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NUTRITION PROTIDIQUE CHEZ TENEBRIO MOLITOR L.

VII. — NOUVEAUX ESSAIS DE REMPLACEMENT
DE LA CASEINE
PAR DES PREPARATIONS D’ACIDES AMINES

PAR

Jean LECLERCQ et Luis LOPEZ-FRANCOS

(Zoologie générale, Faculté des Sciences Agronomiques,
Gemblouz)

Nous avons montré précédemment que les larves de Tenebrio
molilor ne croissent pas normalement si, dans leur régime ali-
mentaire, on remplace la caséine purifiée par un mélange arti-
ficiel d’acides aminés composé en s'inspirant de la composition
de la caséine (LEcLERCQ et Lorez-Francos, 1964). Nous avons
repris la question en formulant diverses hypotheses fondées sur
des considérations d’ordre pratique ou d’ordre théorique.

Dispositions expérimentales

Elles sont les mémes que précédemment : 27°C, 65 %, d’humidité
relative, lar ¢ race I, soumises & un jetne de 3 jours avant d’étre
mises en présence des rations expérimentales, 10 g de ration pour
10 larves, méme composition du régime de base sans prolides, ete.
Pour chaque : 20 larves de @ = -|- 26 mg; pesée aprés une
semaine de régime (phase de réalimentation : a) puls aprés la qua-
trieme semaine : b) Résultats exprimés selon deux critéres : poids

?
frais gagné aprés quatre semaines d’alimentation soit ¢ = ba_’a 100,
et poids frais gagné ou perdu aprés la semaine de réalimentation,
¢’est-i-dire en trois semaines, soit ¢ = %HL‘I 100.

Sauf avis contraire, l'ingrédient prot{dique est encore la caséine
Roche sans vitamines (Horrmann-Larocug, Béle) ou un mélange
de 18 acides aminés désigné par 'abréviation C;, semblable & quelques
détails prés 4 celui que nous avions trouvé relativement meilleur dans
nos essais rapportés en 1964, et composé en s’inspirant de la compo-
sition de la caséine en acides aminés naturels selon Gorpon el al.

Voici la composition de ce mélange dans la condition standard
5 g entrent dans la préparation de 100 g de ration expérimentale :
L-alanine 0.07, L-arginine 0.095, acide asparlique 0.17, L-cystine
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0.01, acide L-glulamique 0.54, glycine 0.065, L-histidine 0.075, DL-
isoleucine 0.29, L-leucine 0.215, L-lysine-HCl 0.19, DL-méthionine
0.145, DL-phénylalanine 0.24, L-proline 0.24, DL-sérine 0.265, DL-
thréonine 0.24, DL-tryptophane 0.085, L-lyrosine 0.145 et DL-valine
0.17.

Le problédme posé dans un tableau de référence

Le principal de ce que nous savons déja du comportement
des larves de Tenebrio molitor en fonction de la source de protides
de Jeur alimentation s’est trouvé pleinement confirmé a 'occasion
de nouveaux essais dont les résultats sont réunis dans le tableau I.

TasLeau 1. — Modifications du poids chez des larves de Tenebrio molitor de race F,
recevant une alimenlalion artificielle diversement constiluiée pour son apport de protides
Poids moyen des larves au départ : a’ = 4+ 27 mg

Poids gagné ou perdu (—) apres
quatre semaines de régime
Nombre
Source d’acides aminés de B
larves y ¢’ : sans compter la

v [:{endant !es récupération de la
il e premicre semaine

B8 o apina e e ns B 100 26.5 % — 1%

C; = 18 acides aminés, 0.25 % 20 29.0 [ 0.3

Iderty B60 % iosvasng e on s 20 32.2 | — 1.6

Tidem, L 9 cocaemmamas vt 5 a 20 44.5 4.3

FEE, T W o v v v 20 54.7 16.6

Idem, 3 ou 3.25 % ......... 160 63.1 14.3

TelBatiy & Dpincoms wiamirein win wn sieoniate 20 61.9 14.1

Idem, 5 % ..oovvueeennennnn. 20 65.6 14.6

Idetn, BB U iosien v rie pre s 20 66.3 14.9

Caséine Roche, 0.25 % ....... 20 51.5 17.2

Idem, 0B0:% .. .ccovmnnmnnins 40 102.2 ?4.4

2 I L S N 60 1568.7 72.2

1 1 T o R S St 80 248.3 135.7

eIy, D% o frerie ool s e dloe 20 255.6 123.7

ddem, 85 .o oo v sasne 20 254.0 117.8

Notre objet est clair : il faut chercher une explication a I'insuf-
fisance du mélange C; qui, aprés la premiére semaine de réali-
mentation permet un taux de croissance (¢') presque dix fois
inférieur a celui que supporte la caséine pure administrée a la
méme dose. Il faut s’efforcer de trouver les conditions qui per-
meltraient de rédaire cet écart considérable.
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On remarquera qu'il existe une honne corrélation entre les
deux critéres ¢ et ¢ ulilisables pour comparer la valeur des
rations expérimentales. Toutefois, le critére ¢’ s’avére incontes-
tablement plus significatif car il exprime des taux de croissance
plus largement indépendants des réserves protidiques internes
dont les larves ont pu tirer parti pendant la premiére semaine
des expériences, laquelle constitue une phase de réalimentation
de sujets affamés. Par ailleurs, il est superflu d’alourdir notre
exposé en rapportant dans tous les cas, les valeurs du poids
initial @', du poids aprés une semaine a, aprés quatre semaines b
et des taux de croissance ¢ et ¢’. Nous nous contenterons done,
désormais d’indiquer les valeurs de ¢'.

Rappelons enfin que nos expériences sont toujours arrétées
aprés un mois, pour maintes raisons d’ordre pratique trés com-
préhensibles. Qu’arriverait-il si on les prolongeait au prix d’un
renouvellement des rations ? Nous en savons assez pour affirmer
que toutes les croissances caractérisées par des valeurs de ¢
inférieures a 30 9, se trouveraient bloquées tot ou tard et n’abou-
tiraient pas a la transformation des larves du type choisi (race F,
a' = + 26 mg) en nymphes. Nous ne pourrons donc pas tenir
pour réellement efficace une amélioration du régime qui per-
mettrait seulement de doubler la valeur de ¢’ obtenue avec 3 9,
du mélange d’acides aminés €' (14.3 %). Un régime ne devient
définitivement meilleur que s’il assure des taux de croissance
comparables 4 ce qu’on obtiendrait avec au moins 0.5 9 de
caséine RocHE (¢' = 34,4 %).

Importance de la présentation physique des ingrédients
protidiques

Notre attention a été attirée sur cet aspect a la suite de
résultats inattendus obtenus au cours d’essais de remplacement de
la caséine RocHE par d’autres préparations de caséines. Avec la
caséine «vitamin free » fournie par les Man~ Research Labo-
ratories Inc., New York, on obtient des taux de croissance sen-
siblement inférieurs 4 ceux permis par la caséine RocHE, soit
¢ = 116 (moyenne pour 60 larves), mais néanmoins excellents.
Par contre, avec une caséine pure selon HamMMARSTEN, fournie
par la firme E. MErck Ag., on n'obtint que ¢’ = 64 (moyenne
pour 80 larves), ce qui est manifestement peu pour une caséine.
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Fallait-il mettre en cause une insuflisance dans la composition
de la caséine Merck et reprendre un théme de recherches qu'on
croyait épuisé depuis les travaux de FraenkeLn et LECLERCO
(1956) et de FRAENKEL (1958) ?

La caséine Roche se présente sous un aspect finement granulé.
La caséine Merck est réduite en une poudre extrémement fine.
La caséine Mann a un aspecl intermédiaire. C'est cela qui,
principalement, explique les différences observées. On I'a démon-
tré en réalisant une suspension de la caséine Merck dans l'eau
et en la séchant de nouveau, lui assurant un aspect final compa-
rable a celui de la caséine Roche. Voici le protocole des essais
réalisés dans ce sens, avec des larves de poids initial moyen un
peu supérieur a la norme du présent travail (a" de 29.0 4 29.6 mg) :

Caséine Merck lelle quelle ........ ... .. ... ........ e’ = bd
Caséine Merck apres suspension dans 'eau distillée puis

géchage: & 3BUC o .o s st s i v anin poweens, sssce ¢ =116
Idem, mais lyophilisation pour le séchage ........... ¢ =125
Solution dans NaOH 1 N et précipitation au point iso-

GLEGUEIGIE . it sos § wosdis oivs ¥ aias Wsh 5 568 § 00 & 2s ¢ = 137
Solution dans I'urée 6.6 M et précipitation par un exces

dleau ... ¢ =129

Par ailleurs, une opération inverse a été réalisée avec un
échantillon de caséine Roche : on I'a broyé plus finement sans
toutefois le réduire en une poussiére aussi fine que la caséine
Merck telle quelle. Cela n’a aucunement affecté la valeur du
produit. La granulométrie un peu grossiére de la caséine Roche
telle quelle n’est done pas une condition absolument intangible
tandis que I'état pulvérulent caractéristique de la caséine Merck
du commerce est a proscrire. On ne sait, pas de quelle maniére ces
particularités affectent le comportement alimgntaire des larves,
probléme qui mériterait d’étre étudié en soi. Mais on a appris
empiriquement qu’il faut surveiller 'aspect purement granulo-
métrique des ingrédients protidiques ajoutés aux rations de base
des sujets d’expériences. On I'a fait autant que possible =n pré-
parant les mélanges dont il va étre question. Mais la solution
pratique de ce probléme est souvent difficile et nous ne pouvons
pas exclure définitivement I’hypothése que linsuffisance des
mélanges d’acides aminés et d’autres préparations de protides
s’explique partiellement par un défaut de granulométrie.
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Les mélanges d’acides aminés seraient-ils
toxiques per se ?

On s’est déja demandé si les mélanges artificiels d’acides
aminés ne contiennent pas un acide aminé dispensable doué de
toxicité. Nous avons rejeté cette hypothése & peu prés défini-
tivement, aprés une série d’essais du type «18 acides aminés
moins un » (1964, p. 291).

Il nous parait maintenant qu’il faut écarter aussi 'hypothése
plus générale d’une toxicité particuliére des mélanges d’acides
aminés, imputable a la présence de radicaux qui deviendraient
nocifs lorsque les liaisons caractéristiques des protéines sont
rompues. En effet, une toxicité per se des mélanges devrait se
marquer d’autant plus intensément qu'on augmente la dose
administrée. Or, le Tableau I le prouve, ¢’est une amélioration
nette du taux de croissance que 'on observe quand on administre
des doses croissantes de mélange C; entre 0.25 et 2 9, tandis
que la croissance reste bloquée mais ne se trouve absolument pas
déprimée quand on éléve la dose jusqu’a 6.5 %,. Nous n’avons
pas non plus enregistré de toxicité croissante en administrant
de 0.025 a 0.2 9% d'un mélange de cing acides aminés dont
quatre étaient de la forme racémique DL (phénylalanine, thréo-
nine, tryptophane, valine, le cinquiéme sous forme L étant la
leucine), cela ni en ajoutant ces quantités 4 une ration de base
sans protides, ni ¢gn les ajoutant & des rations contenant diverses
doses utiles de r{;séine.

Ecartons aussi ’hypothése que les mélanges d’acides aminés
deviendraient progressivement toxiques ou inactifs. Dans les
conditions ol nous avons opéré (65 9, d’humidité relative), une
réaction de MAILLARD ne se produit pas ou guére. Mais surtout,
de nouveaux essais consistant a remplacer le glucose par de
I'amidon avec ou sans cellulose, ou bien & renouveller la ration
toutes les semaines, n’ont jamais conduit & une amélioration
trés significative du Laux de croissance.

Hypothése d'un encombrement du métabolisme
protidique ?

On s’est demandé précédemment (1964, p. 289) si les mélanges
d’acides aminés ne provoquent pas un encombrement de méta-
bolites azotés en procurant ceux-ci tous ensemble, de fagon
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trop immédiate au niveau de la paroi absorbante des tubes
digestifs. On peut imaginer qu’un tel inconvénient est évité
lorsque la source d’acides aminés est une protéine qui doit étre
hydrolysée progressivement in vive, avant de procurer les dif-
férents matériaux de la protéosynthése.

Si cette hypothése était plausible, on devrait avoir intérdt
a réduire la dose de mélange C, incorporée dans les rations
expérimentales, mais nous savons déja (tableau I) qu’il n’en
est rien. Ou bien on devrait obtenir une certaine amélioration
du taux de croissance en prévoyant en cours d’expérience, des
périodes de jeine intermittent, au cours desquelles I'encombre-
ment que nous avons imaginé serait résorbé. Qu’en est-il ?

Deux séries d’expériences ont été réalisées, la premiére impli-
quant la mise au jetne total des sujets plusieurs jours par
semaine, la seconde impliquant leur mise au jedne protidique,
c’est-a-dire leur passage alternatif d’une ration comportant 3 %
de mélange C; & une ration dépourvue de mélange C,. Voici les
valeurs de ¢’ obtenues dans ces conditions avec des larves pesant
initialement 425 mg :

Ration & 3 %, de mélange G, mais

2 jours de jedne total chaque semaine .. ... .. .. ¢ =13

3 jours de jeine total chaque semaine ......... ni=.15

4 jours de jedne total chaque semaine ... ... ... ¢ =116

7 jours d’alimentation et 7 jours de jeine ... .. ¢ =—26
2 jours de jeine protidique chaque semaine .... ¢ = 13

3 jours de jeine protidique chaque semaine .... ¢ — 48
4 jours de jetne protidique chaque semaine .... ¢ = 5.6
7 jours avec C; alternant avec 7 jours de jedne

prothaineg o v b bnbnad At e diaba g, ele=El1eT

On le voit, le taux de croissance n’est pas amélioré par rap-
port aux 14.3 9% donnés comme moyenne normale dans le
tableau I. On ne peut donc pas retenir ’hypothése pure et simple
d’un encombrement du métabolisme azoté. Notons au passage
certaines divergences entre le comportement des larves dans
les deux séries d’expériences. Cela et d’autres faits notés pendant
la conduite des essais nous font supposer que dans certaines
conditions, les larves s’adaptent au jetne périodique et réagissent
particulierement a chaque occasion de réplétion. La question
mériterait de faire I'objet d’une investigation appropriée.
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Hypothése d'un besoin accru en vitamines
ou en autres facteurs auxiliaires ?

Nous savons déja qu'il est vain d’ajouter a un mélange d’acides
aminés, des cendres de caséine ou un phosphate (1964, p. 289).
Mais on s’est demandé si les rations a base de mélange C; n’exi-
gent pas le complément d’une ou de plusieurs vitamines inter-
venant spécialement dans le métabolisme protidique, par exemple
de la cobalamine (vitamine By,) dont les larves de Tenebrio se
passent apparemment fort bien quand elles disposent de caséine,
ou de quantités accrues de pyridoxine ou d’acide folique .(cf.
HarpER ef al., 1955; HarpER, 1958), ou d’un complexe vita-
minique et minéral plus riche que celui qui est prévu dans la
ration de base.

Voici les résultats de 19 essais tentés pour voir ce qu’il en est,
Dans chaque cas, la ration apportait 3 %, de mélange C;, ce
qui permit un taux de croissance ¢’ = 11.7 % des 20 larves
témoin concomitant (soit un peu moins que la moyenne
générale de 14.3 9, indiquée dans le Tableau I, mais dans les
limites de la variabilité normale).

F LB gl colinlinans 1. 0. 5 Ol bl f st c: = 15.8
3. 0negle cobal i)« ot ki s limmam a5 s A
4.5 pgfg CoDBIMRING .. .. o5 yviiirins e SR 12.4
Thpaie cobalamine .0 . SARLLL, SELLLOEE, LY 13.3
150 g/ cobalamine . o5h i vies s s wrs s < e s 4 16.4
S Sl nvaifiogingl it S1LANTIS IO ST, ¢ =13.0
25 gle pyridoxine’ 0o S Sk Silabd. oo 13.0
SO U B PYTETING 2 o i s e 11.1
100" T aitp pYdoRInE . 0 St R e ’ 10.6
+ 25uglg aeidefolique .....00lc.clLioanall L
B giEmooidedahmel o oon s B o Lot 7.4
10 “pglg'acide folique =, 0000, TN AL Vs s 8.7
20 {{gjg geide folique Lo naiiiat e ; 5.8
+ 4.5 pg/g cobalamine et 25 pg/g pyridoxine ...... ¢ =143
4.5 pg/g cobalamine et 5 pg/g acide fql:que ...... 10.7

4.5 pglg cobalamine, 25 pg/g pyridoxine et b pg/g
TS Lo T3 R S s AP S T 7 S 10.9

Quantités de vitamines durégime debasenormal doublées ¢’ = 11.5
+ «Supradyn » (Hoffmann-Laroche), préparation phar-
maceutique associant & fortes doses 11 vita-
mines et 10 substances minérales du type oli-
goéléments, aprés mise en suspension et solu-

tiontdame P eatls JcT Do R T T ¢ = 130

Idem, aprés mise en solution dans I’alcool absolu . .. 18.2
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Dans aucun cas, on n’a significativement amélioré le taux de
croissance, Par contre, on a mis en évidence un phénoméne
d’hypervitaminose qui apparait dans le cas particulier de I'acide
folique, lorsque les doses de cette vitamine dépassent le double

de la quantité normalement prévue (25 pgfg) dans le régime
de base.

Les mélanges d’acides aminés seraient-ils
trop acides ?

Les régimes expérimentaux auxquels les larves sont soumises
comportent une proportion de substances neutres et de tampons
telle qu'on ne s’est guere interrogé jusqu'ici sur I'éventualité
d’une modification nocive de I'équilibre acides-bases dans les
processus de la digestion. Ce genre d’inconvénient n’est évidem-
ment pas & redouter dans les expériences plus classiques réalisées
avec le rat dont I'estomac a un contenu beaucoup plus acide
que tout aliment protidique méme enrichi en radicaux carboxyles
libres. Mais en va-t-il de méme chez un animal dépourvu d’es-
tomac et dont le tube digestif a un pH qui de 4.4 dans la bouche
passe progressivement a 8.2 ? N’est-il pas dommageable que
notre mélange C, apporte notamment sa lysine avee de I'acide
chlorhydrique ?

A tout hasard, nous avons mis en train deux essais dans
lesquels T'acide apporté avec la lysine se trouve largement neu-
tralisé par une addition de bicarbonate de sodium. On a obtenu :

Cp+0.075% NaHCO; ...ooovnnnneeaannnn.... ¢ = 28.0 %
Cy+0.01% NaHCO, ..., ¢ =303 9

Voila enfin un résultat intéressant. Les taux de croissance
ont été améliorés considérablement, nettement doublés par
rapport 4 la moyenne générale. Mais ils restent en deca du seuil
d’une croissance capable de conduire les larves a la nymphose.

Malheureusement, ces résultats ont été connus trop tard pour
réviser le programme des expériences qui seront présentées plus
loin et qui, sans doute, auraient donné des résultats un peu meil-
leurs si nous avions pu décider d’ajouter un peu de bicarbonate
de sodium & tous les mélanges. Par ailleurs, il faut observer
que pour éviter de s'engager dans une recherche purement
empirique, la question désormais posée devrait étre reprise en
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étudiant comparativement U'effel des ions apportés par les rations
expérimentales sur le pH du tube digestif.

Trois acides aminés critiques ?

Rien ne prouve que le mélange C; pourtant mci!leur que
d’autres essayés auparavant, apporte chaque acide aminé essen-
tiel en quantités optimales. Mais il faut bien se monFrer écono,me
car on ne peul consentir a tester toutes les varlant(.:s pron
pourrait imaginer. Nous avons retenu trois acides .ammes, : la
cystine, le tryptophane et la valine, comme mémtant'detl:e
rendus un peu plus abondants, parce qu’ils sont .representes
par des quantités relativement faibles dans la caséine e.t 'dans
le mélange C, et sont des acides aminés particulierement critiques
chez divers animaux. On a obtenu :

3.25 9, mélange C; + 0.15 9 L-cystine ............ o = RL1
3.25 9% mélange C; + 0.30 9 L-cystine ....... (R 16.1
3.25 9% mélange G, + 0.15 9, L-cystine + 0.15 %
Lecystéine .............ccoiiiiiiiiiiineennn, 24.‘8
3.25 9%, mélange CG; + 0.15 9, L-cystéine ........... 22.4
3.25 9%, mélange C, + 0.085 %, DL-tryptophane ..... 18.1
3.25 9%, mélange C; + 0.170 % DL-tryptophane ..... 28.9
3.20 9% mélange C; + 0.170 9% DL-valine ........... 26.3
3.25 9%, mélange G, + 0.340 9%, DL-valine ........... 20 5

Nous pouvons conclure qu'il serait bénéfique de majorer
quelque peu les teneurs en tryptophane et en valine du mélange
C, et d’y ajouter de la cystéine.

Tentatives d’amélioration du mélange C, par addition
ou l’incorporation de dipeptides et de tripeptides

Comme WooLeEy (1945, 1946) devant linsuffisance des
mélanges d’acides aminés dans l'alimentation du rat, nous
n avfs pas résisté a la tentation de supposer que notre matériel
a besoin de liaisons peptidiques toutes faites, cela méme si
I'hypothése a été abandonnée par les spécialistes de la nutrition
des Vertébrés. Cela nous a conduits a essayer de valoriser le
mélange C, d’une part en l'additionnant de certains peptides
de synthése disponibles dans le commerce (Mann Research
Laboratories Inc., New York), d’autre part en incorporant les
mémes peptides dans le mélange C,, en remplacement des quan-
tités d’acides aminés libres correspondantes.
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On. a obtenu au terme d'une série d'essais concomilants
parmi lesquels le temoin recevant 3.25 9%, €, normal a présenté

=16 :
+ 0.25 9, DL-alanyl-glycyl-glycine 2
.............. = 1459
+ 0.50 % DL-alanyl-glycyl-glycine .............. ; 13.3 "?
0.22_3 % glutathion (y-glutamyl-cystéinyl-glycine) 18.0 b
0.25 % DL-alanyl-glycyl-glycine + 0.25 9% glu-
BaRION ol e a e Ftia e o o e b i R SR 11.6

0.075 9% histidyl-histidine + 0.125 9 DL-leucyl-
glycyl-glycine + 0.05 %, L-leucyl-L-phényl-
alanine 19.8

0.125 % DL-alanyl-glycyl-glycine + 0.125 % glu-
tathion -+ 0.075 9, histidyl-histidine -
0.125 9%, DL-leucyl-glycyl-glycine + 0.05 9

L-l'eucyl-L-phényIalanine ................. 12.4
C,; modifié par substitution avec incorporation de .

0.1 % /ration DL-alanyl-glyeyl-glycine ..... 14.6
C, modifié par substitution avec incorporation de .

027,96 glatathion 5 . & 5 i b fan s s 16.6

C, modifié par substitution avec incorporati
0.075 9, histidyl-histidine, 0.12 %pDL_]:JL;ﬁ
glycyl-glycine et 0.0175 9, L-leucyl-L-phényl-
alanine .............oooiee 18.9
C, modifié par substitution avec incorporation des .
5 peptides précités, dans les proportions res-
peckives tudiquées’ .uvj v aves o s ea o 22.7

On s’es.t vraiment donné beaucoup de peine pour des résultats
systc-’amathuement négatifs. On n’ose méme pas attribuer une
:mgmﬁcation objective au dernier taux de croissance obtenu aprés
incorporation de cinq peptides dans le mélange de référence

Certes, il reste possible que les larves de Tenebrio réclamenl;
des molécules de peptides plus originales, peut-étre plus longues.

Mais il semble peu rationnel d’en essayer d’autres, forcément
trés cotteuses, au hasard.

Efficacité d’une protéine pauvre : la gélatine

La gélatine est une protéine carencée au point qu’on tient sa
valeur nutritive pour nulle (BExper el al., 1953). Toutefois
BENTON el al. (1955) ont découvert qu’elle peut agir auxiliaire-
ment comme stimulant de la croissance des poussins, ce qui a
f;ondmt 4 essayer, en vain semble-t-il, d’isoler un ;ctivateur
inconnu a partir d'elle (BEnToN el al., 1957; Stucki, 1959).

Il est possible qu’elle intervienne en assurant un équilibre plus
favorable de I'azote total des acides aminés essentiels par rap-

rt & V'azote total des acides aminés dispensables (Stuckr et
HareEr, 1961).

Que se produirait-il si nous ajoutions de la gélatine aux rations
des larves de Tenebrio ?

La réponse est donnée dans le tableau II. Nous avons fait
usage d’une part d'une préparation commerciale de gélatine que
nous désignons : gélatine M et d’une préparation purifiée que nous
désignons en rappelant sa provenance : gélatine Difco. La com-
position de cette derniére nous est connue, c’est, pour 100 g :

Alanine 8.6, arginine 8.3, acide aspartique 6.4, cystine 0.09, acide
glutamique 11.5, glycine 95.7. histidine 0.85, isoleucine 1.5, leucine
3.1, lysine 5.2, méthionine, 0.92, phénylalanine 2.3, proline 16.3, sérine
3.2, thréonine 3.2, tryplophane 0, tyrosine 0.91, valine 2.8.

TaprLeav 11, — Modifications du poids chez des larves de Tenebrio molitor de race F,
recevant une alimenlation arlificielle comporlant de la gélaline
20 larves dans chaque condition, a = + 26 mg

Sources d’acides aminés y
Taux de croissance
Mélange Cy Gélatine '
% % ¢
2 l 0.25 DIFCO 21.1
2 0.50 DIFCO 32.2
2 0.75 DIFCO 28.9
2 i DIFCO 21
3 0.26 DIFCO 26.2
3 0.50 DIFCO 30.0
3 0.50 M 40.7
3.26 0.50 M 30.2
3.26 0.50 M 33.3 | Moyenne générale
3.25 0.50 DIFCO 32.7 | pour 10 essais
3.25 0.50 DIFCO 34.1 [ soit pour 200
3.25 0.50 DIFCO 46.1 | larves : 35.1
3.25 0.50 DIFCO 36.1
3.25 0.50 DIFCO 38.3
3.2 0.50 DIFCO 39.1
3 0.75 DIFCO 43.7
1 DIFCO 37.5
3 1 M 31.5
3 3 M 16.0
\ 3 6.50 M 12.1
4 0.26 DIFCO 26.1
4 £0.50 DIFCO 31.8
4 0.75 DIFCO 37.7
4 1 DIFCO 36.4




Les résultats sont concluants : la gélatine, peu importe laquelle,
a un effet activateur et permet d’atteindre le seuil des croissances
qui ont chance d’aboutir, au moins lorsqu’on l'ajoute a des taux
de 0.50 a 0.75 9 de la ration, au mélange C; administré au taux
convenable de 3 9%,. Nous avons retrouvé le phénoméne observé
précédemment chez les poussins, mais nous avons surtout la
possibilité d’instituer de nouvelles expériences avec 'espoir de
réduire I'écart qui subsiste entre le seuil des croissances hien
engagées el les croissances permises par la caséine.

Peut-on remplacer la gélatine par un
mélange comparable d’acides aminés ?

La réponse est non. Les mélanges que nous avons préparés
en nous inspirant fidélement de la composition centésimale de
la gélatine ont assuré des taux de croissance du type ¢/ = 10.6 mi-
nimum ou 18.1 maximum ou une valeur intermédiaire. (est
en vain que nous avons voulu y augmenter la teneur en glycine,
ou essayer un mélange mixte, rappelant a la fois la composition
de la caséine et celle de la gélatine. Ce dernier s’est lui aussi prété

a une parfaite confirmation du pouvoir activateur de la gélatine
intacte ajoutée a raison de 0.5 9%,.

Peut-on remplacer le mélange C, par la
gélatine améliorée par 1'addition d’acides
aminés essentiels ?

Il n’était pas nécessaire de surcharger le tableau II en y
apportant la démonstration que nous avons cependant faite, que
la gélatine seule est une source d’acides aminés bien plus mauvaise
que le mélange C;. Mais on pourrait peut-étre avec fruit, orienter
les recherches dans un sens nouveau, en prenant la gélatine
comme protide a améliorer par 'addition des acides aminés que
nous savons étre responsables de son insuffisance chez Lous les
animaux étudiés. Cela valait la peine d’étre considéré, car la
simple addition de 0.1 9% DL-tryptophane suffit déja a porter
¢’ de 2.3 (pour 3 9, de gélatine seule) a 16.5 %, valeur qui serait
aussi normale pour le mélange C; seul. Mais on n’oblient pas

mieux (17.3) en ajoutant outre le tryptophane, de la méthionine
et de Ihistidine.

Procédons maintenant & I'addition des 8 ou 9 acides an;méts
essentiels que la gélatine apporte i.nsuﬂIsamment ou pas du o:u.
(est Poccasion de mettre en évidence, par un biais nouve 19;
le caractére essentiel d’au moins certa’ms d erlltre eux pour “
larves de Tenebrio. On a donc compose ul mélange G _ave(c; 1%
proportions I-histidine 0.07, DL-isoleucine 0.27: L-l;euc:.ne 0.14,
L-lysine HC1 0.15, DL-méthionine 0.12, DL-pi_wnyIa gmn.f:L 125,)
DL-thréonine 0.12, DL-Iryplophane 0.1, DL-valine 0.09, soi : : ;
au total, et aussi 9 autres mélanges dfms lesquels, tour ad't{.):n,
chaque acide aminé mentionné a été omis. Daf]s chaque c;)‘n i ; 01;
on a prévu 2 % de gélatine et 1.25 % du mélange G integra
du type 9-1. On a obtenu :

avec G intégral «.....ieeaiessaine s anne et e
avec G sans tryptophane ...t

avec G sans phénylalanine ........cooaeeeermerer 1:3;
avoe Gaans HBHEAING o « s o cne nAinE B8 S T i
avec G sans leucinc. ............................... i
avec G sans thréonm.e ........................... s
avec G sans méthionine ..i.sseweee e visen st Gas
avec (+ sans valine i
avec G sans lyBiNe . ...c.ovenvuanmmnnnrmentarees v

avec G sans isoluecine ........ccooeniirreirret sy

Le caractére essentiel el particuliérer‘nent f:ritique du Ftrr{lp;-
tophane et de la phénylalanine est tf‘es clairement c(tm 11:rl rcé
Pour les autres acides aminés, ¢'est moins net, sanf; dou : pEttre
que la gélatine en procure déja assez. On.peut men_mta n,lﬂ "
qu’elle fournit trop de lysine et L(;’l?,olguclsn;aésa; el;ﬁ::l mc:ucondi‘

ené e ne pas en ajouter. Mais dan :
}zfor:li,{jq::ef le mglange G intégral ou privé fies dewfl ((ilzrgaét;s
inolécules, la croissance reste bloquée en deca du Se(;l(ll e (;,(,:
on n'a pas plus d’espoir qu’av.ec le mélange C; addi d1 N
bicarbonate de sodium, de cystéine, de tryptophane ou de e

Autre tentative pour dépister les acides
aminés les plus critiques

( Sachant que nous pouvons obtenir des taux de croiisi-nc:
i iti § in

‘gensiblement meilleurs avec le mélange C, ?ddlglonne d{: géla - 1(;
nous avons mis en route une autre série d’essais dans lesquels
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mélange C, est privé de |’
un des 18 acides aminés quj
normalement dans sa composition. On a obtenuy cec?'l 2

3% Yy C + 0.5 % gélati 4

virg San; s p/},1 Ez‘l}atlflta ........ ¢ = ?."1')1 (rappel tableau 1)
Idem sans histidine ... .. 3
Idem sans thréonine . o
Idem sans valine . .......... 21'6
Idem sans phénylalanine .. . 2370
Idem sans leucine ... ..~ ;.
Idem sans méthionine .. S0
Idem sans tyrosine ... . i
Idem sans isoleucine B it oy v
Idem sans glycine ... . 07
Idem sans arginine ..., . ....... 33.7
Idem sans aspartique . ... .. 33'0
Idem sans cystine ... .. . . 33"?
Idem sans acide glutamique .. 35 .4
Idem sans proline ... . . . . 3 5
Idem sans alanine ..~ -
Idem sans lysine ... 394
Idem sans sérine . - ------- ﬁg

\Ialeur qu’ll a da i (&1 l, 1tua 10N ‘Ies

fg,?;f;f:ﬁ ettre 'cciml’)arés a CEUX qui ont été obtenus dans d’autres
o LECLEZCaV e:E autres critéres (LECLERCQ et Huor, 1958, p.
faUt, - ERCQ e OPEZ,-.FRAN‘COS, 1964, p. 291). Toutefois. il ne
(4t pas méconnaitre qu'il s’agit d’observations faites sur d,es su-

ul est disponi 3 i i i
;]miné :j(: ﬁsfél;;ebspéon I'état phys:olqglque des sujets, tel acide
e e cri 1quemen~t essentiel, ou moins gravement
o Ire, ou 1inutile, ou méme toxique (lysine et sérine o
essus).. Il peut. méme arriver qu’un acide aminé tre"zs bcb]m-
ment dispensable s'avere utile (cas de Iacide aspariiqp:g cat det;

\ (’est passablement mieux qu’avec un mélange C;
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la sérine, dans LecLenrcg et Loprz-Francos, 1964, p. 291). Mais
en faisant la synthése de toul ce qui a éLé observé a ce jour,
dans les travaux antérieurs et dans celui-ci, on arrive a la con-
clusion qu'en dépit des discordances et des curiosités métabo-
liques, les larves de Tenebrio ont besoin de chacun des 10 acides
aminés essentiels reconnus comme tels pour le rat et le chien
par Rose (1938), pour le poussin par ALmouist (1947) et pour
plusieurs Insectes. C’est le tryptophane qui apparait le plus
critique de tous, trois autres s’avérent aussi particuliérement
critiques : phénylalanine, thréonine et valine.

Toxicité ou effet encombrant des acides aminés de la série
D- et modifications du mélange C,

L’insuffisance des mélanges artificiels d’acides aminés pour le
rat et autres Vertébrés a été attribuée au moins partiellement
au fait que ces mélanges comportent, pour de simples raisons
d’ordre pratique, des isoméres D- qui peuvent étre encombrants,
sinon toxiques (VAN PiLsum et BErG 1950; PuairLips et BERrg,
1954; WacHTER et BERrG, 1960; etc.). Nous avons négligé cette
question jusqu’ici, aussi a cause du coit exorbitant de mélanges
composés exclusivement d’isoméres L-.

Nous avons d’abord attaqué le probleme en substituant au
mélange C,; des hydrolysats enzymatiques de caséine : 'aminosol
(Vitrum A. B., Stockholm; ¢f. WRETLIND, 1947) et la casamine E
(Mann Research Laboratories Inc., New York). Outre que ces
essais mettaient de nouveau en question I'hypothese du role
éventuel des peptides a faible poids moléculaire (24 9%, dans
I’'aminosol), ils exigeaient aussi des mesures spéciales pour sup-
primer I'hygroscopicité des milieux d’élevage et la réaction de
MamLarp qui s’y fait avec une intensité défavorable. Des
résultats acceptables furent obtenus en remplacant partiel-
lement le glucose par de l'amidon et de la cellulose. On put

ainsi atteindre :

¢ = 28.3 et 28.7

3.25 9% aminosol . ... ... ... L.
24.3 et 51.4

3.25'9, casatiing B . : con ovel Hiad b el v

mais, trois

fois sur quatre, moins bon qu’avec un mélange C; additionné
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de gélatine. Mais on arrive a des résultats speclaculaires si, de
nouveau, on ajoute 0.5 9, de gélatine & ces hydrolysats :

3.25 9, aminosol + 0.5 9%, gélatine ..... ... .. ¢’ =638
3.25 9, casamine E + 0.5 9, gélatine ..... .. .. 78.4 el 80.8

On peut donc inférer que les hydrolysats utilisés valent
mieux qu’'un mélange artificiel Cy et que cela pourrait étre impu-
table au moins partiellement & ’absence d'isoméres D-, mais
il leur manque de méme quelque chose d’important qui est
apporté par la gélatine.

Il était dés lors raisonnable de chercher une réponse plus
décisive en composant des mélanges de type C, dans lesquels
presque tous les acides aminés seraient de forme I-. On en a
préparé cing.

Le plus semblable a C,, appelons-le C,, comporte les 18 acides
aminés dans les mémes proportions que G, sauf que a) cing
acides aminés DL- sont remplacés par les isoméres L- corres-
pondants, b) les doses de ces acides aminés L- de substitution
sont ramenées 4 la moitié des doses pour les DL- et, ¢) le méme
total de 3.25 g est assuré en majorant les doses de glycine et
d’acide glutamique. Cela conduit au tableau suivant :

G, = 18 aminés, soit : alanine 0.07, arginine 0.095, acide asparlique
0.17, eystine 0.01, acide glulamique 0.765, glycine 0.365, histidine
0.075, isoleucine 0.145, leucine 0.215, lysine-HCl 0.19, proline 0.24,
sérine 0.1325, thréonine 0.120, tryplophane 0.0425, lyresine 0.145,

valine 0.085, tous de forme L-, et DL-méthionine 0.145, DL-phényl-
alanine 0.24.

Avec 3.25 9% de ce mélange C, et 0.5 9% de gélatine, on a
obtenu un taux de croissance ¢/ = 38.6, ce qui reste dans ordre
de grandeur de ce qui fut obtenu avec Cy.

Les autres mélanges ont été composés en tenant compte de
I'expérience acquise, c¢’est-a-dire en augmentant les doses de
certains acides aminés essentiels critiques et en supprimant
l'un ou I'autre des acides aminés dispensables. (Vest dans ces
conditions qu'on a vu apparaitre le hénéfice de la suppression
des isoméres D-. Qu'on en juge :

3.25 % mélange C; composé comme C, mais avec dose
double pour la thréonine et le tryplophane (com-
pensé par I'abaissement de la dose d’acide gluta-
mique a 0.6025) + 0.5 9, gélatine

" T
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3.26 % mélange G, composé comme le précédent, mais

avee suppression totale de la proline et de la, tyro-

sine (compensée par élévation de la dose d’acide '

glutamique & 0.9875) + 0.5 % gélatine .......... ¢ =434
3.25 % mélange G5 composé comme C; mais avec dose

double pour la valine et taux de glycine ramené

4 0.065 (acide glulamique corrigé 4 0.8175) + 0.5 9, )

gélatine ....... ... ... .o REREREEREEE ¢ =419
3.25 9% mélange Cg composé comrne.(]ﬁ mais avec dose

double pour I'isoleucine, la leucine et la valine, sup-

pression de 'alanine et de la sérine, augmentation

de la phénglalanine (0.35), acide aspartique abaissé

a 0.105 et acide glulamique ramené 4 0.54 r

s B Elabing: o e s v seses s some e 51.3

4 1 9% gélatine ... Ll ¢ = 64.1

Les derniers résultats sont les meilleurs, devenant proches
de ceux qui ont été obtenus avec les hydrolysats enzymatiques
de caséine additionnés de gélatine. Dans tous les cas, les taux
de croissance sont améliorés trés nettement par rapport a ce

- que le mélange C, permettait. Sans doute ne sommes-nous qu’en

vue de la moitié du chemin que les mémes larves peuvent faire
avec un taux convenable de caséine. Mais on vie.nt de consftater
que d’autres améliorations pourraient se produire, au prix de
remaniements raisonnés de la composition des mélanges. Il
semble légitime de penser qu’on irait plus loin encore en portant
en comple des informations sur les phénoméne's ioniques par-
ticuliers qui se produisent dans les bols alimentaires comportant
des mélanges d’acides aminés.

Résumé

Un mélange d’acides aminés imitant la composition dot_la
caséine s’est avéré prés de 10 fois moins efficace que la caséine
purifiée pour supporter la croissance des larves de ’.f".?nefmo
molilor de race F au stade de + 26 mg. On ne I'a pas ame_hore en
ajoutant des vitamines, des oligoélémt.ants, des dipeptides ou
des tripeptides. On n’a pu expliquer son msufﬁsance en postulant
un encombrement du métabolisme azoté, ni en postulant une
toxicité des acides aminés libres.

Les taux de croissance ne deviennent relativement favorables
que si les mélanges d’acides aminés ou méme‘les_hydroly?ats
enzymatiques de caséine sont additionnés de gélatine, protéine
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pourtant trés carencée. On retrouve ainsi le phénoméne bien
connu chez le poussin et qui semble devoir s’expliquer selon
Stuckr et HArPER (1961) en reconnaissant que la gélatine
assure un meilleur équilibre des teneurs en acides aminés variés.
D’ailleurs, on a amélioré encore, (rés nettement, les taux de
croissance en rectifiant la composition du mélange de référence,
c¢’est-a-dire en procédant simultanément au remplacement des
formes DL- par des formes L-, a I’élévation des teneurs en cer-
tains acides aminés essentiels trés critiques (tryptophane, thréo-
nine, valine...), et en réduisant les teneurs de certains acides
aminés dispensables. Le mélange empirique qui nous a donné
les meilleurs résultats a été administré & raison de 3.25 g/100 g
de ration avec 0.5 ou mieux, 1 g de gélatine, il contenait :

L-arginine 0.095, acide L-aspartique 0.105, L-cystine 0.01, acide
L-glulamique 0.54, glycine 0.065, L-histidine 0.075, L-isoleucine 0.29,
L-leucine 0.43, L-lysine HCl 0.19, DL-méthionine 0.145, DL-phényl-
alanine 0.35, L-proline 0.24, L-thréonine 0.24, L-tryptophane 0.085
L-tyrosine 0.145 et L-valine 0.17.

D’autres modifications de la composition des mélanges permet-
traient, on peut I'espérer, d’obtenir des taux de croissance encore
améliorés. Mais pour se débarrasser de U'hypothéque constituée
par le besoin paradoxal de gélatine et résoudre définitivement
les problémes posés, il faudra aussi se soucier de deux aspects
d’ordre pratique reconnus dans le présent travail. Il faut suar-
veiller la présentation physique des mélanges d’acides aminés :
des ingrédients trop pulvérulents ne conviennent pas. Il faut
neutraliser I'acidité qui peut se produire in sifu dans les bols
alimentaires et examiner de prés ce qui se passe dans le tube
digestif des larves.
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