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Résumé

Au cours des dernieres années, plusieurs espéces d'insectes ont fait I'objet d'une attention
accrue en tant que matiéres premieres pour l'alimentation humaine et animale et pour des
applications industrielles. L'une de ces especes est Hermetia illucens, dont les larves peuvent
convertir des déchets organiques de faible valeur en biomasse précieuse riche en lipides, en
protéines, en chitine et en chitosane. L'objectif de ce travail était tout d'abord I'extraction de la
chitine, chitosane, protéines et lipides a partir des larves d'Hermeti aillucens, et I’utilisation des
larves dans I'élevage des poulets de chair. L'autre objectif est de mettre en évidence l'activité
antibactérienne et antifongique du chitosane vis-a vis des souches bactériennes a Gram positif
(Staphylococcus aureus) et a Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae) et les champignons (Aspergillus niger et Fusarium sp.).L'extraction des
lipides et des protéines a été effectuée a l'aide I'éther de pétrole avec un rendement de 37.66% et
24.82%, respectivement. Pour la chitine et le chitosane, les exuvies de pupes d'Hermetia illucens
ont été utilisées pour I’extraction ; La déminéralisation et la déprotéinisation ont été effectuées a
I'aide de HCI et de NaOH, respectivement. Ensuite, la chitine extraite est convertie en chitosane
par désacétylation a l'aide de NaOH. Leurs rendements étaient de 20.8% et 14.39%,
respectivement. La caractérisation de chitosane a été réalisée par spectroscopie FTIR, et les
propriétés antibactériennes de cette molécule ont été déterminées a I'aide de la méthode des disques
de diffusion ou la meilleur zone d'inhibition (38.5 + 2.12mm) a été observee pour la souche
Pseudomonas aeruginosa. Concernant le pouvoir antifongique, une inhibition faible des
moisissures étudiées a été observée avec des pourcentages d’inhibition inférieurs a 20%. Les
résultats de remplacement de la farine de soja par les larves de BSF dans I'alimentation des poulets
de chair montrent un gain de poids important des poulets qui consomme le BSFL a 50% par rapport

au groupe témoin.

Mots clés : Hermetia illucens, protéines, lipides, chitine, chitosane, activité antimicrobienne,

poulets de chair.
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GM : Gentamicine.

HCI : chlorure d’hydrogéne.
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Introduction

L'augmentation de la production de déchets due a la croissance démographique est lI'une des
principales préoccupations dans de nombreuses régions du monde. L'une des technologies les plus
innovantes en matiere de gestion des déchets est la bioconversion des déchets par les insectes
(Cickova et al., 2015). De nombreux insectes se nourrissent naturellement de déchets organiques,
convertissant les nutriments de la biomasse en leur propre biomasse et réduisant la quantité de
déchets. Hermetiaillucens mieux connue sous le nom de mouche soldat noire (Black soldierfly ou
BSF), est I'une des espéces les plus importantes proposées comme convertisseur de déchets
organiques (Diener et al., 2011). L'un des principaux avantages de l'utilisation du BSF comme bio-
convertisseur de déchets est que les mouches adultes ne mangent pas, ce qui évite tout les risques
de transmission de maladies (Sheppard et al., 2002). Le BSF est considéré comme une bonne
source de nutriments tels que les protéines, les lipides et les minéraux ; grace a sa teneur €levée en
protéines, les larves/pré- pupes du BSF ont été proposées pour étre utilisées comme aliments pour
différentes especes telles que les poissons, les poulets et les porcs (Cummins et al., 2017). En
outre, en raison de la grande quantité de graisse dans les pré-pupes, une autre application exploitée
pour la biomasse du BSF est la production de biodiesel (Li et al., 2015). Enfin, le BSF est
également une source de chitine et de son dérivé, le chitosane ; Ces deux molécules, surtous le
chitosane, ont une grande valeur économique en raison de leurs nombreuses applications :
alimentation, cosmétiques, produits pharmaceutiques, industries textiles et leur activité
antimicrobienne importante (Gortari et Hours, 2013). Dans ce cadre, le développement de
protocoles de fractionnement des biomolécules du BSF revét une importance croissante, afin
d'obtenir des produits commercialisables a haute valeur ajoutée. Dans ce méme contexte, notre

travail vise a ;

-L’extraction et la détermination des teneurs en protéines, lipides, chitine et chitosane des larves

et des exuvies d’Hermetiaillucens.
- L’étude de I’activité antibactérienne et antifongique de chitosane.

-La substitution partielle et totale de I’alimentation des poulets de chair par les larves

d’Hermetiaillucens.
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Chapitre I: synthese bibliographique

1. Morphologie d’Hermetiaillucens (Mouche soldat noire)

La mouche soldat noire, ou en Anglais « Black soldierfly » (BSF) (Figurel), est un insecte
diptere qui subit durant sa vie une métamorphose radicale. Les fémurs et les tibias sont noirs, et
les tarses a I'extremité des pattes sont jaune pales. Les antennes longues, noires et droites dépassent
de la téte. Les adultes mesurent environ 15-22 mm (Sheppard et al., 2002). La femelle est
généralement plus grande que le male, a un abdomen rougeétre alors que le méle a un abdomen
bronze (Oliveira et al., 2016). La téte est prognathe, de forme conique, avec la section transversale
plus ou moins arrondie, plus aplatie sur sa face ventrale, de couleur brun rougeétre fonceé et les
parties membraneuses jaunes. Les antennes sont biarticulées et tres courtes chez les stades ages,
proportionnellement plus longues chez les mouches plus jeunes. Lorsque la téte fait saillie dans le
substrat alimentaire, elles sont protégées contre les dommages par un coussinet antennaire large et
robuste (Bonelliet al., 2020).

g L Lot adult fer and muabe (M) Mack soled 1 rrmetie locons | tight. esagrelied prastaly Scale haey 10 ‘

Figure 1.Morphologie de la mouche soldat noire (Hermetia illucens) (Oonincx et al., 2016).

2. Classification

La mouche soldat noire est un diptere qui appartient a la famille des Stratiomyidae. Sa

classification est comme suit (Linnaeus, 1758) :
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Tableau 1.Posirtion systématiqued’Hermetiaillucens (Linnaeus, 1758).

Reégne Animal
Embranchement Arthropoda
Classe Insecta
Sous classe Pterygota
Ordre Diptera
Famille Stratiomyidae
Genre Hermetia
Espéce Hermetiaillucens

3. Distribution et habitat

La mouche soldat noire est une espece originaire d’Amerique du Sud qui a été introduite dans

de nombreuses régions du monde pour sa capacité a gérer les déchets organiques, a produire des

insectes comestibles et a lutter contre les nuisibles (Tomberlin et al. 2009). Actuellement, on peut

la rencontrer dans la nature partout dans le monde, dans les zones tropicales et subtropicales entre

les latitudes 40°S et 45°N (Figure 2) (Dortmans et al., 2017). Elle a donc une large répartition

géographique et elle peut vivre dans divers habitats. Elle préfere les climats tempérés et chauds,

avec une température optimale de 25-30°C pour la croissance de ses larves (Tomberlin et al.,

2002). La mouche soldat noire se trouve généralement dans les zones humides et les sols riches en

matieres organiques, elle se reproduit et pond ses ceufs dans des environnements tels que les tas

de compost, les tas de fumier et les décharges (Fatchurochim et al., 2020).

Figure 2 : Distribution d’Hermetia illucens dans le monde (Dortmans et al., 2017).
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4. Cycle de vie d’Hermetia illucens

Le cycle de vie de la mouche soldat noire est court, il dure environ 30 jours. Il comprend

quatre stades distincts : I'ceuf, la larve, la nymphe (ou pupe) et la mouche adulte (Figure 3).

" «The eggs are elorgated and have
o light yellow appearance, The
egps stage lasts for approximately
4 days, and an egg mass contamns
appraximately 500-500 egis

*imagines do not transmit
diseases andd fve for
approximately 1 week. They only
feed on water and appear simiar
10 bees, They are approximately

o Mature larva are on average 2.7
cm in length and 0.6 in width. The
larvad stage lasts for
approximstely 14-23 deys. Larvae
feed on organic materials

N« The pupal stage lasts for

’ approximately 15 days. The
pupse can self-harvest, and they
leave an organic material before
they metamorphose into pupae

1.5<2 om in length,

Figure 3.Cycle de vie de la mouche soldat noire (Yang, 2022).

Les mouches femelles pondent leurs ceufs dans des matieres organiques en décomposition
telles que les déchets alimentaires, les déchets de jardin, les fientes d'animaux et les restes de
cultures. Les ceufs sont de couleur créme et mesurent environ Imm, ils sont pondus par amas de
plusieurs centaines d’ceufs. Aprés environ 2 jours, les ceufs s’éclosent et les larves commencent

immeédiatement a se nourrir de la matiére organique environnante (Tomberlin et al. 2009).

Les larves passent par trois stades de développement en mangeant de plus en plus au fur et a
mesure de leur croissance. La premiere larve dure de 6 a 10 jours, la deuxieme larve dure de 4 a 6
jours, et la troisiéme larve dure de 5 a 6 jours. La larve a une forme cylindrique et allongée, elle
est segmentée, avec une téte distincte et un corps divisé en segments. La taille et la couleur des
larves varient en fonction de leur stade de développement. Les larves atteignent une longueur de
2,5 a 3 cm a la fin du stade de la troisiéme larve. Une fois leur développement terminé, les larves
cessent de se nourrir, s'enterrent dans le substrat et commencent leur métamorphose en nymphes
(Newton et al., 2015).

Durant tout le stade larvaire et jusqu’a métamorphose en nymphe ou pupe, les larves changent

leur enveloppe externe (exuvie) plusieurs fois (Figure 4). La premiére exuvie se
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produit 1 a 2 jours apres I'éclosion, ou la longueur du corps de la larve n'est que de 1,54 2,0 mm ;
la peau qui se détache est semi-perméable. La larve agée de 4 a 5 jours entre dans ladeuxieme mue
et son corps est deux fois plus long que celui du premier stade larvaire. Dans le dernier stade
larvaire de la BSF, la larve est dite pré-pupe ou pré-nymphe, elle prend une couleur gris foncé,

c’est le stade qui précéde la pupe ou la nymphe (Cai et al., 2022).

r N
Qo
K .

(A) (D)

>

Figure 4.Différent stades d’exuvies. A : 1ére exuvie, B : Stade précoce de la 2eme exuvie,
C : Stade tardif de la 2éme exuvie, D : 3éme exuvie (Cai et al., 2022).

Aprés environ 7 a 14 jours, les nymphes se transforment en mouches adultes. Les adultes ont
une durée de vie relativement courte, ne durant que de 7 a 14 jours, pendant lesquels ils se

reproduisent et pondent des ceufs pour la prochaine génération (Newton et al. 2015).
5. Alimentation et relation avec les autres espéces

Les larves de la mouche soldat noire se nourrissent principalement de matieres organiques en
décomposition telles que les déchets alimentaires et les excréments d'animaux. Elles ont également
été observées en train de se nourrir de cadavres d'insectes et d'autres matieres organiques. La
mouche soldat noire a des interactions écologiques avec d'autres espéces telles que les bactéries,
les champignons et les autres insectes nécrophages. (Lalander et al., 2013). Le comportement
social de la mouche soldat noire est complexe et intéressant. Selon une étude menée par Li et al.,
(2019), les mouches soldats noires peuvent communiquer par des signaux chimiques, sonores et
visuels. Les auteurs ont également noté que les mouches soldats noires ont une préférence pour les
habitats avec des congénéres et qu'elles peuvent étre influencées par les comportements des autres
mouches. Ces observations ont des implications importantes pour la gestion des populations de

mouches soldats noires dans les usines de compostage.
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6. Impact de la mouche soldat noire sur I’environnement

6.1 Effet sur les matiéres organiques en décomposition

La mouche soldat noire est largement utilisée pour la bioconversion des déchets organiques
en compost. Selon une étude menee par Lalander et al., (2015), les larves de mouche soldat noire
sont capables de réduire la masse de matiéres organiques en décomposition jusqu'a 80 % en
seulement quelques semaines. De plus, la teneur en nutriments du compost produit est élevée, ce

qui en fait un amendement de sol de qualité.
6.2 Réduction des émissions de gaz a effet de serre

En utilisant la mouche soldat noire pour la gestion des déchets organiques, il est possible de
réduire les émissions de gaz a effet de serre, en particulier le méthane et le dioxyde de carbone,
qui sont produits lors de la décomposition des déchets organiques dans les décharges (Lalander et
al., 2013).

6.3 Limitation des populations d'autres insectes nuisibles

Des études ont montré que les larves de la mouche soldat noire sont capables de réduire les
populations d'espéces nuisibles telles que les asticots qui se nourrissent des cultures agricoles, les
mouches domestiques, les moustiques et les tiques (Tomberlin et al., 2009). En outre, la mouche
soldat noire est également considérée comme une alternative aux insecticides conventionnels pour
la lutte contre les ravageurs agricoles et les parasites des cultures (Diener et al., 2011). Les larves
de la mouche soldat noire ont une forte capacité a décomposer les matieres organiques en
décomposition, ce qui réduit la disponibilité des nutriments nécessaires a la survie des larves
nuisibles. De plus, les larves de la mouche soldat noire sécrétent des enzymes qui peuvent inhiber
la croissance et le développement des parasites, contribuant ainsi a réduire leur population (Yu et
al., 2011).

7. Application des larves de la mouche soldat noire

7.1 Nourriture pour les animaux domestiques

Les larves de la mouche soldat noire ont plusieurs caractéristiques qui en font un candidat
attractif pour une utilisation dans les aliments pour animaux. Elles ont une teneur élevée en
protéines (42-63 %), contiennent des niveaux significatifs de lipides (17-34 %) et un profil d'acides
aminés favorable, et peuvent étre produites en grande quantité a faible codt, elles peuvent donc
réduire les besoins en soja et en farine de poisson dans 1’alimentation animale (Newton et al.,

2005).
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Une étude menée par Newton et Sheppard (1999) a montré que les larves de la mouche soldat
noire peuvent remplacer jusqu'a 25% du régime alimentaire des poulets de chair sans affecter leur
croissance ou leur performance de ponte. De méme, une étude menée par Shelomi (2015) a montré
que les larves de la mouche soldat noire peuvent remplacer jusqu'a 50% du régime alimentaire des
poissons sans affecter leur croissance ou leur qualité de la viande. Une étude sur des carpes Jian
(Cyprinuscarpio var. Jian) juvéniles n'a révélé aucune différence entre I'huile des larves
d’Hermetiaillucens et I'huile de soja sur les performances de croissance, mais une diminution du
dépbt lipidique des carpes a mesure que la proportion d'huile des larves dans l'alimentation
augmentait. Dans le cas du turbot (Psetta maxima), bien que les farines des larves aient une
appétence et une valeur nutritive relativement faibles, leur utilisation a tout de méme été
recommandée comme un remplacement partiel et faisable de la farine de poisson. En effet, la
capacité des larves de la mouches soldat noire a produire efficacement une biomasse comestible
riche en protéines a partir de déchets organiques potentiellement pauvres en protéines a conduit de
nombreux auteurs a conclure que le BSFL peut contribuer de maniére significative a lI'aquaculture
durable en tant que substitut partiel ou total de repas, y compris pour les invertébrés aquatiques

tels que les crevettes (Mohan et al., 2022).
7.2 Production du compost

Il existe plusieurs méthodes de compostage avec la mouche soldat noire, y compris le
compostage en tas, le compostage en boites, le compostage en plateau, le compostage en barils et
le compostage en fat rotatif. Chacune de ces méthodes a ses propres avantages et inconvenients,
mais toutes ont été utilisées avec succes pour produire du compost de qualité supérieure
(Tomberlin et al., 2009).

7.3 Production de biocarburants

Les larves de la mouche soldat noire peuvent également étre utilisées pour la production de
biocarburants tels que le biodiesel. La transformation des larves en biocarburants est plus efficace
que la transformation des céréales et des plantes oléagineuses en biocarburants, car les larves sont

riches en lipides (Lalander et al., 2015).
8. Biomolécules de la larve d’Hermetia illucens

Une demande croissante d'ingrédients provenant de sources naturelles et renouvelables a été
observée au cours des dix derniéres années, ce qui a incité diverses entreprises, notamment dans
les domaines de I'alimentation animale, de I'alimentation humaine, des produits pharmaceutiques

et cosmeétiques, a proposer aux consommateurs des produits de plus en plus innovants. Des
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bioactifs naturels ont été découverts dans le monde a partir d'une variété de sources, y compris des
plantes, des animaux et méme des microbes. Les cultures de masse d'insectes sont désormais
accessibles en tant que source de lipides et de protéines et sont actuellement considérées comme
une alternative prometteuse. Dans ce contexte, I'élevage des larves de la mouche soldat noire (H.
illucens) a suscité une attention considérable, car elles forment une source de molécules ayant
plusieurs applications, on cite essentiellement les protéines, les lipides, la chitine et le
chitosane(Figure5) (Almeida et al., 2020).

Lipids
Proteins

Chitin

Figure 5.Les biomolécules des larves d’Hermetia illucens (Caligiani et al., 2017).
8.1 Les proteines

Les larves de la mouche soldat noire contiennent 37 a 63 % de protéines ; Cette teneur peut
étre affectée par plusieurs facteurs comme I’alimentation et le stade de la larve. Les protéines
brutes augmentent immédiatement apres I'éclosion et diminuent progressivement au cours du
temps, pour atteindre un maximum de 38-39 % au 14éme jour du stade larvaire ; Elles augmentent
ensuite pour atteindre, respectivement, 45-46% et 56-57% aux stades de la pré-pupe et de la pupe
(Queiroz et al., 2021).

La deélipidation des BSFL (Larves de la mouche soldat noire) augmente la teneur en protéines
a 66%. La teneur en protéines brutes la plus basse documentée du BSF est de 35-36% et est
supérieure a celle des matieres protéiques d'origine végétale, y compris les tourteaux de tournesol,
de coton et de lin, les dréches de distillerie de blé et les haricots. Les acides aminés limitants dans
I'alimentation des volailles a base de céréales contenant du sojaet du mais sont: la lysine, la
méthionine et la thréonine. En effet, les insectes ont des niveaux extraordinaires de ces acides

aminés essentiels. Par rapport a la farine de gluten de mais, les larves de BSF ont une teneur plus
8
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élevée en leucine, en lysine et en arginine. L'histidine serait quatre fois plus importante dans le
BSF que dans les farines de poisson. En ce qui concerne les acides aminés non essentiels, les
quantités de proline, d'alanine et de tyrosine sont plus importantes dans le BSF que dans les farines
de soja et de poisson (Shah et Cetingdl, 2022). Le tableau 2 représente la composition en acides

aminés des BSFL en comparaison a celle de la farine de poisson et de tourteau de soja.

Tableau 2.Composition en acides aminés des protéines des larves de la mouche soldat noire, la

farine de poisson et le tourteau de soja (g/Kg de matiere seche) (Lu et al., 2022).

BSFL CSBM FM
Indispensable amino acids
Type FF DF FF FF FF FF FF
Arginine 199 207 211 54.7 620 219 18.7 357 41.0
Histidine 13.8 16.3 135 325 480 9.8 13.7 14.2 154
Isoleucine 19.1 240 17.7 47.3 480 19.1 20,6 221 273
Leucine 30.6 367 278 78.3 770 321 294 38.6 47.7
Lysine 230 252 281 68.2 740 272 259 311 487
Methionine 7.1 8.56 8.0 212 6.0 6.0 71 68 185
Phenylalanine 164 218 164 77.6 62.0 18.3 18.7 255 264
Threonine 16.2 218 16.3 44.3 450 26.5 16.7 19.8 275
Tryptophan 54 5.6 6.3 6.6 6.7
Valine 282 345 250 67.9 67.0 28.7 288 21.7 327
Dispensable amino acids
Alanine 278 437 256 821 620 26.6 216 419
Aspartic acid 369 488 387 730 103.0 35.6 55.0 57.7
Cysteine 22 02 35 7.6 5.0 42 3.2 7.7 6.5
Glycine 252 303 246 61.5 540 26.8 248 213 50.3
Glutamic acid 458 63.7 46.1 1310 102.0 384 88.6 841
Proline 25.1 327 236 66.8 62.0 231 274 30.8
Serine 15.9 26.8 176 48.8 41.0 19.2 15.2 241 259
Tyrosine 341 67.1 60.0 26.5 26.9 15.5 201

CSBM = conventional soybean meal, DF = defatted, FM = fish meal, FF = full fat.
8.2 Les lipides

Les lipides sont également un composant majeur de la biomasse des insectes et peuvent étre
une source importante de matieres grasses. Les huiles d'insectes sont riches en acides gras saturés
et polyinsaturés, en plus des acides gras essentiels courants tels que les acides linoléique et a-
linolénique. La composition lipidique des insectes varie également selon les especes et le stade de
vie. Chez H. illucens, la teneur en lipides est d'environ 13 % pendant le développement larvaire et
40 % avant la nymphose (Almeida et al., 2020).

En outre, la teneur en lipides dans les larves d’H.illucens dépend de I'apport alimentaire. Cela
signifie que plus la teneur en lipides du substrat de croissance est élevée; plus la teneur en lipides
des larves est élevée. Les lipides des larves d’H.illucens sont de haute qualité et sont considérées
comme un sous-produit de lI'alimentation animale (Almeida et al., 2020). Lateneur en glucides
alimentaires influence la teneur en lipides des BSFL par la conversion des glucides en lipides par
les larves. Un substrat pauvre en protéines et riche en glucides peut entrainer une plus grande
accumulation de lipides dans la biomasse des larves de BSF qu'une alimentation équilibrée (un

9
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mélange de composants avec un rapport équilibré final de protéines, de lipides et de glucides)
(Franco et al., 2021).

Les acides gras dérivés d'insectes sont plus appropriés et nutritifs que la farine de soja ou de
palmiste sans nuire a la productivité, a la digestibilité ou a la santé intestinale. L'acide laurique, un
acide gras saturé a activité antimicrobienne, représente 35 a 50 % des acides gras totaux de BSF.
L'acide myristique est également plus élevé dans le BSF que dans le tourteau de soja. Des
concentrations d'acide linoléique (31,4%) et d'acide a-linolénique (1,6%) ont été retrouvées a la
fin de la premiére semaine de développement contre 7% et 1,5% au jour 14 de développement des
larves (Hoc et al., 2020). La composition détaillée en acides gras des larves de BSF est représentée

dans le tableau 3.

Tableau3.Composition en acides gras des larves de la mouche soldat noire (g/kg de matiére seche)
(Lu et al., 2022).

Type FF FF FF FF FF FF
C10:0 20.3 8.6 143 8.6
C12:0 575.6 75.0 4597 526 168.6 4079
C14:0 71.4 23.0 87 85.4 98.7 65.6
C15:0 15 143.8 13
C16:0 10.3 192.0 1221 109 143.8 162.7
C18:0 9.8 69.0 25.3 15.3 17.9 14.3
SFA 782.9 362.0 707.2 750.0 742.4 664.2
C16:1 334 8.0 19.1 19.8 27.8 23.6

OC18:1 79.7 266.0 1124 61.6 773 182.4
c11C18:1 1.2 24
MUFA 119.9 287.0 134.1 85.5 115.8 218.8
C18:2n-6 78.3 314.0 38.0 116.0 127.7 100.7
n-6 PUFA 80.0 314.0 1422 119.0 106.0 100.9
C18:3n-3 11.0 36.0 16.5 10.1 9.8 16.0
C18:4n-3 0.5
C20:5n-3 2.3 0.2
C22:6n-3 0.1
n-3 PUFA 143 36.0 16,5 10.1 9.8 16.2
MUFA /SFA, % 153 79.3 189 114 15.6 329
n-3 PUFA/ n-6
PUFA, % 17.9 115 116 8.5 9.0 16.1

FF= matiéres grasses complétes des larves, SFA= acides gras saturés, MUFA=acides gras mono-

insaturés, PUFA=acides gras polyinsaturés.
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8.3 La chitine et le chitosane

Outre les protéines et les lipides, le biopolymere chitine, présent dans la peau des insectes,
pourrait constituer une source de revenus intéressante. Une variante chimique du chitosane (chitine
désacétylée)est un composeé prometteur avec de nombreuses utilisations, par exemple comme

floculant dans les produits pharmaceutiques et le traitement des eaux usées (Hahn et al., 2020).
8.3.1 La chitine

La chitine est un polymere formé a partir d'unités répétées de N-acétyl-D-glucosamine
(Figure6). C'est le deuxieme composé organique le plus abondant apres la cellulose sur terre
(Muzzarelli, 1977). Ces chitines ont une structure cristalline a. Le squelette est organisé avec de
fortes liaisons hydrogene intermoléculaire (Tolaimate et al., 2000). Ce polymeére ne s'y dissout pas
en raison de son utilisation avec des solvants ordinaires, par contre, le dérivé chitosane produit par
les modifications chimiques de la chitine sont solubles dans les acides organiques dilués
(Tolaimate et al., 2003).

Figure 6 : Structure chimique de la chitine (Nugraha, 2006).

La source traditionnelle est constituée par les carapaces de crustacé présentes en
quantités importantes sous forme de déchets de péche. Cependant, de nouvellessources de
chitine sont apparues en tant que sous-produit de l'industrie des insectes récemment
émergente. La figure7 montre les sources principales et nouvelles d'extraction de la chitine

ainsi que leur composition chimique.
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Figure 7.Sources traditionnelles (b) et émergentes (c) de la chitine, et leur composition (a)
(Pasquier, 2022).

Selon la figure7, les exuvies des larves de la mouche soldat noire sont les plus riches en
chitine. Certains sous-produits du procédé de traitement des déchets BSFL pourraient étre des
sources intéressantes de chitine. Les exuvies et les mouches des petits BSF sont deux sous-produits
de l'unité d'élevage, qui sont les plus riches en chitine. Les exuvies des larves (Figure 4)
s'accumulent au cours de leur croissance ; Pendant la mue, les larves muent régulierement et
peuvent étre collectées a la fois dans les écloseries et les unités d'élimination des déchets. Apres
I'accouplement et la ponte, les mouches meurent ; une fois la cage d'accouplement démontée, les
mouches peuvent étre facilement collectées, mais les exuvies de pupes et les peaux jetées ont
tendance a se mélanger avec le compost ou les débris restants, de sorte qu'une étape de séparation

supplémentaire est nécessaire avant le processus de nettoyage (Hahn et al., 2020).
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8.3.2 Le chitosane

Le chitosane est un polymére glucidique naturel de haut poids moléculaire obtenu par
désacétylation partielle de la chitine (Figure 8), par transformation chimique ou microbiologique.
Le chitosane est une fibre semblable a la cellulose, avec des propriétés uniques, notamment la

capacité de former des Films (Youcefi et Riazi, 2012).

- -

I.‘?H g /-'H
HC 'JH- 0 1' ) ’\,/A
L ' OH .rjz|| In

Figure 8.Structure chimiques du chitosane(Nugraha, 2006).

La principale différence entre la chitine et le chitosane est le degré d'acétylation (DA) ; la
chitine a un DA supérieur a 80%, alors que pour le chitosane il ne dépasse pas 30%. La chimie du
chitosane offre de nombreuses possibilités alternatives comme les modifications covalentes et
ioniques qui permettent une large application de propriétés mécaniques et biologiques (Nugraha,
2006).

8.4 Les minéraux

Les larves de BSF sont riches en minéraux avec différentes teneurs. Le calcium (Ca) est le
plus courant, allant de 1,2 g/kg a 35,7 g/kg de matiere seche de larves, selon que le BSFL asubit
une délipidation ou non ; Le cuivre (Cu) varie de 0,1 g/kg a 15,0 g/kg ; Le fer (Fe) varie de 0,1
g/kg a 191,0 g/kg ; Le magnésium (Mg) varie de 1,0 g/kg a 3,5 g/kg ; Le manganese (Mn) varie
de 0,2 g/kg a 166,0 g/kg ; Le phosphore (P) varie de 1,0 g/kg a 10,3 g/kg ; Le potassium (K) varie
de 1,7 g/kg a 15,4 g/kg ; Le sodium (Na) varie de 0,7 g/kg a 15,6 g/kg ; Le zinc (Zn) varie de 0,7
g/kg a 103,0 g/kg (Lu et al.,2022)

Cependant, en plus de I'accumulation des minéraux ci-dessus, des éléments toxiques et nocifs,
tels que le baryum (Ba), le mercure (Hg) et le molybdéne (Mo), s’accumulent également dans les
BSF, créant des problémes pour la production d'aliments pour animaux et la sécurité alimentaire
(Lu et al., 2022).
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9. Applications des biomolécules d’Hermetia illucens

9.1 Protéines et peptides

En général, les protéines et les peptides sont utilisés dans les formulations cosmétiques car ils
jouent un réle important dans I'homéostasie cutanée, aidant a maintenir I'hydratation de la peau et
a réduire le vieillissement cutané. Le collagéne et les peptides de collagéne, issus principalement
de sources animales, sont deux exemples de biomatériaux ayant ces applications cosmétiques
(Almeida et al., 2020).

9.2 Lipides et acides gras

Les acides gras étant couramment utilisés en cosmétique, d'autres composants de H. illucens
peuvent étre isolés ou utilisés comme complexes structuraux lipidiques. L'acide palmitique, I'acide
oléique et I'acide linoléique, ainsi que d'autres acides gras essentiels, ont été identifiés comme des
constituants importants de I'épiderme humain. L'acide oléique active le métabolisme des lipides,
restaure la barriére cutanée et permet la rétention d'eau dans la couche cornée. L'acide myristique
est utilisé dans les formulations cosmétiques pour épaissir et stabiliser les émulsions, mais il peut
également restaurer les propriétés de barriére cutanée et améliorer la pénétration cutanée des actifs.
L'acide palmitique et ses dérivés sont utilisés dans les créemes et les lotions comme émulsifiants et
émollients. L'acide linoléique joue un r6le physiologique dans le maintien de la barriére de
perméabilité a I'eau de la peau, puisqu'il est un constituant des céramides acyl-glycosylés, qui

jouent un réle structurel dans la couche cornée (Almeida et al., 2020).
9.3 Chitine et chitosan

Les fibres de chitine peuvent étre utilisées comme sutures résorbables et matériaux de
traitement des plaies et sont censées accélérer les taux de cicatrisation des plaies d'environ 75%.
De plus, des études récentes ont montré que la chitine influence les réponses immunitaires innées
et adaptatives, y compris sa capacité a recruter et activer des cellules immunitaires et a induire des
cytokines. La chitine est également associée a des mécanismes de défense contre les infections

parasitaires et peut réduire les réactions allergiques a certaines substances (Almeida et al., 2020).

Aprés un processus de désacétylation, la chitine est convertie en chitosane. Ce polymeére a de
nombreuses utilisations et est couramment utilisé dans la purification de I'eau et le traitement des
eaux usees. Cependant, il est également de plus en plus utilisé dans d'autres secteurs industriels,

de l'agriculture a la pharmacie, des cosmétiques au textile (Almeida et al., 2020).
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1. Matériel

1.1 Les ceufsd’Hermetiaillucens
Une quantité de 15 g des ceufs de I'insecte étudiée ont été fourni par KimmyFarm (Vietnam).
1.2 Les poulets de chair

Les poulets de chair de la race COBB 500 (femelles) ont été achetées a partir du centre de
production de COQ HODNA, M’sila. L’alimentation des poulets de chair a été fournie du méme

centre.
1.3 Les souche bactériennes

Les bacteries utilisées dans I'évaluation de I'activité antibactérienne du chitosane extrait a
partir de I’insecte étudiée sont toutes des souches de références (Tableaud), fournies par le
laboratoire de microbiologie au niveau du département de microbiologie et biochimie (Université
de M'Sila).

Tableau 4.Souches bactériennes utilisées dans I'étude de I'activité antibactérienne.

Souche GRAM Référence
Staphylococcus aureus + ATCC25923
Pseudomonas aeruginosa - ATCC27853
Escherichia coli - ATCC25922
Enterobacter cloacae - ATCC13047

ATCC: American type culture collection.
1.4 Les souchesfongiques

Deux moisissures ont ¢été utilisées pour étudier 1’activité antifongique de chitosane :
Aspergillus niger et Fusarium sp. Elles ont été isolées a partir des denrées alimentaires
contaminées et identifiées par Dr. HendelNoui (Département de microbiologie et biochimie,

université de M’sila).
1.5 Les produits chimiques

Tous les produits chimiques utilisés proviennent de Sigma, Fluka, Biochem et Prolabo. Les

solvants utilisés proviennent de Sigma-Aldrich, Honeywell et AnalaR NORMAPUR.
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2. Méthodes

2.1 Détermination de la composition d’Hermetiaillucens
2.1.1 Délipidation(Extraction des lipides et des protéines)

Dans I'¢tape de délipidation,60 g de la larve séchée et broyée ont ét€ mélangés a 500 ml d’éther
de pétrole, puis agités pendant 4 heures. Le mélange a été ensuite filtré pour obtenir deux parties :
le rétentat qui forme 1’ensemble des protéines et le filtrat qui contient les lipides en solution dans
le solvant. Les protéines ont été séchées a I’étuve durant 12 h, puis conservées a 4°C. Pour obtenir
les lipides, le filtrat a été soumis a une évaporation par un rotavapor pour éliminer I'éther de pétrole.
La fraction lipidique obtenue a été sechée a I'étuve et conservée dans des eppendorfs a 4°C (Smets
et al., 2020).

Les rendements des protéines et des lipides sont exprimés en pourcentage et sont calculés par la

formule suivante :

Rendement (%) = (Masse des lipides ou des protéines secs / Masse initiale de la larve séche)
X 100

2.1.2 Dosagedes protéines

Apreés délipidation et récupération de la fraction des protéines, ces dernieres ont été quantifiees
par la méthode de Kjeldahl. Cette méthode se base sur la détermination du taux d’azote dans
I’échantillon, en faisant une déminéralisation en premier lieu pour dégrader la matiére organique
en sels d’ammonium en utilisant une hydrolyse acide a chaud. La deuxiéme étape est la distillation
de ’ammonium par la soude pour obtenir I’ammoniac. Enfin, le dosage est réalisé par une solution

¢talon d’acide fort (Sacz-Plaza et al., 2013).
2.1.3 Extraction de la chitine

L’exuvie (enveloppe rigide renfermant la larve) a été soumis a une série de traitements afin
d’extraire la chitine ; ce traitement se déroule en trois étapes essentielles: une déminéralisation,

une déprotéinisation et une étape de décoloration.
2.1.3.1 Déminéralisation

Dans I'é¢tape de déminéralisation, 25 g d’exuvies broyées ont été introduits dans une solution
d’acide chlorhydrique (HCI,1L), a 55°C pendant 2h pour drainer les minéraux, tels que le
carbonate, le sodium, le magnésium, le potassium, le fer, le calcium, la silice et I'aluminium.

Ensuite le mélange déminéralisé a été filtré pour éliminer le HCI, puis lavéplusieurs fois en
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utilisant I'eau distillée pour obtenir un pH neutre, et enfin séché a I'é¢tuve pendant 12h a une
température de 50°C (Bagriaciket al., 2020).

2.1.3.2 Déproténisation

Dans cette étape, I’exuvie déminéralisée a été chauffée a 50°C dans une solution de NaOH
(1M) pendant 4h. Ce traitement permet d'éliminer la plupart des protéines. Une filtration sous vide
pour ¢éliminer le NaOH, suivie d’un lavage a I’eau distillée ont été réalisés. Apres filtration pour
¢liminer ’exceés d’eau distillée, la chitine récupérée a été séchée a 1’étuve pendent 12h a 50C°

(Soetemanset al., 2020).
2.1.3.3 Décoloration

Les échantillons de chitine isolés ont été décolorés dans un mélange d'eau distillée (40 ml), de
méthanol (20 ml) et de chloroforme (10 ml), a température ambiante pour éliminer les pigments
et les huiles. Le mélange a été agité pendant 40 min. Apres la filtration, les échantillons ont été
lavés soigneusement a I'eau distillée avant d'étre placés dans une étuve a 50°C pendant une semaine
(Kaya et al., 2016).

Le rendement de la chitine a été calculé par la formule suivante :
Rendement (%) = (Masse de la chitine séche / Masse initiale d’exuvie) X 100
2.1.4 Extraction de chitosane

Le chitosane résulte de la désacétylation de la chitine. La chitine obtenue a été immergée dans
une solution de NaOH (45%) a 22 °C pendant 4 jours, puis lavée a I'eau distillée jusqu'a avoir un
pH égale a 7, puis séchée dans I'étuve a 55°C (Rinaudo, 2006).

Le rendement du chitosane est exprimé en pourcentage et est calculé comme suit :
Rendement (%) = (Masse de chitosane sec / Masse initiale d’exuvie) X 100

2.1.5 Caractérisation de chitosane par spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (IRTF)

Le chitosane obtenu a été finement broyé, puis encapsulé dans le bromure de potassium (KBr)
pour préparer les disques translucides. L’échantillon préparé a ¢été ensuite analysé par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier pour confirmer la structure de chitosane. Les

spectres d’échantillons ont été obtenus avec une gamme de fréquence de A=500-4000 cm-1.
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2.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne de chitosane
2.2.1 Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur
croissance pendant 24 h a 37 °C. Les champignons sont cultivés sur le milieu nutritif Potato
Dextrose Agar (PDA) pendant 7 jours a 25 °C. Une colonie de chaque bactérie a été prélevee et
introduite dans 9 ml d’eau physiologique contenue dans un tube stérile. Aprés agitation,
I’inoculum a ét¢ ajusté a une turbidité standard de 0.5 McFarland, ce qui correspond a une densité
optique de 0.08-0.13 a une longueur d’onde de 620 nm. La concentration finale de I’inoculum est

approximativement de 1’ordre de 107-108 ufc/ml (Khribch et al., 2018).

2.2.2 Etude de Dactivité antibactérienne (Méthode des disques de diffusion ou

aromatogramme)

La technique utilisée pour étudier 1’activité antibactérienne de chitosane est celle de la
diffusion sur disque en milieu gélosé. Les milieux MHA (Mueller Hinton Agar) coulés en boites
de Petri sont ensemencés par écouvillonnage de suspensions bactériennes préealablement
préparées. Dans des conditions aseptiques, le chitosane dissout dans I’acide acétique (1%) est
déposé a un volume de 30 pl sur des disques de papier Whatman stériles placés a la surface des
milieux. L’acide acétique (1%) seul a été utilisé comme contréle négatif et les disques de
gentamycine (10 pg/disque) ont eté utilisés comme contrdle positif. Les boites ont été maintenues
a 4°C pendant 1 heure pour que le chitosane puisse diffuser, et elles ont été ensuite incubées
pendant 24 heures a 37°C. Les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés en millimétre
(Mouas et al., 2017). Les souches testées sont considérées non sensibles pour les diametres de 8
mm; sensibles pour les diametres de 9 a 14 mm ; trés sensibles pour les diamétres de 15 a 19 mm

et extrémement sensibles pour les diametres plus de 20 mm (Ponce et al., 2003).
2.2.3 Etude de P’activité antifongique (Méthode des disques de diffusion)

L’effet de chitosane sur la croissance fongique a été déterminé par la méthode des disques de
diffusion. Brievement, les milieux PDA coulés en boites de Petri (90 mm) sont inoculés au centre
par des disques de 7 mm pris de cultures fongiques agées de 7 jours. Dans des conditions
aseptiques, des aliquotes (30pl) de chitosane (dissout dans I'acide acétique a 1%) sont déposés sur
des disques de papier Whatman stériles placés sur le PDA a trois points équidistants du centre et
des bords de la boite de Petri. Les boites ont été maintenues a 4°C pendant 1 heure et elles ont
ensuite été incubées pendant 7 jours a 25°C. Le chitosane a étéremplacé par I'acide acétique dans

les témoins. LLa mesure des diamétres d’inhibition s’est basée sur le calcul de la différence entre le
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diamétre du témoin et celui de la culture test et le taux d’inhibition est mesuré selon la formule

suivante (Stanojevic et al., 2017) :
1% = [(Dc-Dt)/Dc]x100
Ou
1% : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage.
Dc : Diametre de la colonie fongique du témoin (mm).
Dt : Diamétre de la colonie fongique traitée par le chitosane (mm).
2.3 Utilisation d’Hermetiaillucens dans I’alimentation des poulets de chair
2.3.1 Elevage d’Hermetiaillucens

Environ 15 grammes d'ceufs de mouche soldat noir ont été placés sur une grille métallique a
une distance de 10 cm au-dessus d'un mélange de sucre, de lait en poudre et de son de blé mélangés
a l'eau minérale. La température a été maintenue de 27 a 30°C et I’humidité atteignant 70 %
pendant cing jours, en ajoutant le mélange des aliments d’une fagon réguliére et 1'eau pour le rendre

le mélange doux et humide

Aprés une période de sept jours, les larves microscopiques commencent a émerger. 1l est
conseillé de disposer du son de blé sec le long des rebords de la boite afin d'empécher les larves
de s'échapper et de grimper sur les parois. Afin de garantir une croissance optimale des larves, il
est essentiel de maintenir un taux d'humidité compris entre 70 % et 80 %, ainsi qu'une température
située entre 25 et 30°C. Il est également nécessaire de veiller a une bonne ventilation de

I'environnement et de realiser deux retournements par jour.

Au dixiéme jour, les larves sont isolées dans le but d'augmenter leur teneur en protéines, puis
placees dans de nouveaux recipients (Figure 9). Un mélange organique est ajouté selon la

composition suivante :

. 50 % d'entrailles de volaille : utilisées en tant que source riche en protéines, en matieres

grasses et en acides aminés essentiels.

. 20 % de fibres végétales : fournissant des fibres alimentaires et contribuant a I'amélioration

de la digestion des larves.

. 10 % de feuilles hachées : offrant une source supplémentaire de fibres et de nutriments

naturels.
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. 20 % de déchets de cuisine : comprenant des restes de légumes, de fruits et d'autres aliments

organiques, apportant une variété nutritionnelle et améliorant la texture de I'aliment.

Le rapport larves/aliment est calculé en fonction du poids des larves, avec une proportion de
3/1, respectivement, afin de fournir une quantité adéquate de nourriture. Lorsque les larves
atteignent un poids de 0,22 g, elles commencent a former une enveloppe externe sombre, ce qui
coincide avec une diminution de leur appétit. Les larves noires (pupes) sont alors collectées en
augmentant la teneur en eau de I'aliment, ce qui les incite a quitter I'alimentation a la recherche

d'un environnement sec, sombre et chaud.

Les pupes sont collectées et placées dans des récipients contenant une couche de sciure de
bois d'une épaisseur de trois centimeétres. Ces récipients sont soigneusement disposés dans une
chambre entierement obscure afin de créer un environnement propice. La température est
maintenue a 28°C, tandis que I'humidité est maintenue a un niveau de 30%. Une ventilation
adéquate est assurée tout au long de la journée afin de favoriser les échanges gazeux et d'éviter

toute accumulation d’humidité ou de gaz nocifs.

Aprés 10 a 15 jours de dormance, les mouches commencent a émerger (Figure 9). Elles sont
placees dans des cages a mouches, ou une humidité eélevée est maintenue en ajoutant de I'eau et du
sucre. La température est maintenue autour de 30°C, et une forte intensité lumineuse est fournie,

de préférence en exposant les cages a la lumiére du soleil pendant cing heures par jour.

Figure 9. Elevage d’Hermetia illucens. A gauche : Alimentation des larves. A droite : Chambre

d’élevage des mouches.
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Aprés quatre jours d'apparition des mouches, un groupe de morceaux de bois est disposé les
uns sur les autres, en laissant un espace de 2 mm entre chaque piéce de bois. Au-dessus de cet
arrangement, un mélange de bananes et de pommes fermentées est placé. Chaque femelle dépose
entre 500 et 1000 ceufs. Les ceufs sont collectés au 10eme jour apres 1'émergence des mouches, et

le processus d'éclosion est répété.

Cette approche scientifique permet de controler et de reproduire le cycle de vie des mouches
pour une production optimale d'ceufs. Les conditions de température, d'humidité et d'éclairage sont
soigneusement ajustées pour favoriser le développement et la ponte des mouches (Dortmans et al.,
2017).

2.3.2 Substitution de soja par Hermetiaillucens dans I’alimentation des polets de chair

Dans le but d'étudier I'adoption d'un programme alimentaire basé sur les larves du soldat noir
(Hermetiaillucens) en tant que source de protéines dans I'alimentation des poulets de chair, et de
I'utiliser en substitution partielle ou totale du soja. Nous avons évalué les performances de
croissance, la qualité de la viande des poulets de chair (Cobb 500) nourris avec des régimes

contenant des larves de soldat noir (Murawska et al., 2021).

L'expérience a été réalisée sur 250 poulets de race Cobb 500. Les poulets ont été pris a I'age
de 7 jours, puis répartis en 5 groupes : G1, G2, G3, G4 et G5. Le poids moyen des poulets était de
186.72 £ 1.77 g. Le groupe G1 (contrdle) a recu I’alimentation commerciale standard des poulets,

dont la composition est comme suit (Tableau 5) :

Tableau 5.Composition de 1’alimentation standard des poulets de chair.

Composant Démarrage Croissance
(@ (Samaine 1) (Semaine 2 45)
Mais 500 550
Son de Blé 20 20
Tourteau de soja 400 350
Huile de soja 25 25
Farine de poissons >0 >0
Complément 05 0.5
(minéraux/vitamines)
Acidesaminés 2 2
2997 Cal 2800 Cal

Calories
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Pour les autres groupes (G2 a Gb5), differentes formulations ont été utilisées pour le
remplacement de soja (source de protéines dans l'alimentation initiale), selon les pourcentages

suivants (Tableau 6) :

Tableau 6.Remplacement de soja par les larves de soldat noir dans les groupes des poulets de

chair.
Groupe Pourcentage des larves
de soldat noir (BSFL)
G1 00%
G2 15%
G3 25%
G4 50%
G5 100%

BSFL.: Black Soldier Fly Larvae.

Durant les cinq semaines de 1I’expérimentation, des installations spécifiques ont été utilisées
pour mener l'expérience (salles d'élevage de volailles) en offrant les conditions nécessaires a la
croissance des poulets. Le poids des poulets des cing groupes a été suivi et enregistré chaque
semaine durant la période de I’expérience et la qualité de viande a été vérifiée par des laboratoires

spécialisés.

22



CHAPITRE Il

RESULTATSET
DISCUSSION



Chapitre 111 : Résultats et discussion

1. Teneur en lipides et en protéines d’Hermetia illucens

Apreés extraction des protéines et des lipides a partir des larves d'Hermetiaillucens, les teneurs
en lipides et en protéines ont été calculées est exprimées en pourcentage. La teneur en lipides est

égale a 37.66 %, alors que celle en protéines est de 24.82%.

Selon I’étude réalisée par Hopkins et al., (2021), le pourcentage de lipides dans la larve étudiée
peut varier de 0 a 42.9 % selon I’alimentation utilisée dans 1’¢levage de la larve ; les lipides sont
moins fréquents lorsque I’alimentation est formée de pommes et de déchets de pain, alors qu’ils
atteignent une valeur maximale pour 1’alimentation formée de déchets de volaille. De méme pour
les protéines, leur teneur est dépendante de I’alimentation, elle varie de 0.4 (pommes) a 72.7 %
(déchets du poisson Sardinellaaurita). Dans une autre étude réalisée par Wang et Shelomi (2017)
sur la composition des larves d’Hermetiaillucens, la teneur en lipides était estimée de 29% et celle

des protéines était de 42%.

Pour le dosage des protéines effectué par la méthode de Kjeldahl sur 1’échantillon des larves
apres ¢limination des lipides par 1’éther de pétrole, on a trouvé que la teneur totale en protéines

augmente apres délipidation a 86%.
2. Extraction de chitine et de chitosane

Apres extraction de la chitine, une désacétylation a été effectuée pour obtenir le chitosane.
Les caractéristiques de chitine et de chitosane obtenus sont résumées dans le tableau7 et la figure
10.

Tableau 7. Aspects de la chitine et de chitosane extraits d’Hermetia illucens.

Caracteres Chitine Chitosane
Couleur Beige Beige clair
Aspect Poudre semi rigide Poudre semi rigide
Odeur Inodore Inodore
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Figure 10.Apparence de la chitine (A) et le chitosane (B), extraits d’Hermetiaillucens.

Dans cette étude, le rendement de chitine et de chitosane obtenus est de 20.8% et 14.39%,
respectivement. Plusieurs études ont été menées sur I’extraction de ces deux molécules a partir de
puparium de cet insecte ; dans I'étude de Lagat et al., (2021), les rendements de chitine et de
chitosane sont de 10.18% et 6.58%, respectivement. Une autre étude réalisée par Zimri et Natasha
(2018) a mentionnée que la teneur était de 13% (chitine) et 11% (chitosane) ; ces résultats sont
inférieurs aux résultats trouvés dans notre étude. Dans I'étude de Soetemans et al., (2020), le
rendement en chitine était de 23%, et dans celle d’Antonov et al., (2019) était de 21.3%, ce qui est
trés proche de nos résultats.

3. Caractérisation du chitosane par spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (IRTF)

Apres analyse de chitosane extrait des exuvies des larves de la mouche soldat noire par
spectroscopie infrarouge, le spectre obtenu est représenté dans la figure 11. La structure de
chitosane a été confirmée par Dr. Abdellaoui Karima (Département de microbiologie et biochimie,
universit¢ de M’sila).
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Figure 11.Spectre infrarouge du chitosaneextrait a partir d’Hermetiaillucens.
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4. Activité antimicrobienne de chitosane

4.1 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne du chitosane d’Hemetia illucens contre les bactéries testées est
évaluée par la méthode des disques de diffusion (aromatogramme). Leur potentiel antibactérien
est évalué par la mesure du diamétre des zones d’inhibition. Les résultats obtenus sont montrés

dans le tableau 8 et la figure 12.

Tableau 8. Diametres des zones d'inhibition (mm) résultant de I'effet antibactérien de

chitosaned’Hermetiaillucens (2 mg/ml, 30 ul/disque), et de la gentamycine (10 pg/disque).

Souche Chitosane Gentamycine
Staphylococcus aureus 27.5 +3.53 35.33+0.57
Escherichia coli 30+0 25+1
Enterobacter cloacae 25+%2 28.33+2.88
Pseudomonas aeruginosa 38.5+2.12 20.5+£4.94

L’antibiotique utilis¢ comme contrdle positif pour I’évaluation de I’activité antibactérienne
est la gentamicine (GM) (10 pg/disque). Il appartient a la famille des aminosides (ou
aminoglycosides) qui ont un large spectre d’activité contre les bactéries Gram positif et Gram

négatif (Nauciel et Vildé, 2005). Dans cette étude, toutes les souches testées ont montré une

sensibilité extréme a la gentamicine (diameétres variant de 20.5 & 35.33 mm).

Figure 12.Activité antibactérienne de chitosane extrait a partir d’Hermetia illucens.
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On note que ’activité antibactérienne la plus élevée est celle contre Pseudomonas aeruginosa
(38.5 mm), suivie d’Escherichia coli (30mm), puis Staphylococcus aureus (27.5mm) et enfin
Enterobacter cloacae (25mm). Pour les souches E. coli et P. aeruginosa, le chitosane a provoqué
une inhibition plus importante que celui de la gentamycine (GM : 25 mm et 20.5 mm,
respectivement), on peut dire alors que ces bactéries sont qualifiée extrémement sensibles au
chitosane. Alors que pour les souches S. aureus et E. cloacae, la gentamycine était plus efficace
avec des zones d’inhibition de 35.33 mm et 28.33 mm, respectivement, ces deux souches sont

aussi extrémement sensibles au chitosane.

Dans une étude menee par Lagat et al., (2021), E. coli était extrémement sensible au chitosane
d’Hermetia illucens par une zone d’inhibition de 25.3 mm, alors que S. aureus (21.67mm) et P.
aeruginosa (18.33 mm) ont été tres sensibles a cette molécule, a une concentration de 2.5 mg/ml ;

donc ces valeurs sont proches a nos résultats a I’exception de ceux concernant P. aerugenosa.

Les activités antimicrobiennes de la chitine et du chitosane contre une grande variété de micro-
organismes ont été largement étudiées (Islam et al., 2017). Il a été démontre que la chitine n'a pas
d'activité antimicrobienne substantielle parce qu'elle est naturellement non chargée et insoluble
(Olafsdottir et al., 2020). Cependant, le chitosane s'est avéré avoir des activités antifongiques,
antibactériennes et antivirales ; toutefois, son activité antimicrobienne est plus élevée contre les
champignons que contre les bactéries (Mohamed et Madian, 2020). Le chitosane inhibe la
croissance de nombreuses bactéries pathogénes, telles que E. coli, S. aureus et P. aeruginosa., son
activité est souvent plus élevée contre les souches a Gram positif que ceux a Gram négatif, cela
pourrait étre d0 aux différences entre leurs structures de surface et la composition de leurs parois
cellulaires (Xing et al., 2017). Différents mécanismes ont été proposés et décrits pour les activités
antibactériennes directes du chitosane ; le principal mécanisme d'action proposé est lié a ses
propriétés cationiques (Chandrasekaran et al., 2020). Le mécanisme implique des interactions
électrostatiques ou les charges positives des molécules de chitosane interagissent avec les charges
négatives de la surface des agents pathogénes (Fuster et al., 2020). Cette interaction entraine la
destruction de la structure cellulaire, des altérations importantes de la surface cellulaire et une
perméabilité accrue de la membrane cellulaire. Un autre mode d'action proposé pour le chitosane
impligue la modification de la perméabilité cellulaire (Inbaraj et al., 2020). Il s'agit notamment de
son dép6t a la surface des cellules pathogénes, ce qui entraine la création d'une couche polymérique
imperméable qui inhibe I'absorption des nutriments dans la cellule et les changements dans la
sécrétion des métabolites dans la matrice extracellulaire. Le chitosane est également capable de
regrouper certains nutriments essentiels, oligo-éléments et métaux nécessaires a la croissance

microbienne, inhibant ainsi leur croissance et la production de toxines (Xing et al., 2017).
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4.2 Activité antifongique de chitosane

L’activité antifongique du chitosane d'Hermetia illucens a été évaluée vis-a-vis de deux
moisissures (Aspergillus niger et Fusarium sp) sur milieu PDA par la méthode de diffusion en

disques. Les résultats de cette méthode sont représentés dans les figures 13, 14 et 15.
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Figure 13.Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne par le chitosane d’Hermetia

illucens (7°™ jour d’incubation).

Figure 14.Activité antifongique du chitosane d’Hermetia illucens (a gauche), par rapport au

contréle négatif (a droite), contre Fusarium sp. (5¢me jour d’incubation).

Les résultats de cette méthode représentés dans la figure 13 montrent que le chitosane a
provoqué une inhibition faible des moisissures étudiées, avec des pourcentages d’inhibition
inférieurs a 20% (8.5% pour Aspergillus niger et 17% pour Fusarium sp.). Dans les travaux de
Lagat et al., (2021), ils ont trouvé une inhibition de 22% pour Candida albicans a une
concentration de 2.5 mg/ml. Une autre étude menée par Khayrova et ses collaborateurs (2020) a
mentionné que le chitosane inhibe la croissance de la moisissure Fusarium oxysporum de 50%
pour une concentration de 1.8 mg/ml.
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Figure 15. Cinétique de la croissance fongique en présence de chitosane et d’acide acétique a

1% (contrdle négatif).

Dans la figure 15, on remarque I’augmentation du diamétre de croissance de toutes les
moisissures au cours du temps ; cependant la croissance en présence de chitosane est moins

importante par rapport au contréle négatif (acide acetique a 10%).

Plusieurs mécanismes d’action ont été décrits pour expliquer 1’activité de chitosane contre
quelques champignons. Premierement, le chitosane affecte la membrane cellulaire par le biais
d'interactions électrostatiques avec les phospholipides chargés négativement ; une fois la
membrane cellulaire perturbée, le chitosane est capable de pénétrer dans la cellule (Ma et al.,
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2017). Cela pourrait conduire a I'inhibition de la synthese de 'ADN/ARN et a la perturbation de
la synthese des protéines (Li et Zhuang, 2020). Cependant, pour les champignons résistants au
chitosane, il semble que le chitosane soit incapable de traverser la membrane cellulaire et reste a
la surface extérieure (Verlee et al., 2017). La raison pour laquelle le chitosane n'est pas en mesure
de perturber la membrane cellulaire des champignons résistants au chitosane est due a la différence

de fluidité de la membrane cellulaire (Lopez-Moya et al., 2021).

L’activité antifongique du chitosane dépend de plusieurs facteurs tels que le poids
moléculaire, le degré de désacétylation, la concentration en chitosane et le pH (Confederat et al.,
2021). L'influence du poids moléculaire et du degré de désacétylation semble dépendre des
souches testées (Riaz Rajoka et al., 2020). Comme pour l'activité antibactérienne, l'activité
antifongique du chitosane est plus importante a des pH plus bas (Perinelli et al., 2018). En général,

I’activité antibactérienne dans notre étude a été plus importante que I’activité antifongique.
5. Utilisation d’Hermetiaillucens dans I’alimentation des poulets de chair

Pendant une période de cing semaines, une éetude a été menée, afin de verifier I'effet du
remplacement de la farine de soja dans l'alimentation des poulets de chair par la larve
d’Hermetiaillucens. Les paramétres qui ont été suivis pour connaitre I’effet de la larve sont le

poids des poulets, la qualité de la viande et la mortalité.
5.1 Poids des poulets

Les résultats obtenus apres suivie de changement du poids des poulets appartenant aux cing

groupes de I’expérience sont résumés dans la figure 16.
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Figure 16. Changement de poids des poulets en fonction du temps.

D’apres les résultats obtenus, on a noté qu’a la fin de la premiére semaine, le poids des poulets
de tous les groupes est plus ou mois le méme. Apres, le poids des poulets a continué d’augmenter
pour tous les groupes. A la fin de la 5éme semaine, le poids moyen du groupe G1 contréle qui n’a
pas consommeé la larve (0% BSFL) est de 2299,2 g. Ce poids moyen du ler groupe est proche a
celui du G5 (100% BSFL), qui a été estimé de 2161g. Pour les groupes G2 (15 % BSFL) et G3
(25 % BSFL), les poids moyens de ces deux groupes ont été proches et estimés de 2548,2 g et
2578,1 g, respectivement. Enfin, le (50 % BSFL) avait le poids moyen le plus élevé par rapport

aux autres groupes.

Pour le gain de poids, le groupe G5 (100 % BSFL) a perdu un poids moyen de 138.2g par
rapport au groupe contrdle G1 (0 % BSFL) ; le groupe G2 (15 % BSFL) avait un gain de poids
moyen de 249 g et G3 (25% BSFL) de 278.9 g par rapport au groupe controle. Le gain de poids le
plus important a été montré par le groupe G4 (50 % BSFL) par une valeur de 638.2 g.

Les résultats obtenus par Murawska et al., (2021), ont démontré que le remplacement du
tourteau de soja par des teneurs élevées (50%, 75 % ou 100 %) de la farine d’Hermetia illucens
riche en matiéres grasses dans I'alimentation des poulets de chair tout au long de la période
d'élevage est défavorable. Les résultats de cette étude ont montré que les poulets de chair nourris
avec des régimes a taux élevés de la larve étudiée ont consommé moins d'aliments que les poulets

nourris avec des régimes standards, ce qui s'est traduit par une baisse de poids moyen des poulets.
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Dans une autre étude réalisée par Opoku et ses collaborateurs (2018), il a été établi que la
larve étudiée peut complétement remplacer le tourteau de soja sans aucun effet significatif sur les
performances de croissance, les caractéristiques de la carcasse et le profil sanguin. La larve n'a pas
été en mesure de remplacer complétement la farine de poisson car les résultats de I'étude ont
indiqué de maniére significative une performance négative des oiseaux sur tous les parametres de

croissance et de carcasse, par rapport au régime a base de farine de poisson.
5.2 Qualité de viande

La qualité de viande a été vérifiée pour tous les groupes de poulets de I’expérience et a été
validée par les abattoirs qui ont confirmé que la viande de tous les poulets est conforme aux

normes.
5.3 Mortalité

Durant la premiere semaine de 1’étude, aucune mortalité n’a été enregistrée dans les groupes
de poulets étudié¢s. Pour la 2¢me semaine d’étude, une mortalité de 2% a été enregistrée dans le
groupe 2 (15 % BSFL). De la 3eme a la 5éme semaine, nous avons remarqué que la mortalité la
plus élevée (16 %) etait enregistrée dans le groupe 1 (0% BSFL) et le groupe 5 (100% BSFL) ;
pour le groupe 2 (15% BSFL), on a enregistré une mortalité de 6 % ; alors que pour les groupes
G3 (25% BSFL) et G4 (50% BSFL), aucune mortalité n’a été enregistrée.
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Conclusion

En raison du processus de bioconversion durable de la matiere organique utilisee comme
substrat pour son développement, la biomasse des larves d'Hermetia illucens est considérée
comme une source de composés a haute valeur agrégée et comme un marché tres prometteur. Les
matiéres qui peuvent étre extraites des larves d'Hermetia illucens ont ouvert la voie a un nouveau
domaine d'ingrédients divers, principalement pour I'industrie de I'alimentation animale et humaine,
mais aussi avec une applicabilité potentielle comme antibiotiques et cosmétiques. Dans le présent
travail, on a extrait et quantifié les protéines et les lipides a partir des larves de la mouche soldat
noire, ainsi que la chitine et le chitosane, en étudiant leurs propriétés antimicrobiennes et leur

application comme aliment pour les poulets de chair.

L'extraction des protéines et des lipides a partir des larves d'Hermetia illucens a donné un
rendement de 24.88% et 37.66%, respectivement. La chitine et le chitosane extraits & partir des

exuvies des pupes avaient un rendement de 20.8% et 14.39%, respectivement.

Dans la détermination du pouvoir antimicrobien du chitosane contre les souches bactériennes
par la méthode des disques de diffusion, la meilleure zone d'inhibition (38.5 = 2.12 mm) a été
observée pour la souche Pseudomonas aeruginosa ; Donc, le chitosane possede une activité
antibactérienne supérieure méme a la gentamycine pour quelques souches. En revanche, le
chitosane a donné une inhibition faible contre les moisissures Aspergillus niger et Fusarium sp.

avec des pourcentages d’inhibition mois de 20%.

Le remplacement de tourteau de soja par les larves de BSF dans I'alimentation des poulets de
chair a montré que la substitution a 50% est la meilleure par rapport a la substitution totale (100

%), avec un gain de poids important et une basse mortalité.

L'ensemble de ces résultats montrent que les larves d’Hermetia illucens sont une source
importante de substances bioactives qui méritent d'étre considérées comme des coproduits de
grande valeur. Comme perspectives, 1’é¢tude d’autres applications des biomolécules de cet insecte

semble trés prometteuse.
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Annexe

Préparation des milieux de culture et solutions
- Gélose Mueller Hinton (M-H) (g/1)
Extrait de viande 3 g
Hydrolysat acide de caséine 17.5 g
Amidon1.5¢
Agar 16 ¢
Eau distillée 1000 ml

pH: 7.3

- Potato Dextrose Agar (PDA) (g/l)
Filtrat de pomme de terre 2009
Glucose 20 g
Agar20g
Eau distillée 2000ml
- Eau physiologique
Eau distillée 1000 ml

NaCl 09¢g
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Abstract

In recent years, several insect species have received increasing attention as raw materials for food, feed and industrial app lications. One such species
is Hermetiaillucens, whose larvae can convert low-value organic waste into valuable biomass rich in lipids, proteins, chitin and chitosan. The aim
of this work was to extract chitin, chitosan, proteins and lipids from Hermetiaillucens larvae, and to use the larvae in broiler rearing. The other
objective is to demonstrate the antibacterial and antifungal activity of chitosan against Gram-positive (Staphylococcus aureus) and Gram-negative
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae) bacterial strains and fungi (Aspergillus niger and Fusarium sp.). Lipid and
protein extraction was carried out using petroleum ether with yields of 37.66% and 24.82%, respectively. For chitin and chitosan, exuviae of
Hermetiaillucens pupae were used for extraction; demineralization and deproteinization were carried out using HCI and NaOH, respectively. The
extracted chitin was then converted to chitosan by deacetylation using NaOH. Their yields were 20.8% and 14.39%, respectively. Characterization
of chitosan was carried out by FTIR spectroscopy, and the antibacterial properties of this molecule were determined using the diffusion disk method,
where the best inhibition zone (38.5 £ 2.12mm) was observed for the Pseudomonas aeruginosa strain. In terms of antifungal activity, a low level
of inhibition of the molds studied was observed, with percentages of inhibition below 20%. The results of replacing soybean meal with BSF larvae

in broiler feed showed a significant weight gain in chickens consuming 50% BSFL compared with the control group.

Key words: Hermetiaillucens , proteins, lipids, chitin, chitosan, antimicrobial activity, broiler chickens.
Résumé

Au cours des derniéeres années, plusieurs especes d'insectes ont fait I'objet d'une attention accrue en tant que matiéres premiéres pour I'alimentation
humaine et animale et pour des applications industrielles. L'une de ces espéces est Hermetiaillucens, dont les larves peuvent convertir des déchets
organiques de faible valeur en biomasse précieuse riche en lipides, en protéines, en chitine et en chitosane. L'objectif de ce travail était tout d'abord
I'extraction de la chitine, chitosane, protéines et lipides a partir des larves d'Hermetiaillucens, et Iutilisation des larves dans 1'élevage des poulets
de chair. L'autre objectif est de mettre en évidence I'activité antibactérienne et antifongique du chitosane vis-a vis des souches bactériennes a Gram
positif (Staphylococcus aureus) et a Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae) et les champignons
(Aspergillus niger et Fusarium sp.).L'extraction des lipides et des protéines a été effectuée a I'aide I'éther de pétrole avec un rendement de 37.66%
et 24.82%, respectivement. Pour la chitine et le chitosane, les exuvies de pupes d'Hermetiaillucens ont été utilisées pour I’extraction ; La
déminéralisation et la déprotéinisation ont été effectuées a l'aide de HCI et de NaOH, respectivement. Ensuite, la chitine extraite est convertie en
chitosane par désacétylation a I'aide de NaOH. Leurs rendements étaient de 20.8% et 14.39%, respectivement.La caractérisation de chitosane a été
réalisée par spectroscopie FTIR, et les propriétés antibactériennes de cette molécule ont été déterminées a l'aide de la méthode des disques de
diffusion ou la meilleur zone d'inhibition (38.5 + 2.12mm) a été observée pour la souche Pseudomonas aeruginosa. Concernant le pouvoir
antifongique, une inhibition faible des moisissures étudiées a été observée avec des pourcentages d’inhibition inférieurs a 20%. Les résultats de
remplacement de la farine de soja par les larves de BSF dans I'alimentation des poulets de chair montrent un gain de poids important des poulets

qui consomme le BSFL & 50% par rapport au groupe témoin.

Mots clés :Hermetia illucens, protéines, lipides, chitine, chitosane, activité antimicrobienne, poulets de chair.
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