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NUTRITION PROTIDIQUE CHEZ TENEBRIO MOLITOR L.

VI. — ESSAIS DE REMPLACEMENT DE LA CASEINE
PAR DES MELANGES ARTIFICIELS D’ACIDES AMINES

PAR

Jean LECLERCQ et Luis LOPEZ-FRANCOS
(Zoologie générale, Institul Agronomique de IElat, Gembloux)

Dans la liste des molécules indispensables a la nutrition des
larves de Tenebrio molilor, une seule, la caséine purifiée, reste un
complexe nécessairement produit par biosynthése, qui pourrait
comporter des constituants dispensables et peut-étre un fac-
teur de croissance non encore identifié. La prochaine étape a
franchir consisterait donc & remplacer la caséine par un mélange
d’acides aminés essentiels, étape que 1'on a franchie sans diffi-
cu‘]té majeure pour le rat, pour d’autres Vertébrés de labora-
toire, et pour divers Insectes parmi lesquels Blatella germanica
(House, 1949), Drosophila melanogaster (Hinton e al., 1951),
Apis mellifica (DE Groot, 1952, 1953), Pseudosarcophaga
affinis (Housg, 1954), Phormia regina (McGinnis el al., 1955 ;
Hobason et al., 1956), Calliphora erythrocephala (Seper, 1954,
1956), Chilo simplex (Isuu et Hirano, 1955), Musca domestica
vicina (Coanc et Wanea, 1958), Myzus persicae (MITTLER et
Dapp, 1962), et un proche du Tenebrio molilor, le Tribolium con-
fusum (LEMONDE et BERNARD, 1951 ; FRAENKEL et PrinTy, 1954).
Mais la méme tentative a échoué jusqu'ici pour les larves de
Tenebrio molitor (FRAENKEL et PriNTY, 1954 ; HuoT et LECLERCO,
1958). Pourquoi ?

On imagine assez facilement des explications qui rencontrent
d’ailleurs les hypothéses plus ou moins acceptables qui ont été
formulées pour rendre compte de ce que méme chez les animaux
plus pr(?pices, un bon mélange d’acides aminés n’assure jamais
une croissance aussi excellente qu'une bonne protéine naturelle
trés purifiée. Mais on doit aussi se demander si les échecs ne
sont pas dus a des aléas de la technique employée pour élever
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les sujels d'expérience, pour préparer les milieux nulbritifs
expérimentaux. C'est dans cette direction que nous avons
d’abord reconsidéré la question, puis aprés avoir défini les con-
ditions d'une expérimentation plus rigourcuse, nous avons
essayé de remplacer la caséine par des mélanges d’acides aminés
essentiels classiques, par des mélanges d’acides aminés plus nom-
breux rappelant fidélement la composition naturelle de la
caséine, par le mélange qui fit ses preuves pour un autre Insecte,
Myzus persicae (MitrLer el Dapp, 1962), et par d’autres mé-
langes empiriques s’inspirant de considérations diverses.

Ce que nous rapportons ici ne résoud pas le probléme, loin
s’en faut. Mais au moins avons-nous maintenant les informations
nécessaires pour diriger des recherches futures et aussi la preuve
définitive que les larves de Tenebrio molitor manifestent une
ensibilité exceptionnelle a4 ce qu'on appelle «la valeur biolo-
ique des protéines », sensibilité que I'on pourrait. certainement
exploiter ultérieurement pour préciser certains aspects fondamen-
taux des « préalables a la biosynthése des protéines» chez les
animaux en général.

Dispositions expérimentales

Elles sont les mémes que dans les essais antérieurs de Huor et
LecLerco (1958) et LecLerco et Lopez-Francos (1963) : méme
température de 27° C, mémes sources de facteurs de croissance, y
compris la méme caséine sans vitamines (HoFFMANN-LAROCHE, Bile),
mémes quantités, larves soumises & un jeiine préalable de 3 jours, etc...
mais nous avons choisi cette fois des larves de la race I' (LEcLERCQ,
1963), nous avons d’abord réglé le taux hygrométrique des étuves
de culture 4 75 9%, puis ce fut 65 9%,

L.e nombre de larves disponibles & un moment donné ne per-
mel pas toujours de réaliser simultanément tous les essals
~ que P'on prévoit pour répondre & une question. De plus il faut
parfois répéter des essais en tenant compte des indications
fournies par les premiers. Par contre il est préférable que le
lecteur trouve ici, présentés synoptiquement, tous les résultats
(que nous avons obtenus en réponse 4 une méme question par-
liculitre. Mais eela nous oblige a préciser les précautions qu’il
faul prendre pour consulter nos tableaux et analyser les résul-
~ lals. En régle générale, la comparaison des résullals n'est parfai-
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lement licile que dans les cas ol ces résullals onl élé oblenus au
cours d’'une méme série d’essais. (Vest pourquoi nos tableaux
comportent la mention du numéro de la série d’essais qui a
permis chaque résultat. Néanmoins on peut comparer aussi
les données fournies par des essais portant un autre numéro,
c’est-a-dire qui ont été réalisés 4 un autre moment, mais il
faut alors accepter I'éventualité d’'un « granum salis». Nous
ne pensons pas que de légéres différences d’une série a l'autre
puissent étre imputables & quelque détail secondaire dans la
préparation des milieux nubritifs, ni 4 de minimes fluctuations
de la température, nous sommes moins siirs qu’'on ne puisse
les expliquer partiellement par de petites différences dans le
taux hygrométrique et dans le taux d’hydratation des aliments.
Mais ce qui est certain c’est que les larves de Tenebrio molitor
de deux lots consécutifs peuvent présenter des courbes de crois-
sance pondérale trés légérement différentes, méme s’il s’agit
de larves de méme race, de mémes parents, de méme age et
de méme poids initial. Cela tient & la variabilité individuelle
incompressible qui persiste inévitablement malgré la sélection
artificielle et malgré la stabilisation de tous les facteurs écolo-
giques (MoreAu et LecLerce, 1963 ; LecLeErco, 1963). Il ne
s’'agit pas la d'un phénomeéne propre au Tenebrio molitor, on
retrouve des fluctuations similaires pour divers caractéres mesu-
rables, méme avec de trés grands nombres d’individus, chaque
fois qu’on se pose la question pour d’autres organismes (voir
a ce sujet : SoxkaL et HuNTER, 1958 et Sokavr. 1959, pour Dro-
sophila melanogaster ; CampBeLL, 1962 pour Chorisloneura
fumiferana).

Il faudra aussi tenir compte de la différence de poids moyen
in‘tial de certains lots, c’est ainsi que les essais rapportés dans
notre tableau Il devaient nécessairement aboutir & des majora-
rations de poids exprimées en pourcents plus fortes que les
essais rapportés dans le tableau V car dans le premier cas les
larves pesaient seulement au départ 11-12 mg contre 27 mg
dans le second cas.

On trouvera en temps voulu des précisions sur les diverses
modifications expérimentales que nous avons ébé amenés a
apporter pour certains essais. Mais il était utile de présenter
en un seul tableau ce qui concerne les différents mélanges
artificiels d’acides aminés que nous avons préparés (Lableau I).
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TanLeau 1. — Composition des mélanges d’acides aminés

i de Huor et LECLERCQ
: 10 acides aminés, mélange pratiquement identique 4 celu 2
A (1058), inspiré d:a 1a formule utilisée par Bexton el al. (1956) pour leurs expé
riences avee le rat. l
I 100 g de milieu nutri-
. 11 acides aminés, soit le mélange A avec 0.40 % (g pour 1 :
4 tif) d'acide L-giut.amlque remplagant 0.20 % de DL-isoleucine et 0.20 %
de DL-valine. i
‘aci . i t 0.30 % de -
¢ . Comme B mais 1.00 % d'acide L-glutamique remplagan
E Elgleucine + 0.30 % claoDL-valine + 0.20 % de L-leucine + 0.20 % de DL-
phénylalanine. :
' duisant approxi-
(. : 18 acides aminés, mélange selon Gorpon el al. (_1949), repro
> :na:ivement la c:)mposiuon de la caséine en acides ammgs naturels. Toute-
fois nous avons doublé les quantités d’acides aminés racémiques en supposant
que la forme D n'est pas active.
duisant
Gy : i minés, mélange selon BLock et BOLLING (.1945), repro
i :gp::::lgf:aigvemer;t la composition de la caséine en acides aminés donnée
par ces chercheurs. Les quantités d’acides aminés racémiques ont été doublées
sauf pour l'isoleucine et le tryptophane.
! i i i lui de MitTLER et DADD
'+ 20 acides aminés, mélange a peu prés identique a ce i
! (1923) qui 'ont t,,rouvé trés adéquat pour le puceron Myzus persicae.

‘ i isi ’ils se sont avérés particuliére-
. 5 acides aminés seulement, choisis parce qui .

" ment critiques lors des ess;is de Huot et LecLerco (1958) et dans d’autres

' cﬁm nous avons réalisés.

014 | 015 | 028
vt o025 | 025 | 025 | 019 | 020 | 0675

013 | 0125 | 0.10
| 020 | 020 | 020 | 015 | 015 | o
"""""" 120 | 100 | 090 | 058 | 030 | 015
. 100 | 100 | 080 | 043 | 045 | 010 | 080
L 065 | 055 | 055 | 0.388| 0.40 | 030
........ 030 | 030 | 030 | o029 | 030 | 005
| Yoo | 100 | oo | 048 | oo [ 0.05 | 080
; 048 | 050 | o.10
Pty 053 | 03% | 0d0 |
"""" 070 | 070 | 070 | 048 | 050 | 07 .
""" 1 o010 | 0165]| 0.0 | 020 | 010
0 010 020 | 030 | 010
"""" 120 | 100 | 090 | 032 | 070 | 020 | 0.90

1.375
""""" 034 | 035 | 035
0.025
""""" 002 | 0.05 4

Leldo L-glutamique - . 100 | 108 | 110 | o
. L-gl::anﬂque - 0.40 ot

TRy 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50 5.75 3.30
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Questions préalables

Les larves de race F' el d’dge moins avancé se comporient-elles
comme les larves de race G déja étudiées par Huor el LECLERCQ
(1958) ? Faul-il ajouter Uacide glulamique a la lisle des acides
aminés essenliels ou uliles ? Doil-on considérer comme essentiel
ou du moins ulile chacun des diz acides aminés essentiels classiques?

Pour répondre & ces questions, il fallait refaire la plupart
des essais réalisés par Huor et LeEcLErco (1958) en y soumet-
tant non plus des larves de race G pesant de 60 a 70 mg, mais
bien des larves de race I' pesant & peine plus de 10 mg. On
pouvait s’attendre & des résultats fort semblables puisqu’une
étude précédente (LEcLeErco el Lopez-Francos, 1963) a fait
conclure & un comportement similaire des deux races et des deux
dges considérés pour ce qui concerne l'optimum protidique.
C’est pourquoi nos essais ont aussi eu pour objectif de chercher
a compléter le mélange-test de dix acides aminés précédemment
employé (A) par l'addition d’acide glutamique. Les résultats
sont présentés dans le tableau II.

Réponses :

Les jeunes larves de race I ont réagi a peu prés de la méme
maniére que les larves plus dgées de race G étudiées précédem-
ment. Tous les mélanges d’acides aminés s’averent incapables
de remplacer la caséine. Ils sont aussi décevants que le manque
lotal de prolides s’ils ne comportent pas de leucine ou de valine
ou de fhréonine ou de fryplophane ou de phénylalanine, et peut-
étre de lysine. On obtient des croissances un peu meilleures
lorsqu’ils ne comportent pas d’arginine ou d’histidine ou de
mélthionine ou d’isoleucine, peut-étre d’acide glutamique. Mais
de toutes facons les mélanges les moins défavorables sont ceux
qui présentent tous ces onze acides aminés a la fois (B), ce qui
fait conclure que chacun est sinon essentiel au sens strict du
mot, du moins utile.

Il peut étre opportun de distinguer la croissance pondérale
qui s'effectue pendant la premiére semaine des expériences
¢'est-d-dire alors que les sujets peuvent encore tirer parti des
réserves accumulées antéricurement, de ce qui se passe pendant
les semaines qui suivent. C'est a ce titre que notre indice ¢" a
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PTanreav L1 — Modifications du poids chez des larves de Tenebrio molitor de race F,

recevant une alimenlation artificielle diversemenl constituée pour son apport de prolides

30 larves dans chaque condition.
Degré hygrométrique @ 75 %.

Poids moyen
aprés une (a) Poids
gagné ou perdu
oa q"E.'m’ &b) aprés quatre semaines de
Poids Seuin R réalimentation
Série| ", réalimen-
d’es- ini- tation
Source d'acides aminés Lo tial
a!
no
S b—a’ , b—a
& S g 100| ¢" = - 100
enmg | en mg
en % en %
de froment -+ 10 %
............... L 12 18.1 62.0 416.7 +242.5
WEROING .\ e oo 1 12 17.5 | 60.0 400.0 +242.8
L AR PR RS 2 12 1756 | 72.8 506.7 +316.0
% BABOING . ... .ein s 3 11 17.5 | 60.0 445.5 +242.8
.................. 1 12 16.6 16.3 35.8 — 1.8
.................. 2 12 16.4 | 16.4 36.7 0
.................. 3 11 14.0 145 318 + 36
A : mélange de 10 acides
amings (6.5 %) ....... 1 12 | 143 | 14.3 10.8 — 70
B s 3 11 182l 151 Al + 14.4
; o |
ws A -+ acide glutamique 1 12 15.3 | 18.0 50.0 4+ 17.6
B o - e 3 g1 136 11162 47.3 + 19.1
3 DL-isoleucine . ... 3 11 14.8 | 16.8 652.7 4 13.5
8 DL-méthionine . .. 5 11 14,3 | 158 43.6 + 10.56
s L-histidine ...... 3 11 144 | 158 43.6 + 10.5
ns L-arginine ...... 3 Al 135 | 153 391 + 13.3
#ans L-lysine ......... 3 L 13.6 | 149 35.5 + 96
8 DL-phénylalanine 3 11 142 | 143 30.0 + 0.7
nsDL-tryptophane .. 3 11 13.1 | 142 29:1 + B84
ns DL-thréonine . ... 3 11 13.8 14.0 27.3 + 14
\sans DL-valine ....... 3 11 13.5 | 14.0 27.3 + 3.6
ans L-leucine ........ 3 11 129 | 135 22.7 + 4.6

plus de signification’ que l'indice ¢; on remarquera néanmoins
qu'il y a relativement peu de divergences entre les classements
qu'on obtient selon I'un ou l'autre de ces critéres. De plus
- ces deux critieres suffisent amplement et il n’est pas nécessaire
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d’en chercher d’autres en poursuivant les observations au-dela
de quatre semaines : chaque fois que nous avons pris cetle peine,
ce ful toujours pour constater que les croissances qui avaient
bien commencé aboutissaient i des développements continus
el ordinairement & la nymphose, tandis que les croissances
initialement médiocres (¢ et ¢’ inférieurs & 100 %) ne se redressent
jamais. On n'est méme plus sar alors que les larves s’alimentent,
encore et aient une physiologie différente de celle dont elles sont
capables en inanition totale longuement prolongée (cf. LECLERCQ,
1949). Mais on n’est plus sir non plus de la composition réelle
des milicux nutritifs. Nous avons méme eu des doutes a ce
dernier propos en limitant la durée des essais 4 quatre semaines,
de la les questions qui vont étre examinées en vue de définir
de meilleures conditions expérimentales,

Questions complémentaires

Ne conviendrail-il pas d'abaisser le lauz hygrométrique des
éluves de cullure ? 'Y aurait-il intérél a expérimenler avec des
larves un peu plus avancées ? Réexamen du cas de Pacide glulamique.

On pouvait se demander si un taux hygrométrique de I'ordre
de 75 %, bien que décidément, optimum, ne favorise pas certaines
altérations des milieux nutritifs. On pourrait évidemment
songer & réaliser des essais parfaitement aseptiques car il faudra
ot ou tard se demander si les besoins nutritifs fondamentaux
du ver de farine tels que nous les connaissons sont en fait ceux
de T'espéce avec ses grégarines et autres symbiotes intestinaux
éventuels, ou bien ceux de I'espéce seule dans des conditions
de stérilité qu’elle ne rencontre jamais dans la nature. Mais
il serait absurde de se préoccuper de cela avant d’avoir résolu
notre probléme qui est de remplacer la caséine par un mélange
convenable d’acides aminés, d’autant plus qu’aucune altération
dommageable ne s’est jamais révélée dans les milieux pourvus
de caséine. Néanmoins il était opportun de se demander si
de meilleurs résultats ne seraient pas obtenus en abaissant le
taux hygrométrique a une valeur suboptimale, par exemple
65 %. Ce faisant, nous avons pensé que I'on inhiberait peut-étre
partiellement les réactions entre le glucose et les acides aminés
libres, réactions qui se produisent incontestablement dans nos
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ilicux du moins aprés un certain temps mais que nous serons
Amenés & examiner plus attentivement encore dans un chapitre
ultérieur,

t‘(‘;r.:epouvait. aussi se demander si prenant des la‘rv?s de 10 mg
environ, nous n'avions pas passé d'un extréme & l'autre, et si
des larves en pleine phase de croissance active ayant par exemple
alleint environ 25 mg ne seraient pas plus propices. ,En_ﬁn
Vamélioration obtenue précédemment en ajoutant de l'acide

I & préciser le taux utile de cette molécule.
Les résultats sont présentés dans le tableau III.

L'allure générale des résultats est bien plus nette, aussi
idra-t-il désormais maintenir & 65 9, le taux hygrométrique
étuves de culture.
Comme on devait s’y attendre, les larves de 25 mg présentgnt
-'-augmentations de poids exprimées en Pourcent's, moins
rles que les larves plus petites. Elles réagissent néanmoins
différentes conditions selon le méme mode, on peut flonc les
wbiliser aussi bien que des larves plus petite‘s, hétnéﬁ(:la_nt. du
fuit qu'elles sont moins fragiles et plus f.acﬂes a rr_lanlpu]er.
1l se confirme qu’a la dose de 0,40 9%, I'acide giut?mlque amé-
liore remarquablement la valeur des mélanges djamdes afmmés;
il n’est pas exclu qu'on obtienne encore de meilleurs résultats

en augmentant légérement sa dose.

Incidence de la réaction de Maillard ?

~ En présence de glucides réducteurs, les acides aminés tendent
& s'altérer, produisant des mélanoidines et prenant une co!ora—
on brune. C'est la réaction de Maillard dont le mécanisme
n'est pas parfaitement connu et qui a retenu I'attention de la
i lupart. des chercheurs expérimentant avec des mélanges
Lificiels d’acides aminés (Swanson et CLARK, 1950 ; FRIEDMAN
ot Kuine, 1950 3+ Aumourst, 1951; Bicwoop, 1952, etc....).
ille se produit aussi, & un moindre degré, aux dépens des acides
minés de proléines normales (PATTON, et-al., 1948). Elle peut
Anactiver ou détruire certains acides aminés (notamment la
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TasrLeav IIT. — Modificalions du poids che des larves de Tenebrio molitor de race I,
recevant une alimentation arlificielle diversement constiluée pour son apport de prolides
30 larves dans chaque condition.

Degré hygrométrique : 65 9.
Poids moyen
aprés une (a ;
01Fquatre gb]) Pf)lds gagné ou p‘erdu
s R aprés quatre semaines de
: ; : ¢alimentation
Série szl:ii-s rét:,ﬂ;men- =
g , } d’es- . ation
ource d’acides amiqés i t.:ﬁl
no
en mg ’
iy S , b—a
a b (= e 100 | ¢! = - 100
enmg | en mg
en % en %
Farine de froment 4 10 9%,
leyare ' . U0 L L 1 | 105 | 147 | 54.1 415.2 268.0
e A R oL e e 4 1156 18.3 | 67.2 484.3 245.3
8.6 % caséing ........... 1 | 105 | 148 | 575 447.6 288.5
8.5 % caséing ........... 5 25 37.9 | 96.2 284.8 153.9
oo 1L Rl N piealt oltaes] 13.7 | 140 33.3 2.1
i b+ T BT R S TR $90..2 4 116 | 158 | 16.0 39.1 1.2
i A A S b 25 32,7 | 33.1 324 132
A mélange de 10 acides
aminés (6.6 %) ....... 15 | 105, ] 128 | 15:2 44.8 20.6
EL L e e 5 2B 31.5 | 342 36.8 8.6
B = A + 0.40 9% acide glu-
CAmIqua i, s 1/ | 105 | 12.8 | 16.0 52.4
B = A’ + 1.00 9% acide s
glutamigue ..., 141105 | 12.7 [ 166 58.1 30.7
B = A 4 0.40 % acide glu-
LATIIGqUIe v w s e e 5 25 315 | 349 39.6 10.8
B’ I= A’ + 1.00 9% acide
glutamigque ..o al 5 25 32.9 | 355 42.0 7.8
B = A’_ + 3.00 9% acide
glutamique ........... 5 25 3.2 | 364 45.6 16.7

lysine) au point de rendre les protéines, les hydrolysats de pro-
téines ou les mélanges d’acides aminés peu efficaces (PaTTON
et al., 1949 ; CArPENTER et ELLINGER, 1955 ; Jacouor, el al.,
1958). Serait-elle responsable de nos échecs ? Serait-ce parce
que nous avons réduit son intensité que les essais réalisés a
65 9% d’humidité relative ont fourni des résultats sensiblement
meilleurs ?

-
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On peul chercher une réponse en remplagant le glucose des
anilicux nutritifs par des glucides non réducteurs, par exemple
par de amidon, du saccharose ou du lactose.

Le tableau IV montre ce que cela nous a fourni.

Wanteav 1V, — Modificalions du poids chez des larves de Tenebrio molitor de race F
recevant une alimentation artificielle a base de glucides non réducteurs

d8 moyen initial des larves : 27 mg.
Dogré hygrométrique : 65 %.
# formation d'une nymphe.

Poids moyen des larves (en mg) aprés

1 3 5 3 10
semaine semaines [semaines semaines | semaines
on, aucun protide ........ 31.56 30.8 30.1 29.2 28.3
fidon 4 3 9 caséine ...... 37.7 b2.8 59.10 69.30 72.50
idon + 3 9% mélange B .. ... 31.9 32.3 0 b 315 31.5
ddon 4+ 3 % mélange E ..... 33.5 34.1 32.9 33.2 32.2
sharose, aucun protide .. ... 322 | 329 | 323 | 308 -
geharose + 3 9% caséine ..... 37.7 70.2 nymp|hose géné| ralisée
stharose 4+ 3 9% mélange B .. 35.2 35.7 36.0 33.7 —
, aucun protide ........ 28.1 6.7 25.3 24.7 —
8o 4 3 9% caséine ........ 31.6 43.5 54.0 81.1 86.9
pse ++ 3 % mélange B ..... 28.3 274 26.7 | 26.8 25.0

sndant toute la durée de ces essais, les milieux nulritifs ont
\ pbservés tres attentivement pour y déceler des signes éven-
de réaction de Maillard (brunissement). Rien ne s’est
oduil. dans les milieux a base d’amidon, une réaction trés
hle et trés tardive s’est produite avec le laclose, une réaction
18 netle mais néanmoins faiblement prononcée s'est produite
we le saccharose.

 les résultats confirment avant toul ce qui a été observé
sdemment avee des milieux a base de glucose : mélanges
eides aminés un_peu plus favorables que la condition aucun
lide, sans plus ! Ils attestent une nette amélioration générale
le saccharose mais cela n’a visiblement aucun rapport
e la réaction de Maillard puisque c’est avec cel ose qu’on
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a le moins bloqué celle-ci. Quant au lactose, c’est un ose de qua-
lité inférieure pour les larves de Tenebrio, ce qu’on savait déja
bien (LeEcLErcQ, 1948 ; FraenkEL, 1955). Le plus inattendu
c’est 'absence d’activation de la croissance en toutes conditions,
quand on remplace le glucose par de I'amidon. Ce dernier four-
nissait toujours de meilleurs résultats avant qu’on ne connaisse
parfaitement les besoins vitaminiques optimaux du Tenebrio
molitor (LecLERCQ, 1948) et du Tribolium confusum (Bernard
et LemonDE, 1949). Toutefois plus récemment, FRAENKEL
(1955) a enregistré des variations inattendues dans le comporte-
ment des larves de Tenebrio recevant ce polyholoside.

Remarquons que dans toutes les conditions sans protide ou
avec mélange d’acides aminés, les poids des larves sont restés
pratiquement constants aprés la premiére semaine de réali-
mentation et ce jusqu’a la huitiéme ou la dixiéme semaine. Or
pareil résultat est incompatible avec I'hypothése selon laquelle
une faible réaction de Maillard comme celle qui s’est produite
en fin de période avec le lactose et surtout avec le saccharose,
libérerait des produits toxiques ou rendrait certains acides
aminés indisponibles. Rappelons d’ailleurs que les poids des
larves dans les mémes conditions mais avec du glucose restent,
aussi pratiquement constants pendant plusieurs semaines apres
la période d’un mois considérée dans nos tableaux II, IIT et V,
alors que la méme hypothése impliquerait des effets d’accumu-
lation de produits toxiques et par conséquent ce que nous n’avons
jamais enregistré : une forte mortalité et une forte chute des
poids.

Divers autres essais ont été réalisés pour réduire fortement
I'intensité de la réaction de Maillard. Nous ne voyons pas l'utilité
d’en rapporter les protocoles détaillés, tous supportent la méme
conclusion. Des élevages avec des milieux & base de glucose
a 180 et 4 27°C (la réaction étant considérablement réduite
4 18°), ont mis en évidence un effet thermique banal, rien qui
soit en rapport avec la réduction des acides aminés. Le rempla-
cement du glucose par de amidon dans des milieux procurant
0.5 % de caséine et 1 %, de mélange B ou E a permis de confirmer
I'infériorité de I'amidon, sans plus. Enfin, dans trois cas qui
seront considérés plus loin (tableau V), les milieux nutritifs
comportant un mélange d’acides aminés ont été renouvelés
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les les semaines, ce qui éliminail toute incidence de la réaction
Maillard, la valeur du mélange ne s’en est pas trouvée
méliorée.

AbLAY V. —— Moadificalion du poids chez des larves de Tenebrio molitor de race F
swant une alimentation arlificielle diversement consliluée pour son apporl de protides

alds moyen initial des larves : 27 mg.

Dogro h métrique : 65 9. . o

, rvezg;:ns ch:?qua condi:ion saul pour la série d’essais n® 7 ou c'est 30.
milieu nutritif renouvelé chaque semaine.

Poids gagné ou perdu aprés
(quatre semaine de réalimentation
Série
d’es-
Source d’acides aminés : Sy e,
i b Al og | e 2% 00
n a
en % en %,
ine de froment + 10 % levure ... .. 6 265.2 +127.7
i L R e . g 285.2 +158.7
caséine ....... G e S T S 10 286.7 —
........................... 1 21.56 — 4.5
y ............................ 7 16.2 — 73
.............................. 10 22.9 —
............................. 11 24.1 —
............................. 13 24.1 =
T e 15 22.2 - A
mélange de 11 acides aminés: 1.0 9% | 12 37.4 —
| mélange de 11 acides aminés: 3.0 9% | 12 13:7 —
1 mélange de 11 acides aminés: 6.5 9% | 10 14.1 AL
1 mblange de 11 acides aminés: 1.5 9, 6 31.9 4 1.4
[ | mélange de 11 acidesaminés: 3.3 9% | 6 18.8 dd kD
| mélange de 11 acides aminés : 6.5 9 6 11.1 — 34
‘ ' : 4.5
{ mblange de 5 acides aminés : 3.3 9, 6 215 S
{ mélange de 5 acides aminés : 3.0 9, 12 35.2 .
| mélange de 5 acides aminés: 1.0 9, | 12 41.1 2
| : 135
1 mélange de 18 acides aminés : 6.5 9 7 656.5 +
# l‘lmzz de 18 acides aminés : 6.5 9 9 22.4 + 13.3
1 méli ( : 38.1 4 48
¥ nge de 18 acides aminés : 1.0 %, 15*
1 mdlange do 18 acldes aminés : 2.0 9 15* 43.7 4+ 4.3
g | mélange de 18 acides aminés : 3.0 9% | 16* 29.9 — 4.6
1 mdlango de 20 acides aminés : 5,76 9, Yy 36.0 + 34
1 mélunge de 20 acides aminés : 11,5 9, 7 30.3 — L7
1 mélange de 20 acides aminés : 13.0 % 9 30.0 -
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Nonobstant des milieux & base d’acides aminés peuvent se révé-
ler franchement mauvais el finalement inutilisables peut-étre
parce qu’il s’y produil. d'intenses réactions oses-acides aminés
mais surtout parce qu'ils sont fortement hygroscopiques et
deviennent une pite inhospitaliére pour les larves qui s'y en-
gluent. Q’est a cause de cela que nous n’avons jamais pu réussir
des essais avec hydrolysat de caséine «aminosol» préparé
et mis obligeamment & notre disposition par WreTLIND (1946
194'7) qui en avait démontré I'efficacité pour le rat. Une prépa:
ration de peplone nous a donné de meilleurs résultats, mais
des résultats douteux en présence de glucose, les milieu‘x pre-
nant un aspect caramélisé dés la deuxiéme semaine. Nous ten-
tﬁmnsl alors un essai en remplacant le glucose par de I'amidon
ce qui permit d’obtenir des croissances presque aussi favorables
qu’avec la caséine. Mais avec des mélanges artificiels comme cenx
que nous préparons, entrant dans la composition de nos milieux
a raison de moins de 10 9%, et au taux hygrométrique de 65 9,
aucun accident n’est & redouter et nous n'avons méme pas jugé
utile de maintenir le remplacement du glucose par un ose non
réducteur. :

En conclusion, dans les conditions ol nous expérimentons, les
mélanges artificiels d’acides aminés ne doivent pas leur ins;ﬂl’i-
sance & lincidence d’une, éventuelle réaction de Maillard. [
faut chercher une autre explication.

Essai de cinq mélanges d’acides aminés

Ayant clarifié le probléme par tout ce qui précéde, nous avons
présenté a des larves de 27 mg cing mélanges différents en
prévoyant dans certains cas des taux différents. Tous, sauf E
contenaient de 'acide glutamique. Les mélanges C, et C, reflotent.
auss-i fidélement que possible la composition naturelle de la
caséine. Les autres ont été définis sur la base de diverses consi-

dérations empiriques. Les résultats sont présentés dans le
tableau V.

Commentaires.

Il apparait de suite qu’aucun mélange d’acides aminés ne peut
soutenir une croissance méme initiale comparable a celle que
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permet la caséine. A la méme dose de 6.5 9, le mélange C,
(18 acides aminés selon la composition naturelle de la caséine)
ost incontestablement meilleur que le mélange B précédemment
_employé (basé sur la formule valable pour le rat et privé d’acides
aminés non essentiels). Les autres résultats suggérent aussi
“qu'on a intérét 4 augmenter le nombre d’acides aminés jusqu’a
18 ou 20. 11 est particuliérement remarquable qu’on obtienne des
croissances au moins équivalentes, probablement méme sensi-
blement améliorées en ne fournissant que cing acides aminés,
au lieu de onze. On en vient & se demander si la notion classique
de la dizaine d’acides aminés essentiels est vraiment d’applica-
'on pour Tenebrio molitor puisqu’elle a abouti & la préparation
de mélanges qu’on améliore aussi bien par soustraction de cer-
fains acides aminés essentiels que par addition de certains
acides aminés passant pour généralement dispensables.

- Serions-nous en présence d’un animal qui exige un nombre
d’acides aminés essentiels bien plus grand que ce que réclament
Lous les autres animaux étudiés 4 ce jour ? Ce n’est pas exclu,
mais avant d'y penser il faut souligner un fait réellement inat-
tendu révélé par le tableau V :on a eu tort de vouloir remplacer
6.5 9% de caséine par 6.5 9 de mélanges d’acides aminés. Il
faut fournir beaucoup moins et il semble que des doses de I'ordre
de 1 ou 2 9, seulement soient préférables dans toutes les condi-
lions. Cela est d’autant plus surprenant qu’aux mémes larves
on peut indifféeremment procurer des aliments qui comportent
de 3 4 20 % de caséine (LEcLERCQ eb Lopez-Fraxcos, 1963).
L'interprétation de ce phénoméne n’est pas facile. On pourrait
avancer que les mélanges d’acides aminés a raison de 3 % et
davantage provoquent un encombrement de métabolites azotés
insupportable par ces larves alors que I’hydrolyse progressive
d’une protéine entiére dans leur tube digestif se fait 4 un rythme

qui évite cet inconvénient.

Hypothése d’un déficit minéral

Oulre ses acides aminés pondéralement dominants, la caséine
1o mieux purifiée contient toujours d’autres molécules notamment
du phosphore sous forme d'esters phosphoriques des acides
hydroxyaminés sérine et thréonine. D’apres Beau (1952) la



200 JEAN LECLERCQ ET LUIS LOPEZ-FRANCOS

caséine pure contient encore 3.7 % de P,0; Ce phosphore se
retrouve intégralement dans les cendres quand lincinération
est faite en présence d’'une matiére alcaline par exemple Na,CO,,
qui assure sa fixation en évitant toute volatilisation. On estime
par ailleurs a 0.1-0.4 %, la teneur en cendres de la caséine puri-
fiée, tandis que la caséine ordinaire en renferme de 2 a 8 %,

Nous souvenant des difficultés qui conduisirent naguére
FraenkeL et LEcLErRco (1956) a se méfier des résidus de la
caséine pure el & découvrir la nécessité du zinc pour les larves
de Tenebrio (Fraenker, 1958), nous nous sommes demandés
si la caséine ne compléte pas I'équilibre minéral des aliments
artificiels que nous préparons, ce que nos mélanges d’acides
aminés ne peuvent réaliser a leur tour. Nous avons donc préparé
plusieurs milieux nutritifs & base de mélanges B, G;, D et E,
en y ajoutant les cendres d’une quantité équivalente de 6.5 %
de caséine, ou du Ky;PO, en quantité appropriée. On nous dis-
pensera de présenter le détail des protocoles de ces essais :
aucune amélioration ne fut observée.

Hypothése d’un acide aminé toxique ou dispensable
dans le mélange C, ?

Rappelons que le mélange Cy qui rappelle fidélement la com-
position naturelle de la caséine a permis des croissances assez
suggestives aux taux de 1 et 2 %. On devait évidemment se
demander si pareil mélange n’apporte pas 'un ou l'autre acide
aminé toxique et si chacun des 18 acides aminés qu’il comporte
est réellement utile. Pour répondre i cette question, il suffi-
sait de comparer Defficacité de milieux identiques représentant
chacun des conditions 18 — 1 acide aminé. Le tableau VI
montre ce que cela a donné.

Commenlaires.

Les résultats ont été classés selon le critére ¢ mais il est. clair
qu’on doit les discuter en considérant aussi « cum grano salis »
le critére ¢’ et en ignorant les petites différences inférieures &
1 ou 2 9%, lesquelles n’ont certainement aucune signification.

Ces précautions prises, il apparait que certains acides aminés

g
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wAU V1. — Modifications du poids chez des larves de Tenebrio molitor de race F
recevant une alimentation arlificielle avee 18 ou 17 acides aminés

d¢ moyen initial des larves : 27 mg.
6 hygrométrique : 656 9%.

b larves dans chaque condition.

HBérle d'essais n° 15 comme pour C, dans le tableau V (essais simultanés).

Poids gagné ou perdu aprés
quatre semaines de réalimentation
Source d'acides aminés Y
Pl st T c’=b:a100

en % en %

B =.c.cien o gioxinm f vt a s s 22.2 ~36
BERANE 1-arginine ... seoceeeopiones 25.2 +0.3
| sans DL-méthionine . .............. 29.2 —2.b
| sans L-lysine ..................... 32.2 +0.6
IERRDE L-cystine . ..... c.voveivomens 33.3 +3.7
| sans acide L-aspartique ............ 3.1 +0.6
EERDLCAEEING) 20 . soivs ovai e 344 +1.1
BRLDTOING . ... b sesviis s i 34.4 +3.1
gans DL-isoleucine ................ 34.8 —I1.1
sans acide L-glutamique ........... 35.2 +4.6
B DL-thréonine .........i000000 36.0 +1.4

ns DL-tryptophane,.............. 37.4 —=2.1

\ sans DL-phénylalanine ............ 37.4 +4.0
¢lange de 18 acides aminés : 1.0 % .. 38.1 +4.8
BRRNE C1Veine .. ..vioonnsainsanensnss 385 +5.6
| #ans L-histidine .................. 38.9 —0.5
B E-leueine ... .iieaeaidien s dan 39.6 —1.0
#ans L-tyrosine ................... 40.0 +0.2
BRDS L-alanine ..........cooviinenn 41.4 +35
(B8NS DL-valine ............c.co0ue 41.9 +4.9
lange de 18 acides aminés : 2.0 % .. 43.7 +4.3

vent étre supprimés sans nuire aux croissances. Ce sont
énylalanine, la glycine, I'alanine et la valine, peut-étre
i V'acide glulamique, la proline et la eystine. L'absence d’ala-
' et de valine a méme permis des résultats tels qu’on peut
lemander si ces molécules ne sont pas légérement toxiques.
tois autres acides aminés représentent un cas intermédiaire
% incertain : 'histidine, la leucine et la lyrosine. Sans eux les
augmentent aussi bien de poids qu'en leur présence,
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mais il semble qu'un effet de carence assez net se manifeste aprés
la premiére semaine,

I1 nous reste alors huit acides aminés qu’on ne peut omettre
sans diminuer de fagon marquée la valeur de I’aliment, ce sont
reclassés ici selon le critére ¢ : la méthionine, le tryplophane,
I'isoleucine, Varginine, la lysine, Vacide asparlique, la sérine
et la thréonine.

Tout cela n’a guére de concordance avec la distinction classi-
que que l'on fait entre acides aminés essentiels et acides aminés
dispensables, pas plus d’ailleurs qu’avec ce que nous avons
obtenu précédemment en omettant un acide aminé dans le
mélange B. Cela n’est pas étonnant. De toutes maniéres, le
mélange G, reste carencé dans toutes les conditions en quelque
chose que nous ne connaissons pas : comme il comporte au moins
17 acides aminés, un besoin particulier en un radical essentiel
peut étre satisfait par un des acides aminés dispensables et
il doit se produire des phénoménes complexes en rapport avec
I'urgence relative de certains besoins.

Nous avons essayé des mélanges d’acides aminés dans des
conditions tellement différentes et nous avons trouvé si peu
de chose en postulant tantdt le caractére essenticl d’un acide
aminé dispensable, tantot la toxicité de l'un ou de Iautre,
tantot Uintérét d’augmenter ou de réduire la proportion de tel
ou tel acide aminé (par exemple lisoleucine) ou I'acide glutamique
(ou nous excusera de ne pas rapporter tous ces essais complé-
mentaires), que nous avons la conviction que le probléme
posé sort du cadre habituel dans lequel on voudrait limiter les
préalables de la croissance des larves de Tenebrio molitor. Ce
n’est pas un des vingt acides aminés qui est entré dans la fabri-
cation de I'un ou l'autre de nos mélanges qui est en cause,
il est méme douteux qu’il s’agisse d’un simple jeu de proportions
adéquates entre les divers acides aminés.

Essais de supplémentation de 0.59, de caséine

Comme nous Pavons démontré précédemment (1963), la
croissance des larves de Tenebrio molilor s'effectue lente mais
efficace dés que on prévoit 0.5 9% de caséine dans les milieux ;
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elle devient trés bonne sans étre optimale avec 1.%. Noqs
avons donc jugé intéressant de tenter une derniére sérfe d’essais
en prenant comme condition témoin 0.5 % de caséine et en
réalisant diverses conditions expérimentales dans lesquelles
ces 0.5 % de caséine se trouvent complétés par 'addition d’un

- quelconque, ou de plusieurs acides aminés, ou d’un mélange de

type B ou C,. o .
Supposons en effet que la caséine doive sa-supérlont,e au fait
qu’elle apporte une substance bien définie qui manque systéma-
tiquement, dans les mélanges d’acides aminés et qui correspond
au facteur protéique animal. (cf Zucker, 1950) ou a la strépo-
génine (WooLey, 1945, 1946) ou a l'acide orotique (Moruzzr,
el al., 1954, 1956 ; Viviani, el al., 1955, 1957, 1958 ; Rassi,
ET AL., 1956), etc... Supposons en outre que cette substance
essentielle soit présente en quantités amplement suﬁis'sa_ntes
dans 0.5 9, de notre caséine (pourquoi pas ?). Dans ces COI}dlt.lOnS,
l'addition d’un mélange convenable d’acides aminés a 0.5 %
de caséine devrait améliorer la croissance et la rappr(.)ch.er de
celle qu’on enregistre avec 1 %, de caséine. En est-il ainsi ?

Il est inutile de présenter les chiffres que nous avons obtenus
~ en travaillant dans cette direction. En ajoutant 0.5, 1 ou 3.%
des mélange B ou E, ou 0.5 9, de mélange C,, ou un acide amm'é
quelconque & raison de 0.5 9, ou en réalisant d’autres supple-
mentations empiriques, nous n’avons jamais obtem} mieux
qu’avec simplement 0.5 %, de caséine, parfois ce fut sensiblement
moins bon.
Tout se passe donc comme si la molécule de cagéi.ne tel.le que
- nous l'utilisons représentait une combinaison protidique idéale,
qu’il n’est pas possible d’améliorer. Si elle véhicule une substance
critique de nature non protidique comme I'acide orotique ou une
vitamine inconnue, il faut admettre que cette substance est
présente en quantités parfaitement équilibrées par gramme
de caséine, au point qu'on ne peut méme pas réussir avec rs_:lle
_une banale expérience de «low protein diet» avec addition
' d’acides aminés essentiels. C'est difficilement acceptable.
En fin de compte, ’hypothése la plus plausible qu'il nous parait

légitime de formuler et celle de l'exigence par lfas larves .de
Tenebrio molitor d’un certain nombre d’acides aminés associés
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en peptides, ce qui revient a postuler I'incapacité de ces larves
d’effectuer elles-mémes certaines liaisons peptidiques préalables
i leurs biosynthéses de protéines.

Summary

Tenebrio molitor larvae of the F strain were fed synthetic
diets in which vitamin-free casein was replaced by various
mixtures of 5, 10, 11, 18 or 20 amino acids. In no case their
growth reached the standard weight values recorded with
casein. However they kept generally better than without
any protein at all. They grew slightly but significantly during
four weeks, with mixtures of 11 amino acids including glutamic
acid, in place of any other combination of 10 amino acids.
Among the best was a mixture of 18 amino acids similar to the
natural composition of casein according to Gorbox, ef al. (1949) :
more than 13 9, increase of weight between the second and
fourth week, but still this is only about one-tenth of what is
possible with casein.

This failure is not related with the age of the larvae, nor with
phosphorus or oligoelements persisting in purified casein, nor
with a strong toxicity of any individual amino acid, nor with
a slight browning reaction between amino acids and glucose.
Anyway the latter was considerably inhibited and more secu-
rity was found, by reducing the relative humidity of the incu-
bators to 65 % ; also nothing better was found when synthetic
media were changed every week.

A point of great importance is the amount of amino acids
mixtures supplied to the larvae, much better results are obtained
with levels of 1 or 2 %, instead of 6.5 9, (the control level for
casein), this in spite of the fact that the same does not apply
at all Lo casein itself. One may believe that amino acids mix-
tures at higher doses introduce at once too much of nitrogenous
compounds provoking some kind of metabolic obstruction.

So far as conclusions can be drawn from experiments so near
to the threshold of protein biosynthesis, it can be suggested
that the following amino acids are essential or at least useful
for Tenebrio molilor larvae : méthionine, tryptophane, isoleu-
cine, arginine, lysine, threonine, also in certain circumstances :
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Lidine, serine, glutamic acid and aspartic acid. The needs
alanine, valine and leucine remain dou})tfull._ Anyhow
o cannol reject the hypothesis that Tene.bmo molilor .larvae
\quire more than 11 or even 12 amino acu.:ls as essent_lal.
We may well have failed to find the convenient prngrtlons of
nino acids, however the various patterns of oulr.mlxtures, t.he
wemblance of two of them with the composition of casein,
il several unsuccessfull attempts to supplement mixtures
h individual amino acids, leave us with great doubts as'to
o reliability of that criticism. We found_ also that amino
ids mixtures added to small levels of casein (0.5 %) did not
vrove at all that threshold for active growth. Therefore
I“  not, likely that the limiting factor is some .kind' of uuknow.n
amin present in purified casein and missing in_our ba51.c
We are left with the suitable hypothesis th‘at Tenebrio
litor larvae require not only individual aminol amd:v, but also
s of them already bound, for instance as dipeptides.
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