroupement de pics au temps
de rétention 5,7 min confirme la présence de ce peptide dans I’échantillon. Hors dans les
figures [31] et |32 on observe ces pics uniquement dans la figure qui est un échantillon

de fastfood de boeuf servant de controle positif. Ce peptide est donc bien spécifique.
Le nombre de peptides considérés comme spécifiques était de 11 pour le poulet, 5

pour le porc et de 9 pour le boeuf (Annexe Tab@. Les peptides qui étaient détectés chez

d’autres espéces n’ont pas été retenus car cela voulait dire qu’ils n’étaient pas spécifiques.
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4.1.3 Optimisation de I’énergie de collision

Optimiser I’énergie de collision d’une transition permet d’obtenir une meilleure
aire de pic et donc une meilleure réponse. Le logiciel Skyline propose une EC pour chaque
transition, mais cette EC n’est pas toujours celle qui donne la meilleure aire de pic. Afin de
déterminer la meilleure EC pour chaque transition, il a fallu expérimenter dix variations

d’EC différentes (-5/+5) que celle proposée initialement par Skyline.

Les figures [33], 34}, [35] et [36) représentent les résultats obtenus pour des transitions de
I'ion parent chargé 3+ (m/z=518,8892) du peptide DDPHACYSTVFDK. Sur ces figures,
on peut observer sur la partie de droite un histogramme représentant les aires de pic
pour chaque transition en fonction de leur [EC| La barre rouge centrale de I’histogramme
indique 1JEC] proposée initialement par Skyline. Les barres de couleur dans I’histogramme
correspondent a 'aire du pic des transitions de la méme couleur dans le chromatogramme

qui est sur la gauche de I'histogramme.

Sur la figure [33] on observe dans 'histogramme que la barre rouge centrale est celle
qui donne la meilleure aire de pic, et on peut faire le méme constat en regardant le chro-
matogramme qui ’accompagne. Ces transitions correspondent & 1’ion fils dont le rapport
m/z—614,2768 (2+).

Sur la figure on observe dans I’histogramme que c’est la barre brune qui donne
la meilleure aire de pic, celle-ci correspond & une EC diminuée de deux par rapport a
celle proposée initialement par Skyline. Ces transitions correspondent & 1'ion fils dont le
rapport m/z=696.3563 (+). L’EC de cet ion-fils a été modifiée de 17 V a 15 V.

Pour les résultats de l'ion fils dont le rapport m/z=662.8032 (2+), la ﬁgure indique
que l qui donne la meilleure aire de pic est la bleue (-5). Cela ne nous permet pas
d’affirmer que c’est 'EC diminuée de cinq qui donne la meilleure aire de pic, car nous
n’avons pas d’information sur I'EC diminuée de six ou de sept et celles-ci pourraient étre
plus grandes que 'EC diminuée de cing.

La figure [36| montre un deuxiéme histogramme ou la barre centrale (rouge) correspond
a la barre -5 (bleue) du premier graphique. Nous pouvons observer que c’est bien I'EC
diminuée de cinq qui donne la meilleure aire de pic pour cette transition, c¢’est donc celle-ci

qui a été utilisée dans la méthode optimisée

Afin d’alléger les informations de chaque peptide, un choix entre les deux ions parents
a été réalisé. Pour décider quel ion parent allait étre gardé, nous avons sélectionné 1'ion
parent possédant les transitions ayant les plus grandes aires de pics. Une fois I'ion parent
sélectionné, les trois transitions donnant les meilleures aires de pics ont été sélectionnées
et les autres ont été supprimées. Par exemple, dans le tableau [§] qui présente les données
relatives au peptide DDPHACYSTVFEDK (comprenant la fenétre de rétention du pic, les

ions précurseurs du peptide, les ions produits dérivés des ions précurseurs, les EC initiales
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et sélectionnées ainsi que les aires des pics pour chaque ion fils), on remarque que c’est
'ion parent chargé 3+ (m/z=518,8892) qui détient les aires de pics les plus grandes pour
3 transitions (4*10°, 10 et 10° contre 3*10°, 2,2%10° et 1,2%10° pour Iion parent chargé
2+ (m/z=777,8301)), c’est donc celui-ci qui sera sélectionné avec les ions fils (transitions)
possédant un rapport m/z de 696,3563 (+), 609,3243 (+) et 662,8032 (2+).

TABLE 8 — Exemple de données complétées et optimisées comprises dans la méthode
d’un peptide

Peptide Temps de Ions parents : Ions fils : EC (V) EC (V) Aire de pic
rétention (min) m/z (z) m/z (z) initiale | sélectionnée
DDPHACYSTVFDK | de 4,74 6,7 777,8301 (2+) 1090,4874 (+) 28 29 2,2 % 10°
1019,4503 (+) 28 28 1,2 % 10°
859,4196 (+) 28 28 4% 10*
662,8032 (2+) 28 23 3% 10°
859,3039 (+) 28 27 5% 10%
DDPHACYSTVFDK | de4,746,7 | 518,8892 (3+) | 859,4196 (+) 17 16 2,3 10°
696,3563 (+) 17 15 10°
609,3243 (+) 17 14 10°
662,8032 (2+) 17 12 4% 10°
614,2768 (2+) 17 17 5% 10°
696,2406 (+) 17 14 9% 10°
859,3039 (+) 17 14 2,5 % 10°

4.1.4 Validation de la liste de peptides spécifiques

Jusqu’a présent, les peptides ont été testés sur des échantillons contenant de la viande
pure. Dans la deuxiéme partie de ce mémoire, ces viandes allaient étre diluées a 10% avec
un autre substrat afin de nourrir les larves. Afin de pouvoir valider la liste de peptides
obtenue, il fallait pouvoir confirmer que nous les détections sur des échantillons moins
concentrés en viande. Des échantillons de viandes dilués a 10% avec de 'HCOOH 0,1%
ont été réalisés avec les échantillons de viandes pures. Les peptides ont été testés sur ces
échantillons dilués et aucun peptide n’a été mis de coté lors de cette étape car ils étaient

tous détectables.

Toutes les informations relatives aux peptides répertoriés dans les tableaux [9] [10]
et [I2] ont été regroupées au sein d’un fichier désigné sous le nom de "méthode" dans le
logiciel MassLynx. Au sein de cette méthode, les "ions ratios" de chaque peptide
ont été intégrés sur base des résultats obtenus lors de la validation des peptides. Les [[R]
ont donc été déterminés sur les échantillons de viandes pures. Les [R] déterminent 'ordre

d’intensité des transitions de chaque peptide.

A titre d’exemple, pour le peptide DDPHACYSTVFDK, les transitions ont été ordon-
nées en fonction de leur intensité, avec la transition 662,8032 (2+) en téte, suivie de la
transition 609,3243 (+) et ensuite de la transition 696,3563 (+). Cette information a été

incorporée a la méthode pour permettre au logiciel TargetLynx, qui permet I'analyse des
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résultats, de vérifier si les transitions observées sont en accord avec cet ordre d’intensité
attendu. En cas de divergence, cela indiquerait que ce n’est pas le peptide cherché qui
est observé. La détermination de 1[IR] ajoute ainsi un critére de spécificité supplémentaire

pour I’évaluation des peptides détectés.
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FIGURE 33 — Représentation de la transition 614,2768 (2+) du peptide
DDPHACYSTVFEDK possédant une énergie de collision optimisée initialement
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FIGURE 36 — Vérification de I'optimisation en -5 de la transition 662,8032 (2+) du
peptide DDPHACYSTVFEDK
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4.2 Utilisation de la liste de peptides spécifiques

Des peptides qui avaient été antérieurement identifiés comme spécifiques aux trois
espéces lors d’autres expériences par spectrométrie de masse menées par le Centre de
Recherche agricole Wallon ont été incorporés a notre liste de peptides. Cette
addition a permis d’augmenter le nombre total de peptides a 41 [50][51]. Ces peptides
supplémentaires sont mis en gras dans les tableaux [9] et [12] afin de pouvoir les

différencier plus facilement de ceux identifiés lors de ce mémoire.

Les tableaux [9] et [I2] rassemblent les données accumulées jusqu’a présent, no-
tamment les cibles ol sont localisées les protéines, les protéines elles-mémes, les peptides
associés, les temps de rétention attendus pour les pics de chaque peptide, les ions pa-
rents choisis pour chaque peptide, les trois ions fils donnant les meilleures aires de pics de
chaque ion parent ainsi que les énergies de collision sélectionnées. Le tableau [9] présente
les données relatives au poulet, le tableau |10, quant & lui concerne les données du porc, et
les tableaux [I1] et [I2] recueillent les données concernant le boeuf. Les peptides en italique
dans ces tableaux sont les peptides qui étaient référencés dans la littérature comme étant
spécifiques et repris dans les tableaux [3] [4] et [5]
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4.2.1 Résultats des échantillons de ’élevage de larves MSN

Dans l'objectif de confirmer la présence de tous les peptides (Tab9 au sein
des échantillons de I'expérience menée sur la MSN, une analyse LC/MS-MS a été réalisée
avec la méthode dans MassLynx. Les résultats obtenus ont été ensuite interprétés grace

a l'outil TargetLynx.

Ces échantillons étaient répartis en différentes catégories : la constitution (les échan-
tillons de larves et de substrat), le moment ou ’échantillon a été prélevé lors de I'expérience
(Jour 0 et Jour 10) et 'adultération du substrat par un fastfood (substrat blanc, nuggets
de poulet, pizza contenant du porc et cheeseburger de boeuf). Lors de Iextraction, chaque
échantillon a été subdivisé en cing sous-échantillons distincts. Un controle positif (LOD)
contenant de I’hémoglobine bovine , de la caséine, de la S-lactoglobuline et du collagéne
de boeuf, de porc et de poulet a été rajouté a 2 des 5 sous-échantillons. Ces ajouts ont été
effectués a deux concentrations différentes, soit une concentration simple (2.5 ppm pour
I’hémoglobine, 100 ppm pour le lait, pour les collagénes de bovin et de porc et 100 ppm de
"processed animal protein" de poulet) et une concentration cinq fois supérieure a
la concentration simple, chacune correspondant & un sous-échantillon distinct. Ce controle

permet d’affirmer que les résultats obtenus sont conformes s’il est détecté.

La table |13 permet d’observer les résultats obtenus sur les substrats du début de I'ex-
périence (Sub J0) pour tous les peptides de la liste. Les données qui y sont référencées sont
la détection du controle (uniquement a forte concentration ou a forte et faible concentra-
tion) ainsi que l'aire de pic des peptides détectés. Ces substrats n’ont pas été en contact

avec les larves.

Les peptides ont été placés dans la liste en deux groupes, le premier correspond aux
peptides provenant d’autres expériences (BvHb AAVTAFWGK -> Po-Coll  GEIGPAGN
VGPTGPAGPR) et le deuxiéme correspond aux peptides que nous avons identifiés comme
spécifiques lors de ce mémoire (Bv Myosin  TLALLFSGPASGEAEGGPK -> PoTous
Pyrkin  EATESFASDPITYRPVAIALDTK).

On observe qu’aucun peptide spécifique n’est détecté chez les échantillons de substrats

blancs, ce qui confirme qu’ils ne détiennent pas de traces de viandes.

Les protéines de muscles ne sont pas encore incluses dans le controle car le seuil de
détection de celles-ci doit encore étre déterminé. L’absence de controle positif pour ces
peptides ne permet donc malheureusement pas de dire si ’absence de détection des pep-
tides identifiés dans le mémoire est du & leur absence ou & un effet matrice. Cela explique
pourquoi le controle n’est pas détectable dans le deuxiéme groupe. Les controles détectés

dans le deuxiéme groupe ne signifient pas la détection du controle mais la détection du
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peptide cherché dans les échantillons ot le controle a été rajouté.

Les peptides respectifs a chaque viande du premier groupe sont tous détectables dans
les substrats mélangés avec leur viande, ce n’est pas le cas des peptides du deuxiéme
groupe qui ne sont pas tous détectables dans leurs viandes respectives. On peut observer
qu’aucun peptide de boeuf du deuxiéme groupe n’a été détecté, cela peut étre da a la
faible quantité de viande de boeuf présente dans le substrat adultéré (environ 5,5g de
viande de boeuf par rapport a 8,3g de viande de porc et 19,8g de viande de poulet selon

notre estimation dans 350g de substrat sec adultéré).

Il est normal de détecter de la caséine (BvCas) et de la [-lactoglobuline (BvBLG)
dans les substrats contenant du porc et du boeuf car les fastfoods utilisés contenaient

du fromage composé de lait de vache et que ces protéines sont contenues dans celui-ci

(Annexes Fig[3[9).
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TABLE 13 — Résultats de la détection des peptides spécifiques sur les échantillons prove-
nant de l'expérience sur la MSN

Sub JOFB| SubJOCK Sub JOPC | SublOBV
LOD|Aire|LOD|Aire LOD|Aire

BvHb_AAVTAFWGK
BvHb_EFTPVLQADFQK
BvHb_VGGHAAEYGAEALER
BvHb_VVAGVANALAHR
BvCas_FFVAPFPEVFGK
BvCas_HQGLPQEVLNENLLR
BVBLG_LSFNPTQLEEQCHI

BvColl GEPGPAGAVGPAGAVGPR 758
BvColl_GSTGEIGPAGPP[+16]GPP[+16]GLR
BvColl_GPP[+16]GESGAAGPTGPIGSR_790
Pig-Coll_GFP[+16]GSP[+16]GNVGPAGK
Pig-Coll_GIP[+16]GEFGLP[+16]GPAGPR
Po-Coll_GNVGLAGPR
Po-Coll_GLHGEFGVP[+16]GPAGPR
Po-Coll_GLVGEP[+16]GPAGAK
Po-Coll_GEIGPAGNVGPTGPAGPR

Bv Myosin_TLALLFSGPASGEAEGGPK.3

Bv Albu_DLGEEHFK.3

Bv Albu_LVNELTEFAK.2

Bv Albu_YIC(+57.021464)DNQDTISSK.2

Bv Albu_DDPHAC(+57.021464)YSTVFDK.3
Bv Albu_RPC(+57.021464)FSALTPDETYVPK
Bv Carb_HADGIAVVGVFLK.3

Bv Carb_EWGYADHNGPDHWHELFPNAK.3
Bv Carb_GEFQLLLDALDK.2

Pig Beno_NYPVVSIEDPFDQDDWK.2
Pig Myosin_TLAFLFAER.2

Pig Myosin SALAHAVQSSR.3
Pig Carb_HDPSLLPWTASYDPGSAK.3
Pig Carb_HPDGVAVVGIFLK.3

PoSolo MyosinB_GLEDQQVVVGDR.3

‘<‘<‘<‘<‘<‘<‘<‘<‘<‘<‘<‘<‘<‘< < (<

PoSolo MyosinB_AAENTIVVVAGNK.3
PoDinde MyosinB_TSDVDSVFFIR.3
PoDinde MLEL_DOGTFEDFVEGLR.2

PoDinde PyrKin_QQFEEILR.2
PoDinde PyrkKin QPAHDAWAEDVDLR.3

PoTous MyosinB_VAGESLLK.3

PoTous MyosinB_LDVPISGDPTPTVIWQK.3

PoTous PyrKin_LDIDSEPTIAR.2
PoTous PyrKin_LNFSHGTHEYHEGTIK.3

PoTous Pyrkin EATESFASDPITYRPVAIALDTK.3 v [ 10409

| Légende :|Sub |Substrat V_ |Les deux contrdles sont visibles
IFB |Feed Blanc x5 |Seul le contréle concentré 5 fois est détectable
CK |Poulet Aire moyenne des pics détectés dans les échantillons sans contrdle
E Porc
|BV |Bceuf
JO |Jour0




Afin de mieux visualiser les résultats, la table reprend uniquement les résultats
obtenus pour les échantillons de larves et de substrat pour les peptides ayant été détectés
dans les substrats initiaux, car les peptides n’ayant pas été détectés dans un substrat
initial ne sont pas non plus détectables dans les autres échantillons (Annexe Tab.

La seule exception provient du peptide Bv Albu  DLGEEHFK qui n’est pas détecté
dans le substrat initial mais bien dans le substrat final de 'expérience.

De maniére générale, les mémes résultats ont été observés pour les substrats du premier
groupe n’ayant pas été en contact avec les larves, tous les contréles positifs étaient obser-
vables. Sur les substrats ayant été en contact avec les larves, seuls les controles des 4 mémes
peptides (BvCol GSTGEIGPAGPP|[+16|GPP[+16]GLR, BvColl GPP|[+16|GESGAAG
PTGPIGSR_ 790, Pig-Coll  GFP[+16|GSP[+16|GNVGPAGK et Po-Coll GLVGEP|+16]
GPAGAK) étaient détectés dans tous les échantillons.

Dans les échantillons de larves, les peptides avec lesquels les controles sont détectés sont
identiques (BvColl GSTGEIGPAGPP|[+16|GPP[+16]GLR, BvColl GPP[+16|GESGAA
GPTGPIGSR_ 790, Pig-Coll  GFP|[+16]GSP[+16]GNVGPAGK, Pig-Coll _ GIP|+16|GEF
GLP|+16]GPAGPR et Po-Coll GLVGEP[+16|GPAGAK) indépendamment du substrat
utilisé pour nourrir les larves, a l'exception des échantillons de larves nourries avec le
substrat contenant du porc, ou aucun peptide n’a été détecté. De plus, aucun peptide
n’est détecté dans les échantillons de larves.

De maniére générale, les peptides détectés dans les substrats finaux ont une réponse
plus faible que dans les substrats initiaux.
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4.2.2 Hypothéses

Les résultats obtenus soulévent une piste intéressante quant a l’explication de ces
observations. Il est possible que les larves, ou leur microbiote intestinal, produisent des
enzymes capables de dégrader plus efficacement les peptides que ne le ferait uniquement
la trypsine. En effet, les larves de MSN possédent des serines protéases (de la trypsine,
de la chymotrypsine et de 'élastase) et de la pepsine dans leur tractus digestif. L’analyse
du microbiote intestinal a révélé la présence de certaines bactéries comme des Pseudo-
monadotas, des Firmicutes et des Bacteroidétes, ainsi que d’un Ascomycéte (Issatchenkia
spp.). Une forte corrélation entre la présence de Pediococcus spp. et Lactobacillus spp. et
I'activité de la trypsine a été mise en évidence, ce qui laisse supposer que ces bactéries
pourraient contribuer directement a la dégradation des protéines en sécrétant des enzymes
protéolytiques. Issatchenkia spp. quant a lui était particuliérement lié¢ a 'activité de la
pepsine, une enzyme protéolytique rarement présente dans les intestins des insectes. Le
microbiote intestinal joue également un réle important dans la dégradation de la caséine.
Ces micro-organismes, en coopération avec les enzymes protéolytiques présentes dans le
tractus digestif des larves, pourraient jouer un réle crucial dans la dégradation des pro-

téines aux cotés de la trypsine [52].

En raison de sa structure particuliére, le collagéne présente une résistance a la plupart
des protéases courantes. Il ne peut étre dégradé que par un nombre restreint de pro-
téases collagénolytiques d’origine mammifére ou bactérienne. Parmi elles, on trouve les
métalloprotéases matricielles (MMP), les protéases a cystéine et certaines protéases bacté-
riennes comme les sérines protéases. Parmi celles rapportées jusqu’a présent, on retrouve
les collagénases de Clostridium et les collagénases de Vibrio [53]. Les sérines protéases dé-
montrent la capacité de dégrader la myosine [54]. On pourrait donc supposer la présence
de ces espéces dans le tractus digestif. La présence de collagénase peut-étre détectée avec

'utilisation de films d’hydrogel de poly(éthyléne glycol) réticulés [55].

La piste de la spécificité des enzymes peut étre envisagée. Par exemple, la trypsine
hydrolyse les liaisons peptidiques impliquant la lysine ou I’arginine, tandis que la ProAla-
nase, une alternative efficace a la trypsine, hydrolyse les liaisons peptidiques avec la proline
ou l'alanine [56]. Si les peptides produits différent de ceux produits par la trypsine, il est

normal qu’ils ne soient pas détectés.
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5 Conclusion

L’entomoculture se présente comme une alternative prometteuse pour réduire I'impact
de I'¢élevage sur ’environnement en proposant une nouvelle source de protéines, notam-
ment en valorisant des déchets alimentaires (les FF). Dans ce contexte, cette étude a
cherché & identifier des peptides spécifiques de viandes de poulet, de porc et de boeuf
pour les détecter dans des farines d’insectes. Une recherche bibliographique a été réalisée
pour sélectionner des protéines contenant des peptides spécifiques. La spécificité de ces
protéines a été évaluée d’abord théoriquement avec une base de donnée et puis LC/MS-
MS, ce qui a permis d’isoler 25 peptides répondant aux critéres de spécificité. Grace a
I’'ajout de peptides spécifiques précédemment identifiés par le CRA-W, la liste a été élargie
pour atteindre un total de 15 peptides pour le poulet, 7 pour le porc et 19 pour le boeuf,
ce qui fait un total de 41 peptides spécifiques.

Cette liste a ensuite été utilisée pour analyser des échantillons de substrat et de larves
provenant de I'élevage de larves de MSN nourries avec des substrats contenant des fast-
foods de poulet, de porc et de boeuf. Les résultats montrent que tous les peptides n’étaient
pas détectables dans ces échantillons. Néanmoins, pour les échantillons de substrats ini-
tiaux ou les peptides sont détectables, on observe une diminution du signal, voir méme
une absence de détection de ces peptides dans les échantillons de substrats finaux qui ont

été en contact avec les larves de MSN.

Quant aux échantillons de larves, aucun peptide n’a pu étre détecté, et méme les
controles positifs ajoutés aprés I'expérience sont difficilement, voire pas du tout détec-
tables pour certains peptides. La détection d’un plus grand nombre de peptides spécifiques
au poulet par rapport a ceux spécifiques au porc et au boeuf pourrait étre attribuée a la

quantité inférieure de viande de porc et de boeuf contenue dans les substrats adultéré.

Cependant, il est important de souligner que I'absence de détection ne permet pas
d’affirmer I’absence des peptides. Les résultats, présentés sous forme de chromatogramme,
mettent en évidence la présence d’un bruit de fond matriciel. Ces signaux non spécifiques
ou indésirables peuvent parfois occulter les signaux cibles ou les pics attendus, rendant
leur détection plus difficile.

Ces observations soulévent la question de la présence potentielle d’enzymes sécrétées
par les larves elles-mémes ou par leur microbiote intestinal, qui pourraient dégrader les
peptides de maniére plus efficace que ne le ferait simplement ’ajout de trypsine lors des

manipulations.

Les prochaines étapes de cette étude pourraient impliquer ’exploration de diverses ap-
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proches visant a réduire le bruit de la matrice, pour potentiellement permettre la détection
d’un plus grand nombre de peptides. Une piste intéressante consisterait a reproduire 1’éle-
vage de MSN en introduisant une quantité identique de viande provenant des fastfoods
dans les différents substrats, ce qui permettrait de vérifier si les peptides spécifiques a
chaque type de viande deviennent plus détectables. De plus, il serait intéressant d’investi-
guer les capacités des larves de MSN & produire des enzymes et d’évaluer leurs capacités
de protéolyse afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a la dégradation des

peptides.
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Tableau 1: Liste des protéines contenant des peptides spécifiques obtenus suite a la

comparaison entre les taxons Equus, Ouvis, Capra, Gallus gallus, Sus scrofa et Bos avec
I'utilisation de I'outil BLAST

Espéce

Protéine

Peptide [Position dans la protéine|

Poulet

Myosin-binding protein C, cardiac-type

Myosin-binding protein C, fast-type

Myosin light chain 1, skeletal muscle

Myosin light chain 1, cardiac muscle

Myosin light chain 2

Pyruvate kinase

R.AGTEITDSEK.Y [45, 54]
K.HSLTISNVGK.D [64, 73]
K.DDEVTYAVIAGTSK.V |74, 87]
K.VAGESLLK K [168, 175]
K.HLQLHDNYDR.N [196, 205]
K.NGQEIQVSGSK.Y [398, 408]
K.SFTELFVK.E [442, 449]
K.EDSGHYTVK.T [519, 527
R.LDVPISGDPTPTVIWQK.V [668, 684]
K.LLFESEGR.V [715, 722]
K.VIDVPDPPEAPK.I [766, 777|
K.DGSAEWTPALPGLTER.T [909, 924]
K.AINLAGESGAAIIK.E [944, 957
K.DGQTLDSK.D [1008, 1015]
K.TGTTYKPPSYK.E [1161, 1171]
K.EHDFSEPPK.F [1172, 1180)
K.FTHPLVNR.S [1181, 1188]
K.VDLSGDAK.Y [1217, 1224]

K.VHTFELTITK.V [112, 121]
K.LVVELSDPDLPLK.W [270, 282
K.NGQLLKPSTK.Y [286, 295]
K.EPPVTVVR.G [337, 344]
R.GLEDQQVVVGDR.V [345, 356]
K. AAENTIVVVAGNK.V [541, 553]
R.VHIDSQADLSSFVIESAER.S [584, 602]
R.VVDVPDPPQSVR.V [627, 638]
K.LNFEVFPDTTYESTK.M [680, 694]
R.EGSNEWVAANTELVER.C [770, 785]
R.EGGALPAEVQTR.T [869, 830]
R.TSDVDSVFFIR.S [881, 891]
R.VVERPGPPQAVR.V [920, 931]
K.DDGNAEISGYTVQK.A [949, 962
R.AAPQFLTPLVDR.S [1037, 1048
K.NSVEIGADPK.F [1075, 1084]
R.HGLGVLSLLIR.R [1089, 1099]

K.ITLSQVGDIVR.A [68, 78]
R.ALGQNPTNAEINK.I [79, 91]
K.DQGTFEDFVEGLR.V [123, 135]

K.VEFTPDQIEEFK.E [43, 54|
R.LTEEEVDK.L [163, 170]

R.DTFAALGR.L [93, 100]
K.GADPEETILNAFK.V [134, 146
K.NLVHVITHGEEK.D [195, 206]

R.LDIDSEPTIAR.N [32, 42]
R.LNFSHGTHEYHEGTIK.N [73, 88]
R.EATESFASDPITYRPVAIALDTK.G [92, 114]
R.QQFEEILR.H [392, 399
K.QPAHDAWAEDVDLR.V [475, 488
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Porc

[-enolase

Myosin 1

Myosin 2

Myosin 4

Myosin 7

Myoglobin

Carbonic anydhrase 3

Trifunctional enzyme subunit «

K.NYPVVSIEDPFDQDDWK.T [286, 302]

K.VEAHFSLIHYAGTVDYNITGWLDK.N [576, 599|
K.DTLVSQLSR.G [1299, 1307]

K. TSVFVAEPK.E [36, 44]

K.TEAGATLTVK.E [64, 73]
K.TLAFLFAER.Q [619, 627]
K.SALAHAVQSSR.H [1329, 1339]

R.INTTLETK.Q [443, 450]
K.LLSNLFANYAGADTPVEK.G [616, 633]
R.ADIAESQVNK.L [1914, 1923]

K.YLEFISEAIIQVLQSK.H [104, 119]

K.HDPSLLPWTASYDPGSAK.T [40, 57]
R.GGPLTAAYR.L [81, 89]
K.YNSFATALK.H [127, 135
K.HPDGVAVVGIFLK I [136, 148]
K.GEFQLVLDALDK.I [154, 165]
R.SLYSSAENEPPVPLVR.N [227, 242

K.DASLPALGR.G [391, 399]
R.DSLFSNLTGQLDYQGFEK.A [423, 440]
K.DSTASAVEVGLK.Q [520, 531]
R.FAGGNLDVLK.Q [611, 620]
K.GFYVYQEGVK.N [635, 644]
K.IPSRPDISSDEDIQYR.L [661, 676]

Boeuf

Myosin 1

Myosin 2

Albumin

Stress induced phosphoprotein 1

Carbonic anhydrase 3

K. TLALLFSGPASGEAEGGPK K [619, 637]
K.LLASIDVDHTQYK.F [748, 760]

R.TLEDQVNELK.S [1256, 1265]
K.YEETHAELEAAQK.E [1465, 1477]

K.DLGEEHFK.G [37, 44]
K.LVNELTEFAK.T [66, 75]

K. TCVADESHAGCEK.S [76, 8]
K.LKPDPNTLCDEFK.A [139, 151]
K. AEFVEVTK.L [249, 256
K.YICDNQDTISSK.L [286, 297]
K.SHCIAEVEK.D [310, 318]
K.DAIPENLPPLTADFAEDK.D [319, 336]
K.EYEATLEECCAK.D [375, 386]
K.DDPHACYSTVFDK.L [387, 399]
K.QNCDQFEK.L [413, 420]
K.VPQVSTPTLVEVSR.S [438, 451]
R.CCTKPESER.M [460, 468]
R.RPCFSALTPDETYVPK.A [508, 523]
K.LVVSTQTALA.- [598, 607]

K.ALDLDSNCK.E [454, 462]
K.EWGYADHNGPDHWHELFPNAK.G [4, 24]

K.HADGIAVVGVFLK.I [136, 148
K.GEFQLLLDALDXK.I [154, 165]
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Tableau 2: Liste des protéines contenant des peptides spécifiques obtenus suite a la
comparaison entre les taxons Anas, Anser, Numididae, Perdicinae, Struthio, Columba,
Phasianidae, Gallus gallus, Sus scrofa et Bos avec 'utilisation de 1'outil BLAST

Espéce

Protéine

Peptide [Position dans la protéine]

Poulet
solo

Myosin-binding protein C, cardiac-type

Myosin-binding protein C, fast-type

K.DDEVTYAVIAGTSK.V |74, 87]

K.LVVELSDPDLPLK.W [270, 282
K.NGQLLKPSTK.Y [286, 295]
K.EPPVTVVR.G [337, 344]
R.GLEDQQVVVGDR.V [345, 356]
K. AAENTIVVVAGNK.V [541, 553]
R.VHIDSQADLSSFVIESAER.S [584, 602]
R.VVDVPDPPQSVR.V [627, 638
K.LNFEVFPDTTYESTK.M [680, 694]
R.EGSNEWVAANTELVER.C [770, 785
R.EGGALPAEVQTR.T [869, 830]
R.VVERPGPPQAVR.V [920, 931]
R.AAPQFLTPLVDR.S [1037, 1048
R.HGLGVLSLLIR.R [1089, 1099]

Poulet
dinde

Myosin-binding protein C, cardiac-type

Myosin-binding protein C, fast-type

Myosin light chain 1, skeletal muscle

Myosin light chain 2

Pyruvate kinase

K.HSLTISNVGK.D [64, 73]
K.HLQLHDNYDR.N [196, 205]
K.DGSAEWTPALPGLTER.T [909, 924]

R.TSDVDSVFFIR.S [881, 891]
K.DDGNAEISGYTVQK.A [949, 962]
K.NSVEIGADPK.F [1075, 1084]

K.DQGTFEDFVEGLR.V [123, 135]
R.DTFAALGR.L [93, 100]
K.GADPEETILNAFK.V [134, 146
K.NLVHVITHGEEK.D [195, 206]

R.QQFEEILR.H [392, 399]
K.QPAHDAWAEDVDLR.V [475, 488]

Poulet
tous

Myosin-binding protein C, cardiac type

Pyruvate kinase

K.VAGESLLK K [168, 175]
K.SFTELFVK.E [442, 449]
K.EDSGHYTVK.T [519, 527
R.LDVPISGDPTPTVIWQK.V [668, 684]
K.LLFESEGR.V [715, 722]
K.VIDVPDPPEAPK.I [766, 777]
K.AINLAGESGAAIIK.E [944, 957
K.FTHPLVNR.S [1181, 1188]

R.LDIDSEPTIAR.N [32, 42]
R.LNFSHGTHEYHEGTIK.N [73, 88]
R.EATESFASDPITYRPVAIALDTK.G [92, 114]
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Porc

[-enolase

Myosin 1

Myosin 2

Myosin 4

Myosin 7

Myoglobin

Carbonic anydhrase 3

Trifunctional enzyme subunit «

K.NYPVVSIEDPFDQDDWK.T [286, 302]

K.VEAHFSLIHYAGTVDYNITGWLDK.N [576, 599]
K.DTLVSQLSR.G [1299, 1307]

K. TSVFVAEPK.E [36, 44]

K.TEAGATLTVK.E [64, 73]
K.TLAFLFAER.Q [619, 627]
K.SALAHAVQSSR.H [1329, 1339]

R.INTTLETK.Q [443, 450]
K.LLSNLFANYAGADTPVEK.G [616, 633]

K.YLEFISEAIIQVLQSK.H [104, 119]

K. HDPSLLPWTASYDPGSAK.T [40, 57]
R.GGPLTAAYR.L [81, 89]
K.YNSFATALK.H [127, 135
K.HPDGVAVVGIFLK.I [136, 148]
K.GEFQLVLDALDK.I [154, 165]
R.SLYSSAENEPPVPLVR.N [227, 242]

K.DASLPALGR.G [391, 399
R.DSLFSNLTGQLDYQGFEK.A [423, 440
K.DSTASAVEVGLK.Q [520, 531]
R.FAGGNLDVLK.Q [611, 620]
K.IPSRPDISSDEDIQYR.L [661, 676]

Boeuf

Myosin 1

Myosin 2

Albumin

Stress induced phosphoprotein 1

Carbonic anhydrase 3

K. TLALLFSGPASGEAEGGPK K [619, 637]

R.TLEDQVNELK.S [1256, 1265]
K.YEETHAELEAAQK.E [1465, 1477]

K.DLGEEHFK.G [37, 44]
K.LVNELTEFAK.T [66, 75]

K. TCVADESHAGCEK.S [76, 8]
K.LKPDPNTLCDEFK.A [139, 151]
K. AEFVEVTK.L [249, 256]
K.YICDNQDTISSK.L [286, 297]
K.SHCTAEVEK.D [310, 318]
K.DAIPENLPPLTADFAEDK.D [319, 336]
K.EYEATLEECCAK.D [375, 386
K.DDPHACYSTVFDK.L [387, 399)]
K.QNCDQFEK.L [413, 420]
K.VPQVSTPTLVEVSR.S [438, 451]
R.CCTKPESER.M [460, 468]
R.RPCFSALTPDETYVPK.A [508, 523]
K.LVVSTQTALA.- [598, 607]

K.ALDLDSNCK.E [454, 462]
K.EWGYADHNGPDHWHELFPNAK.G [4, 24|

K.HADGIAVVGVFLK.I [136, 148]
K.GEFQLLLDALDK.I [154, 165]
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Tableau 3: Liste des protéines contenant des peptides spécifiques détectés par
spectrométrie de masse

Espéce Protéine Peptide
Poulet Myosin-binding protein C, fast-type K.LVVELSDPDLPLK.W [270, 282]
solo R.GLEDQQVVVGDR.V [345, 356]
K. AAENTIVVVAGNK.V [541, 553]
Poulet Myosin-binding protein C, fast-type R.TSDVDSVFFIR.S [881, 891]
dinde
Myosin light chain 1, skeletal muscle K.DQGTFEDFVEGLR.V [123, 135]
Pyruvate kinase R.QQFEEILR.H [392, 399]
K.QPAHDAWAEDVDLR.V [475, 488§]
Poulet | Myosin-binding protein C, cardiac type K.VAGESLLK.K [168, 175]
tous K.SFTELFVK.E [442, 449]
R.LDVPISGDPTPTVIWQK.V [668, 684]
Pyruvate kinase R.LDIDSEPTTAR.N [32, 42]
R.LNFSHGTHEYHEGTIK.N [73, 88|
R.EATESFASDPITYRPVAIALDTK.G [92, 114]
Porc [-enolase K.NYPVVSIEDPFDQDDWK.T [286, 302]
Myosin 2 K.TSVFVAEPK.E [36, 44]
Myosin 4 K.TLAFLFAER.Q [619, 627]
K.SALAHAVQSSR.H [1329, 1339]
Carbonic anydhrase 3 K.HDPSLLPWTASYDPGSAK.T [40, 57]
K.YNSFATALK.H [127, 135]
K.HPDGVAVVGIFLK.I [136, 148]
R.SLYSSAENEPPVPLVR.N [227, 242]
Trifunctional enzyme subunit « K.DASLPALGR.G [391, 399]
K.DSTASAVEVGLK.Q [520, 531]
Boeuf Myosin 1 K.TLALLFSGPASGEAEGGPK.K [619, 637]
Albumin

Carbonic anhydrase 3

K.DLGEEHFK.G [37, 44]
K.LVNELTEFAK.T [66, 75|
K.YICDNQDTISSK.L [286, 297]
K.DAIPENLPPLTADFAEDK.D [319, 336]
K.DDPHACYSTVFDK.L [387, 399]
R.RPCFSALTPDETYVPK.A [508, 523]

K.EWGYADHNGPDHWHELFPNAK.G [4, 24|
K.HADGIAVVGVFLK.I [136, 148
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Tableau 4: Liste finale des protéines contenant des peptides spécifiques

Espéce Protéine Peptide [Position dans la protéine|
Poulet Myosin-binding protein C, fast-type R.GLEDQQVVVGDR.V [345, 356]
solo K. AAENTIVVVAGNK.V [541, 553]
Poulet Myosin-binding protein C, fast-type R.TSDVDSVFFIR.S [881, 891]
dinde
Myosin light chain 1, skeletal muscle K.DQGTFEDFVEGLR.V [123, 135]
Pyruvate kinase R.QQFEEILR.H [392, 399]
K.QPAHDAWAEDVDLR.V [475, 488]
Poulet | Myosin-binding protein C, cardiac type K.VAGESLLK.K [168, 175]
tous K.SFTELFVK.E [442, 449
R.LDVPISGDPTPTVIWQK.V [668, 684]
Pyruvate kinase R.LDIDSEPTIAR.N [32, 42]
R.LNFSHGTHEYHEGTIK.N [73, 8§]
R.EATESFASDPITYRPVAIALDTK.G [92, 114]
Porc B-enolase K.NYPVVSIEDPFDQDDWK.T [286, 302]
Myosin 4 K.TLAFLFAER.Q [619, 627]
K.SALAHAVQSSR.H [1329, 1339]
Carbonic anydhrase 3 K.HDPSLLPWTASYDPGSAK.T [40, 57]
K.HPDGVAVVGIFLK.I [136, 148]
Boeuf Myosin 1 K. TLALLFSGPASGEAEGGPK K [619, 637]
Albumin

Carbonic anhydrase 3

K.DLGEEHFK.G [37, 44]
K.LVNELTEFAK.T [66, 75
K.YICDNQDTISSK.L [286, 297]
K.DDPHACYSTVFDK.L [387, 399|
R.RPCFSALTPDETYVPK.A [508, 523|

K.EWGYADHNGPDHWHELFPNAK.G [4, 24]
K.HADGIAVVGVFLK.I [136, 148]
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68/2013 on the Catalogue - bio-based fuel
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F99/2001 and Regulation ' materials such
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Insect proteins (under
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e.g Freeze drying) [under
entry 5.16.2 ‘terrestrial
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Hydrolysed insect
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2.6.1."Hydrolysed
animal proteins')
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. ier F1 i Comman Housefly | ical, Yelloe Meal
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pet foad)

Restriction to insect species (insect PAPs for aqua feed)- Regulation (EU) No 142/2011; Annex X Chapter 2 Section 1, A.(2).

- Insect PAPs must be produced in processing plants approved in accordance with Article 24{1)(a) of Regulal:lnn lECJND 106%/200% and dedicated exclusively to the
production of products derived from farmed insects “‘Regulation (EC) Mo 999/2001; annex IV, IV, Section F, 1 (a).
- Inzect PAPs must be produced according to processing methods 1 to 5 or processing method 7 (Regulation ([EU) No 142/2011, Annex X, Chapter Il, Section 1, B (2).

Mo restriction as to the insect species (provided that these are not pathogenic to humans and animals)

Tableau 6: |
Liste des possibilités de 'utilisation d’insectes pour l’alimentation animale|Liste des
possibilités de l'utilisation d’insectes pour I’alimentation animale [21]
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hilorue de choll - 576 m;
Vit. A (@a672a) /Vit.A (Ba672a) 1
71)/Vit.D3(@Ba671) :n. U-'-"Sl
3 mg/Kg; BIOTINE (3

T B1 2 mg/Kg; VIT B2 & )
12 20.00 mg/Kg; VIT K3 3 mg,

t- de hr monohydrate 3b10:2 £
50.00 mg/Kg; Sultate eu(ll)vul

06) 6 mg/Kg; lodate de - catoium

lénite de sodium (3b801) — Se
801) 0.3 mg/Kg; Oxyde de Ih-dl)
yde de Zn (3b603) —Zn/Zn oxide

Tableau 7: Composition de I'aliment pour volaille
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Tableau 8: Composition de la pizza spéciale Delhaize

72



ten / lpgrédmts |

/
fo0d|e (%4
kY

AT e %
waaredvies / Conseils de
s ? Conservah
| ol

Tableau 9: Composition du

broodje el een voorgegaarde homburger, saus en kaas, diepwries
Pelit pain oux graines de sésame avec un
Ingredi

er précuil, souce ef

_ A

cheeseburger Mora




®

i} DIEPVRIESINSTRUCTIES |
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GEMIDDELDE VOEDINGSWAARDE PER :
VALEUR NUTRITIVE MOYENNE PAR
DURCHSCHNITTLICHER NAHRWERT PRO 100¢g

873K
209 keal

Tableau 10: Composition des chicken nuggets Delhaize
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Résumé Marvin Aerts

Du fastfood pour nourrir les insectes ? Mise au point d’'une méthode de
spectrométrie de masse pour la détection des protéines de viande dans les
farines d’insecte

L'entomoculture, I'élevage d'insectes a des fins alimentaires, offre une voie
prometteuse pour répondre aux enjeux de durabilité alimentaire. Cependant,
['utilisation de former foodstuffs a base de viande pour nourrir les insectes souléve des
préoccupations quant aux risques sanitaires. Ce mémoire vise a explorer ces
implications et a élucider la présence potentielle de protéines animales dans les larves
d’Hermetia illucens (la mouche soldat noire) nourries avec des former foodstuffs
contenant de la viande de poulet, de porc et de boeuf.

Dans un premier volet, une liste de peptides spécifiques pour les viandes de poulet, de
porc et de boeuf est établie. Des recherches bibliographiques ont permis d’identifier
des protéines possédant des peptides spécifiques et la spécificité de ces protéines a
été évaluée d’abord avec I'outil BLAST de NCBI et puis par spectrométrie de masse. La
liste de protéines spécifiques obtenues contenait 41 peptides réparties entre les trois
viandes.

Le deuxiéme volet se concentre sur |'élevage des larves d’Hermetia illucens. Des
substrats contenant des former foodstuffs de poulet, de porc et de boeuf ont été
utilisés pour nourrir les larves. Les échantillons de substrats et de larves obtenus suite
a cet élevage ont été analysés par spectrométrie de masse pour vérifier si les peptides
spécifiques précédemment identifiés étaient détectables. Tous les peptides n'étaient
pas détectables mais ces résultats ne nous permettent pas d'affirmer que tous les
peptides ont été digérés. Malgré cela, la diminution des signaux dans les échantillons
en contact avec les larves suggére une possible dégradation des peptides. Cette
observation amene a envisager |'existence d'enzymes sécrétées par les larves ou leur
microbiote intestinal.

Les résultats soulevent des questions intrigantes sur les capacités de dégradation des
peptides et sur les capacités enzymatiques des larves. Les futures étapes pourraient
impliquer des approches pour réduire le bruit de la matrice, afin d'améliorer la
détection des peptides. De plus, I'étude des capacités enzymatiques des larves pourrait
fournir des informations cruciales sur leur réle dans la dégradation des peptides.

UNIVERSITE CATHOLIQUE DE LOUVAIN
Faculté des bioingénieurs
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