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LEXIQUE

Cps/micro Amps: coupes par seconde/micro amperes. C’est l'ur@téndsure de I'intensité
de fluorescence. Cps indique l'intensité mesuré&elgaétecteur sur I'échantillon et micro
Amps le signal mesuré par le détecteur de référemck lampe a arc de xenon.

Incrément : désigne le pas de la longueur d’onde. Il serté M, et est donné en

nanometre.
Offset : désigne le décalage de longueur d’onde entreitaion et I'émission.
Quenching: tout phénomeéne qui améne a la décroissanceflimtascence.

Slit d’excitation : représente la bande passante de lumiere ineidgoi bombarde

I'’échantillon. Il sera donné en nanometre.

Slit émission: désigne la fente de lumiere émise qui contraéleékolution et l'intensité du

signal de fluorescence enregistré par le détedieest également donné en nanometre.
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RESUME

L’objectif de ce travail est de détecter 'hémogiab dans les aliments pour animaux par
spectroscopie de fluorescence. Pour atteindre ljettif, nous avons solubilisé des poudres
standards d’hémoglobine dans le tampon phosph&al@ge labeling buffer (DLA). Ensuite,
nous les avons analysées en spectroscopie de dtemee en mode excitation-émission
synchrone (EES) avec deux valeurs d'offset (17 hi@0enm) afin de choisir les parametres
les plus appropriés. La combinaison DLA-offset denin a fourni les informations spectrales
les plus intéressantes pour cette détection :dsgmce de 'hémoglobine a été révélée par des
bandes de fluorescence a 484 nm et 538 nm. Les snémadyses ont ensuite été réalisées sur
des extraits provenant des poudres commercialésriglobine. Elles ont toutes présenté des
signatures spectrales comparables aux solutiondatds d’hémoglobine. Des extraits issus
de 18 aliments pour animaux, dont 5 contenanttdamoglobine ont également été analysés.
Les spectres obtenus sur ces 5 extraits ont toésemté les mémes bandes de fluorescence a
484 nm et 538 nm, caractéristiques de I’hémoglohinknalyse en Composante Principale
(ACP) appliquée aux spectres des aliments analysédre qu'il est possible de discriminer
les extraits contenant I’hémoglobine de ceux ganrcontiennent pas. Cela a confirmé que la
détection de 'hémoglobine est possible par latspscopie de fluorescence EES. La quantité
d’hémoglobine dans ces extraits a ensuite été éstipar deux approches : la premiére, a
corrélé lintensité de fluorescence a 484 nm adacentration et la deuxieme, a relié la
concentration a I'aire sous la bande de fluorese@nd84 nm. Les deux approches ont donné

des valeurs de concentrations différentes.

Mot clés: détection, hémoglobine, aliment pour animauwectiscopie de fluorescence en

mode excitation-émission synchrone (EES).
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ABSTRACT

This study is based on the detection of hemoglabinanimal feed by fluorescence
spectroscopy. To achieve this goal, preliminarytstewere carried out by dissolving
lyophilized hemoglobin powders in phosphate butiad dige labeling buffer (DLA). The
solutions obtained were analyzed with two offsdtiga (17 nm and 80 nm) by synchronous
fluorescence spectroscopy (SFS) in order to chapgeopriate settings. The DLA and the
offset value of 17 nm provided the most interestpgctral information: hemoglobin was
detected at 484 nm and 538 nm. Then, samples ofahrby-products derived from blood
were analyzed by SFS. Samples containing hemoglekhibited the fluorescence bands at
484 nm and 538 nm identical to results obtained Wwibphilized hemoglobin powders. 18
samples of animal feeds, including 5 made up wimdglobin were also analyzed. The
spectra of these 5 samples showed the same flem@sbands at 484 nm and 538 nm, which
characterizes the presence of hemoglobin. The iBah€omponent Analysis (PCA) applied
to the spectra of 18 samples shows that it is ples¢o discriminate samples containing
hemoglobin and samples which do not contain. Th&ult confirmed that SFS is fit for
hemoglobin detection in animal feed. Finally wedrito estimate the amount of hemoglobin
in these 5 samples by to different approaches: fitet correlated concentration to
fluorescence intensity at 484 nm and the seconddreérea under band at 484 nm to the
concentration. Both gave different results.

Key words: detection, hemoglobin, animal feed, synchrondusréscence spectroscopy
(SFS).



INTRODUCTION

Les protéines animales transformées (PATS) etreduits sanguins issus de ruminants sont
des sous-produits interdits dans l'alimentationnaf@ux destinés a la consommation
humaine. La détection de ces produits interdits, ttes controles officiels n’est autorisée que
par deux méthodes : la réaction de polymérisationhaine (PCR) et la microscopie optique
(reglement UE n°51/20)3 Elles présentent toutes deux des limitationsteames de
détection.

L’examen par le microscope optique ne permet quifférenciation entre animaux terrestres
et poissons, a partir d’éléments discriminantsemtssdans les aliments tels que, les o0s, et les
fibores musculairesRlouvier etal., 201). La PCR, bien que permettant de déterminer
I'origine d’'un sous-produit animal jusqu’au niveda I'espéce, ne permet toutefois pas de
savoir si le sous-produit & I'origine du signal &storisé ou pas-(miere etl., 2010.

Plusieurs autres méthodes sont donc investiguéas m@pondre a la problématique de
I'identification conjointe de I'espece animale et type de sous-produits. Parmi celles-ci, la
spectrométrie de masse est présentée comme unegieehprometteuse. Adaptée a la
détection des constituants d’origine animale, efie capable de fournir des informations sur
les tissus et I'espéce d’origineecrenier efal., 201§. Sa combinaison avec une méthode de
détection rapide de sous-produits dérivés du samgrgit améliorer son efficacité et
compléter les méthodes actuelles. L'intérét porie @détection rapide des produits dérivés du
sang s’explique par le fait que, contrairement produits sanguins issus de ruminants qui
sont interdits, les farines de sang et les poudfeémoglobine de non ruminants sont
autorisées dans I'alimentation des poissons epdesires de plasma de non ruminants sont
utilisées dans l'alimentation des porcs et volaille

C’est donc dans ce cadre de recherche et de d@eziggmt de méthode complémentaire a la
spectrométrie de masse que s'inscrit ce travaileguibasé sur la détection de ’'hémoglobine
dans les aliments pour animaux ppectroscopie de fluorescencée présent document qui
présente les résultats obtenus est structuré enpiots. Dans un premier temps, il présente
les résultats des essais préliminaires effectuégeswsolutions standards d’hémoglobine qui
ont permis de fixer les conditions expérimentalesxpose ensuite les résultats obtenus sur
les produits dérivés du sang et les compare a obtenus avec les solutions standards
d’hémoglobine. En dernier lieux, il présente lesuitats obtenus sur quelques aliments pour

animaux sélectionnés pour cette étude.



| MATERIEL ET METHODES

I-1 Matériel
Deux types de produits ont été utilisés pour ddisétion de ce travail : les standards
(protéines lyophilisées issues du sang d’animatbgse2chantillons (sous-produits dérivés du

sang et aliments pour animaux).

» |esStandards pureté> 98 %)

Les standards utilisés étaient constitués des fsosluivants :

- hémoglobine pure de bovin lyophilisée (Hb), réféehl2500-25G (Figure 1 a) ;

- hémoglobine pure de porc lyophilisée (Hp), réféeeHd131-25G (Figure 1 b) ;

- albumine de sérum bovin lyophilisée (BSA), réféeA3311-10G (Figure 1 c).
lls ont tous été achetés chez Sigma Aldrich L@ir(SLouis, Missouri, USA). Le choix de
ces standards se justifie par fait qu’ils constitd@ssentiel des protéinesi sang.

La figure ci-dessous présente la photographie sstamdards.

H2800-28G
Hemoglobin from bowvine biood i
It Gt

Figure 1: Photographie des standards utilisé&moglobine pure de bovia)( hémoglobine
pure de porck), albumine de sérum bovin)(

= |Les échantillons

Les échantillons analysés peuvent étre classéswendahtégories :



i. Les produits dérivés du sang

Quatorse sous-produits dérivés du sang d’animatgtérutilisés. Ce sont principalement :
- des produits sanguins, notamment les poudres d'giélnioe et de plasma (de
porc et de bovin) ;
- des farines de sang.
ii. Les aliments pour animaux
Quatre types d’aliments pour animaux ont été sélmoés dans cette étude. Il s'agit
notamment :
- des aliments pour porc contenant des produits sasgu
- des aliments pour poisson contenant de 'lhémogkopin
- des aliments pour poisson contenant des farinearmg et
- des aliments pour poisson ne contenant pas depsodaits dérivés du sang.
Tous ces échantillons ont été prélevés dans laugadgchantillons de FTEURL-AP qui est
hébergée au CRA-W w{vw.eurl.craw.el Les tableaux ci-dessous donnent leurs
caractéristiques (cfr annexe 1 pour leur compayjitio
Tableau 1: Caractéristiques des produits dérivés du sang

Produits dérivés du sang Identification

Poudre d’hémoglobine bovine S01
Poudre d’hémoglobine bovine S02
Farine de sang de bovin pure S03
Farine de sang de ruminant 80% S04
Poudre d’hémoglobine porcine S05
Poudre d’hémoglobine porcine S06
Poudre d’hémoglobine porcine S07
Poudre d’hémoglobine porcine S08
Poudre d’hémoglobine porcine S09
Poudre d’hémoglobine porcine S10
Farine de sang de porc S11
Farine de sang de porc S12
Poudre de plasma de bovin S13
Poudre de plasma de porc S14




Tableau 2 Caractéristiques des aliments pour animaux

NO
Type d’aliment Composition )
Echantillon
Aliment contenant des produits sanguins E1l
Aliments pour Aliment contenant des produits sanguins et farmpalsson E2
porc contenant
des produits Aliment contenant des produits sanguins et le fztit E3
sanguins Aliment contenant du plasma, petit lait et graidseporc E4
Aliment contenant des poudres d’hémoglobine ES
Allments pour Aliment contenant des poudres d’hémoglobine E6
poisson
contenant Aliment contenant 10 % de poudre d’hémoglobine E7
des,poudres Aliment contenant 10 % de poudre d’hémoglobine E8
d’hémoglobine _
Aliment contenant 11 % de poudre d’hémoglobine E9
Aliment  pour
poisson _ _
contenant Aliment contenant 7 % de farine de sang E10
des farines de
sang
Aliment ne contenant pas de produits dérivés dg san E1l
Aliment ne contenant pas de produits dérivés dg san E12
Aliment ne contenant pas de produits dérivés dg san E13

Aliments pour
poisson ne Aliment ne contenant pas de produits dérivés dg san El4
contenant pas

de produits Aliment ne contenant pas de produits dérivés dg san E15
dérivés du sang Aliment ne contenant pas de produits dérivés dg san E16
Aliment ne contenant pas de produits dérivés dg san EL1l7
Aliment ne contenant pas de produits dérivés dg san E18

= |pstrumentation

Les échantillons ont été broyés en utilisant leyboo RETSCH ZM 200 a une
granulométrie< 2 mm.L’appareil utilisé pour les analyses en spectrogcdp fluorescence
est le spectrofluorimétreFluoroMax®-4 de la marque HORIBA Scientific. Il est
intégralement piloté par ordinateur, via le lodidtuorEssence™ V3.5 Kyoto, Japoh Les
commandes sont transmises par liaison USB et Emgss’étalonne automatiquement au
démarrage. Toutes les analyses ont été realiséesilisant des tubes en quartz de 1 cm

d’épaisseur. Aprés analyse, I'exportation et légraent des données s’est fait avec le logiciel



UNSCRAMBLER X 10.3 (Camo, Norvégget le tracé des spectres par le logiS6EEMA

Plot 10 Systat Software Inc, USA)
La figure ci dessous présente les photographidsajeur et du spectrofluorimétre utilisés.

HORIBA

Figure 2 Photographie du Broyeur RETSCH ZM 20@) (et du Spectrofluorimétre
FluoroMax®-4 p)

[-2 Méthodologie
La méthodologie utilisée pour ce travail peut 8okématisée par la figure ci-dessous

TRAVAIL : Recen§er les ]
BIBLIOGRAPHIQUE parametres clés

Standard

J

) ESSAIS Choix des paramétres
[ Solubilisation |:'|>[ PRELIMINAIRES ]':D {[ (off set et solvar) }

J

Echantillon:

—— ANALYSE PAR
[ ]':> FLUORESCENCE

Figure 3: Schéma général de la procédure expérimentale




I-2-1 Sélection des paramétres d’acquisitiogpectrale : travail bibliographique

Nous avons commencé ce travail par une étude piblphique afin d'identifier les
différents modes de mesure communément utiliségpeatroscopie de fluorescence. Il s’agit
notamment de la spectroscopie de fluorescence afe regcitation, en mode excitation-
émission, en mode de matrices d’excitation-émis§bnet en mode d’excitation-émission
synchrone. Au vu de ses avantages (simplicité desti®s et resserrement des bandes) et de
la complexité de la composition des échantillonsarsalyser,la spectroscopie de
fluorescence en mode excitation-émission synchron&ES) a été choisie. Ce mode
présente la particularité de faire varier simultaeat la longueur d’'onde d’excitation et la
longueur d’onde d’émission tout en conservant egltess un décalage constant.

Afin de mener a bien les analyses, les parameatiseeptibles d’'influencer la détection de
I’'hnémoglobine par spectroscopie de fluorescence &@E®té recenses, notamment:

- les longueurs d’onde d’excitatiofef) et d’émission Xer), qui varient généralement entre
200 nm et 600 nnBarati etal., 2019;

- les concentrations en hémoglobine, qui sont géadent faibles (<5 uM) ; ce qui permet
d’éviter les phénomeénes d’inhibition communémenmiedd quenchingHirsich, 2003} ;

- les offset qui sont le plus souvent 17 nm ou B0(Hosseinzadeh and Moosavi-Movahedi,
2016 ;

- les fluorophores de I’hémoglobine ; qui sont é&sdes aminés aromatiques (tryptophane,
tyrosine et phénylalanine) et I'hérfreeters, 1995; Hirstch, 2003)

- l'incrément A\ine) utilisé pour la mesure en spectroscopie de femaece EES. Il peut étre
égal a 1 nm, 5 nm ou 10 nfhlosseinzadeh and Moosavi-Movahedi, 2016; Grigorgad
Sargsyan, 2014 ; Pangadt, 2014);

- lesslit d’excitation et d’émission qui sont le plus souviexes de facon a ne pas dépasser la
limite de linéarité de la réponse spectrale (GGedire de facon a ne pas saturer le détecteur);
- le type de solvant utilisé ; les plus courammailisés sont : le tampon phosphate a pH 7,2,
le tampon Tris dont le pH varie entre 1,9 et 11,2 @éampon acétate a pH &r{goryan and
Sargsyan, 2014 ; Barati ei., 2015 ; De and Girigoswami, 2008Yne variation de pH
influence généralement de facon significative laofescence. Le rendement de la

photoluminescence augmente le plus souvent avad [@bbas, 200Y.

[-2-2 Essais préliminaires
Les premieres analyses ont été réalisées sur #wlasts. Elles avaient pour but de

déterminer les parameétres de mesure (solvant setpfappropriés pour cette étude. Pour ce
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faire, les standards ont été solubilisés dans delvants (tampon phosphaiet le DLAY) et

des mesures ont été effectuées par spectroscoflisodescence EES a deux offset (17 nm et
80 nm).

Le choix du DLA se justifie par le fait qu'il ese Isolvant dans lequel sont extraites les
protéines des échantillons utilisés. Il présentdgefois un inconvénient : son pH n’est pas
toujours stable, il varie entre 10,4 et 10,6. Limggan phosphate a quant a lui été sélectionné
car c’est le solvant le plus couramment utilisé sdden littérature. La constance du pH
constitue son principal avantage.

La plage de longueur d’ond€Q0-600 nn), I'incrément ( nm) et la concentration en
hémoglobine § uM) ont été fixés a I'avance. Ce choix s’est justifa¥ le fait que la plage de
200 a 600 nm est la plage maximale généralemdigéatien spectroscopie de fluorescence.
L’incrément de 1 nm est celui qui permet d’avoimiilleure résolution spectrale possible
(comparé a 5 nm et 10 nm) et la concentration gé3n hémoglobine permet d’éviter des
phénomenes de quenching.

Toutes les mesures et les préparations des s@uditreté effectuées a température ambiante.
Le protocole de préparation du DLA est reprissanexe 2.

L’analyse des spectres collectés a permis de cHeisblvant le plus adapté et I'offset le plus
approprié. Les longueurs d'onde caractéristiqued’'rdamoglobine ont été déterminées a

partir des bandes obtenues sur les différentsrgsect

I-2-3 Analyses des échantillons par spectroscopie fluorescence EES.

Les protéines ont d’abord été extraites a parts sleus-produits dérivés du sang et des
aliments pour animaux sélectionnés. L’extractiogt@réalisée en 48 heures, conformément
au protocole repris en annexéL&crenier etl., 2016)

Une fois extraites, les protéines ont été doséedapaéthode de Pierc&l@rbaix etal.,
2019. Elle est utilisable dans une gamme de concemtiaide 0,5 pg/ml a 2 mg/ml et est
beaucoup plus linéaire que la méthode de Bradf&itt est aussi plus tolérante aux
détergents et agents dénaturants tel que l'uréeadendance a interférer avec d’autres
méthodes de quantification telle que la méthodeakery (www.labome.f). Le protocole de

dosage utilisé est repris en annexe 4.

! Tampon phosphate pH 7,2

2 Dige labeling buffer. C’est le tampon utilisé pdextraction des protéines (pH 10, 5 + 0,1)
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L’analyse des protéines extraites a ensuite étis@éégpar spectroscopie de fluorescence EES
en diluant 20 pl d’échantillon (extraits protéiqudans 2,98 ml de solvant. Cette mesure s’est
faite en utilisant le solvant et I'offset choisis @rme des essais préliminaires.

Ces mesures ont été réalisées sur les echantlérgant du sang afin de vérifier si les
résultats obtenus sur ces produits pouvaient é&mparables a ceux obtenus avec les
standards. Les aliments pour animaux (porcs espons ont quant a eux été analysés dans le
but de vérifier si I'on pouvait détecter 'hémogieeé dans une matrice réelle par
spectroscopie de fluorescence EES.

La concentration en hémoglobine des aliments qucentiennent a ensuite été estimée. Pour
ce faire, des courbes d’étalonnages ont été oldezruenesurant l'intensité de fluorescence et
I'aire sous la bande a la longueur d’onde de flsceace maximale de différentes solutions
standards d’hémoglobine (10 uM, 5 uM, 3,3 uM, 26, 1,6 uM, 1 uM, 0,5 puM, 0,25 uM,

et 0,125 puM). Pour chacune des dilutions, l'intEnsiorrespondante au solvant a été
soustraite. Les données ayant permis |'établisseerces courbes d’étalonnages sont les

moyennes de trois mesures.

[-2-4 Extraction des données et traitements chimiogtriques

Les spectres ont été exportés et convertis erefigcel via le logiciel UNSCRAMBLER X
10.3 (Camo, Norgéve). Les données extraites omipeate retracer les spectres en utilisant le
logiciel SIGMA Plot 10 (Systat Software Inc, USA)s spectres ont été superposés les uns
sur les autres afin d’avoir une appréciation glel&lde vérifier si les bandes caractéristiques
de 'hémoglobine pouvaient étre observées.

Des traitements chimiométriques ont égalemeneteetués sur les données spectrales. Une
Analyse en Composante Principale (ACP) a été appdiguniquementaux spectres
prétraitéd obtenus sur les aliments pour animaux. Elle apaitr but de vérifier s'il était
possible de discriminer les aliments contenantniibglobine de ceux qui n’en contiennent
pas.

L’ACP est une technique qui décrit la variation slam jeu de données multivariées au
moyen d’'un nombre réduit de variables non-corrél@@emposantes Principales). Elle
recombine les variables originales en un jeu develtes variables de telle maniére qu’un

maximum de l'information spectrale contenue dassdennées originales soit maintenue au

% Normalisation de surface



sein des nouvelles variables. Cela permet de prdgt données dans un espace réduit tout en
préservant un maximum de varian8aéten, 201p
Pour ce faire, les échantillons (aliments pour anix) ont €té regroupés en quatre classes :

)] aliments contenant de la poudre d’hémoglobine ;

i) aliments contenant les produits sanguins ;

1)) aliments contenant les farines de sang et

iv) aliments ne contenant pas de produits dérivésrmig sa

Le prétraitement utilisé ne crée pas d’informatisopplémentaires, mais permet d’éliminer
ou d’'atténuer les variations extérieures, duessgpiénomenes physiques, et de mieux mettre
en évidence les informations spectrales en reladoec la composition des échantillons
(Baeten, 201p



Il RESULTATS ET DISCUSSION

Cette partie consacrée aux résultats obtenus etirdasprétations qui en découlent est
subdivisée en trois parties. Elle présente toubat@ les résultats des essais préliminaires
effectués avec les standards dans le DLA et le aanpghosphate avec I'offset 17 nm et 80
nm. Elle expose ensuite les résultats obtenus esusbus-produits dérivés de sang et les
aliments pour animaux. La derniere partie est ikglat I'estimation de la teneur en

hémoglobine dans certains aliments.

[I-1 Essais préliminaires avec les standards
Les essais préliminaires ont été réalisés surtéexlards en vue de déterminer le solvant et
I'offset le plus approprié pour la détection deéhimoglobine. Ces analyses ont été réalisées en

utilisant les paramétres du tableau suivant :

Tableau 3 Parametres utilisés pour les essais préliminaires

Plage de longueur d’onde 200-600 nm
Parametres fixés a Slit excitation 55nm
'avance Slit émission 6 nm
Incrément 1nm
Concentration en hémoglobine 3 uM
Paramétres testés OffSet 17 nm et 80 nm
Solvant DLA et Tampon phosphate

[I-1-1 Essais préliminaires avec le DLA (pH 10,5 ©,1)

Les spectres obtenus au terme de l'analyse enefluence EES des solutions standards
(albumine et hémoglobine) dans le DLA en utiliskast valeurs d’offset de 17 nm et 80 nm
sont présentés dans les figures ci-dessous.
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Figure 4: Spectres de fluorescence EES des standardsalBxig\lavec I'offset de 17 nm
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Figure 5: Spectres de fluorescence EES des standardsalBxig\lavec I'offset de 80 nm
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Avec un offset de 17 nm, le spectre de I'albumirésente des bandes de fluorescence a 360
nm et 406 nm avec un petit épaulement a 484 nm.l&Suspectres de I'hémoglobine on
observe quatre bandes a 360 nm, 406 nm, 484 ni@8ehid. Le DLA présente un spectre
d’allure identique a I'albumine a la seule diffécergu’il ne présente pas le petit épaulement a
484 nm. Les bandes observées a 484 nm et 538 ramergedonc caractéristiques des
standards utilisés et particulierement de I'hémbigle pour laquelle ces bandes sont
importantes.

Avec un offset de 80 nm, les spectres de I'hnémogéprésente des bandes de fluorescence a
440 nm et 518 nm avec un épaulement a 548 nm.eSspdctre de I'albumine, une seule
bande est observée a 427 nm avec un épaulemeBtrarbl e DLA présente une large bande
entre 410 et 440 nm et épaulement a 518 nm. Aveoftset la bande caractéristique de
I’'hnémoglobine pourrait étre celle observée a 518 nm

D’une facon générale, on remarque au vu des sgeshtenus que, 'hémoglobine présente
des bandes de fluorescence a 484 nm et 538 nm¢payui est de I'offset de 17 nm) et a 518
nm (avec un offset de 80 nm). L’albumine quantl@ ptésente des bandes caractéristiques a
360 nm et 406 nm (avec un offset de 17 nm) et 487(mour un offset de 80 nm). Les
signaux caractéristiques de la fluorescence dbufalne semblent se confondre a ceux du
DLA et sont difficilement distinguables (notammenec un offset de 17 nm).

Les bandes observées sur les spectres de I'hénmogladont dues a des composeés
fluorescents présents dans sa structure. La fifitéra attribue la fluorescence de
'hnémoglobine aux acides aminés aromatiques (gralement le tryptophane et
accessoirement la tyrosine et la phénylalaninejuegroupement hémiqugiegde etal.,
2013; De and Girigoswami, 2006ba structure de I'hémoglobine de bovin renferme 6
résidus de tryptophanes, 10 de tyrosines, 34 deytdianines et 4 groupements hémiques.
L’hémoglobine de porc quant a elle est constitugd désidus de tryptophanes, 8 tyrosines,
30 phénylalanines et 4 groupements hémigads( 2010).

L’albumine de sérum bovin, bien que possédant alesss sa structure des acides aminés
aromatiques (2 résidus de tryptophanes, 20 résdkistyrosines et 27 résidus de
phénylalanines), semble ne pas fluorescer aussidie I’hémoglobine dans le DLA. Deux
hypothéses pourraient élucider cette observation.

La premiere serait que, les bandes de fluorescesizservées sur les spectres de
I’'hnémoglobine sont principalement dues aux groupgméémiques, les acides aminés

aromatiques mis ensemble ne contribuant que da fagoeure a la fluorescence. L'albumine
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ne possédant pas de groupement hémique, cela pexphquer pourquoi avec I'offset de 17
nm, elle ne présente pas de bande caractéristigisimplement un épaulement a 484 nm.
Cette hypothese semble d’autant plus plausible Bamgesure ou les bandes de fluorescence
observées ne correspondent pas aux longueurs ddedessions maximales des acides
aminés aromatiques présents dans I'hémoglobin€alifuimine. Selon la littérature, le
tryptophane, la tyrosine et la phénylalanine émeétie fagcon maximale aux longueurs d’onde
respectives de 350 nm, 303 nm et 282 Ranfanujam, 2000 ; Rodat, 2009

La deuxieme éventualité serait liee a l'influenae milieu, notamment le solvant sur les
fluorophores. En effet, le solvant (DLA) dans lelgl@bumine est solubilisée contient en
grande partie de l'urée 7 M (10,5 g pour 25 ml d’'elistillée) qui est un agent dénaturant
pouvant conduire a la perte totale de la structemmndaire de I'albumine et partielle de celle
de I'hémoglobing(Gonzalez-Jiménez and Cortijo, 200Zette dénaturation par l'urée peut
donc influencer la fluorescence de I'albumine toarhme celle de I'hémoglobine. En effet, la
littérature renseigne que, l'ajout de l'urée a 6alkisse l'intensité de fluorescence de la
solution d’alboumine de plus 70 % mais amplifie @Jéerse celle de I'hémoglobine
(Sutkowska etal., 2003; De and Girigoswami, 2006Ces deux hypotheses pourraient
expliquer pourquoi I'albumine semble ne pas aussi Buorescer que 'hémoglobine dans le
DLA.

Au vu de ces résultats, l'offset de 17 nm sembles phdapté pour la détection de
I'hnémoglobine que l'offset de 80 nm. En effet, awaat offset (17 nm) on observe deux
bandes de fluorescence de I'hémoglobine a 484 sB&nm sans influence du solvant (pas
de bande ni d’épaulement du solvant a ces longutarsle). Par contre avec I'offset de 80
nm, on observe un épaulement di au solvant a 518juincorrespond a la bande de
fluorescence de I’hémoglobine

[I-1-2 Essais préliminaires avec le tampon phosphat(pH 7,2)

Les mesures effectuées sur les mémes standarddissntile tampon phosphate ont donné

les spectres des figures suivantes.
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Avec l'offset de 17 nm, I'albumine présente unedmde fluorescence a 302 nm tandis que
les hémoglobines analysées fluorescent a 308 mpréséntent une faible bande entre 445 et
470 nm. La fluorescence observée avec cet offsatraib étre due aux résidus de tyrosines
présents dans ces standards. En effet, les tral@Xodat, 2009 montrent que la tyrosine
émet la lumiére de fagon maximale a la longueundode 303 nm.

Avec l'offset de 80 nm, les hémoglobines analyskgsescent a 352 nm et I'albumine a 355
nm. On note aussi un chevauchement de bandesoiestandards entre 400 et 470 nm. Les
bandes de fluorescence observées sur ces standaBE2 nm et 355 nm pourraient
correspondre a la fluorescence des résidus deopiypane. D’aprésRamanujam, 2000 la
longueur d’onde d’émission maximale du tryptophaeesitue a 350 nm.

Dans le tampon phosphate, les spectres obtengsl'affset de 17 nm nous semblent plus
intéressants que ceux obtenus avec l'offset de rB0 En effet, avec l'offset de 17 nm
I'albumine et 'hémoglobine présentent des bantlexrdéscence a des longueurs d’onde bien
distinctes sans chevauchement.

Au vu des résultats obtenus, le DLA et I'offset d& nm ont été retenus comme ceux qui
répondent le mieux a l'objectif de ce travail gt éa détection de I'hémoglobine. La
combinaison de ces deux facteurs permet de mattévidence des bandes fluorescence de
I’'hnémoglobine & 484 nm et 538 nm.

Le tableau 4 résume les parametres retenus posuila de ce travail. Ces conditions
expérimentales seront appliquées sur les sous-sodérivés du sang et les aliments pour
animaux afin de vérifier si les mémes signaturescisples obtenues avec les standards

pourraient étre observées sur ces échantillons.

Tableau 4 Parameétres retenus pour les analyses en spaxgiesie fluorescence EES

Plage de longueur d'onde  200-600 nm

Offset 17 nm
Slit excitation 5,5 nm
Slit émission 6 Nm
Incrément 1 nm
Solvant DLA
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[I-2 Analyses des échantillons par spectroscopie diiorescence EES

L’analyse des échantillons par spectroscopie dadkcence EES s’est faite en diluant 20 pl
d’extrait de chaque échantillon dans 2,98 ml de DLAs paramétres utilisés pour cette
analyse sont ceux présentés dans le tabledled.résultats concernant I'extraction des

protéines des différents échantillons sont répéd@n annexe 5.

[I-2-1 Analyse des sous-produits dérivés du sang

Les analyses ont été réalisées sur les sous-pso@biil-S14) afin de vérifier si leurs
signatures spectrales pouvaient étre comparabtedles obtenues avec les standards. Pour
ces échantillons, nous allons successivement pe¥skas spectres obtenus sur les poudres

d’hémoglobine, les farines de sang et les poudzgdatma analysées.

[I-2-1-1 Poudres d’hémoglobine (S01, S02, S05, S@j)7, S08, S9, S10)
La figure suivante présente les spectres obtemlsspoudres d’hémoglobine analysées.

70000

60000 -

50000 -

40000 -

30000 -

20000 -

Intensité (Cps/ miro Amps)

10000 ~

250 300 350 400 450 500 550 600 650

Longueur d'onde (nm)

—— Poudre d'hémoglobine bovine (S01)
Poudre d'hémoglobine bovine (S02)
—— Poudre d'hémaglobine porcine (S05)
—— Poudre d'hémoglobine porcine (S06)
—— Poudre d'hémaglobine porcine (S07)
Poudre d'hémoglobine porcine (S08)
Poudre d'hémoglobine porcine (S09)
Poudre d'hémoglobine porcine (S10)
—— DLA

16
Figure 8: Spectres de fluorescence EES des poudres d’hélinglet du DLA



Sur cette figure on observe que toutes les poudmesnerciales d’hémoglobine analysées ont
la méme signature spectrale que les solutiondatda d’hémoglobine. Elles présentent

toutes des bandes de fluorescence a 484 nm etd3Badépendamment de I'espece animale.

[I-2-1-2 Farines de sang (S03, S04, S11 et S12)
Apres analyses des échantillons de farines de sang,avons superposé les spectres obtenus

en plus du spectre du DLA dans la figure 9.
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Figure 9: Spectres de fluorescence EES des farines dessahgDLA

Les farines de sang issues de bovin, porc et «namhp> présentent sur leurs spectres
respectifs des bandes de fluorescence caractéastide '’hémoglobine a 484 nm et 538 nm.
Ces bandes correspondent a celles obtenues avscllgi®ns standards d’hémoglobine. En
comparaison aux autres échantillons, la farine ateg dde bovin pure (S03) présente des
bandes de fluorescence plus importantes. Sa tendugmoglobine serait plus importante que
celle des autres échantillons.
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[I-2-1-3 Poudres de plasma (S13 et S14)

Les analyses effectuées avec les poudres de plissimavin et de porc ont donné les spectres
de la figure 10.
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Figure 10: Spectres de fluorescence EES des poudres de pldsrbd.A et de I'albumine standard

On observe sur cette figure que les spectres defrg®de plasma (bovin et porc) présentent
deux bandes de fluorescence a 360 nm et 406 nm wvegpaulement a 484 nm. Ces
caractéristiques spectrales sont comparables asceéé I'alboumine de bovin standard. Le

plasma de porc présente toutefois une singulailifgrésente une large bande entre 360 et 383
nm.

Apres analyses des sous-produits dérivés du sang avons relevé que :

- tous les sous-produits contenant de la poudre dgérbine (bovin ou de porc)
présentent les mémes caractéristiques spectrales lgg solutions standards
d’hémoglobine ;

- les échantillons contenant les farines de sangeptést tous, des signatures spectrales

caractéristiques de I’hémoglobine a 484 nm et 588 n
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- le spectre des échantillons contenant des pouldredasma sont identique a celui de
I'albumine de bovin standard.

[I-2-2 Analyse des aliments pour animaux
Nous avons réalisé les analyses sur les alimeniisggomaux (E01-E18) afin de vérifier s'il
était possible de détecter I'hémoglobine par spectpie de fluorescence EES dans une
matrice réelle. Elles ont été réalisées en utitilssmémes conditions et paramétres que ceux
utilisés pour les sous-produits dérives du sangébieau 4).
Pour ces échantillons, nous allons présenter dandrd, les résultats obtenus avec les
aliments contenant des produits sanguins, des psutihémoglobine, des farines de sang et
finir par les aliments ne contenant pas de prodiéts/és du sang. Les spectres des standards
ainsi que celui du DLA ont été ajoutés aux grapasgoiour une meilleure comparaison.
[I-2-2-1 Aliments contenant des produits sanguinsH1, E2, E3 et E4)
La figure ci-dessous présente les spectres degegaditments pour porc analysés par
spectroscopie de fluorescence EES.
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Figure 11: Spectres de fluorescence EES des aliments carttdas produits sanguins, du 19
DLA et des standards.



Les spectres des aliments pour porcs (E1-E4) piefstedes bandes de fluorescence a 366
nm et 406 nm. Ces bandes ne correspondent pakea akservées sur les solutions standards
hémoglobine. L'absence de bande a 484 nm et 538caractéristiques de I'hémoglobine
dans les mémes conditions serait une indicatiosedque ces aliments n’en contiendraient
pas ou que les quantités d’hémoglobine présentagstinférieures au seuil de détection.

Au vu des pratiques actuelles en matiére d’alintemtaanimale, ce résultat n'est pas
illogique. Les produits sanguins issus de non ramis utilisés dans la formulation des
aliments pour porcs sont essentiellement des psulirglasma. Elles sont utilisées pour leur
effet bénéfique sur le systeme immunitaire de ttaalj surtout en période de sevragatt et

al., 1994 ; Lallés eal., 2009.

[I-2-2-2 Aliments contenant des poudres d’hémoglahe (E5, E6, E7, E8 et E9)
Apres analyses des aliments pour poisson conte&esnpoudres d’hémoglobine, nous avons

obtenu les spectres présentés dans la figure gaivan

le+5

8e+4

6e+4

4e+4

2e+4

Intensité (Cps /micro Amps)

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Longueur d'onde (nm)

—— Aliment contenant de la poudre d'hémoglobine (E5)
Aliment contenant de la poudre d'hémoglobine (E6)

—— Aliment contenant 10 % de poudre d'hémoglolu@Te

—— Aliment contenant 10 % de poudre d'hémoglolisg
Aliment contenant 11 % de poudre d'hémoglolgaee

—— DLA

—— Hémoglobine standard de bovin

Figure 12: Spectres de fluorescence EES des aliments cottdesupoudres d’hémoglobine et
de I'hémoglobine standard de bovin
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Les aliments pour poissons contenant des poudreémdiglobine présentent tous, a

I'exception d’'un échantillon (E8), des signaturgmedrales identiques aux standards des
poudres hémoglobine. Cette observation est unedtidn de ce que la spectroscopie de
fluorescence EES peut détecter de I'hémoglobine tinaliments pour animaux.

L’échantillon (E8), bien que contenant 10 % d’héiobge présente un spectre différent des
autres échantillons. Il ne présente pas de band&udescence a 538 nm, mais plutét un

épaulement. L'aire sous la bande a 484 nm est iagalieplus étendue comparée aux autres
échantillons. La contamination de cet échantill@ar g’autres produits sanguins ou une

mauvaise extraction pourrait étre a I'origine daecdifférence.

[I-2-2-3 Aliment contenant des farines de sang (E}0

Sur la figure qui suit, nous avons superposeé lestegs de I'échantillon contenant des farines
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Figure 13: Spectres de fluorescence EES de I'aliment camie des farines de sang, du DLA
et des standar
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Sur cette figure on observe que le spectre de digtillon contenant des farines de sang est
différent des spectres des solutions standardsnabpkobine. Il présente en effet deux
épaulements autour des longueurs d'onde de fluemesc des solutions standards
d’hémoglobine. L’allure de ce spectre pourrait pleyuer par le fait les farines de sang
contenues dans cet aliment sont formulées a pduairsang entier. L’hémoglobine ne
constituant qu’une fraction du sang, les quantitégmoglobine présentes dans cet aliment
pourraient étre trop faibles pour étre détectéesvamablement. D'ou la présence des

épaulements et non des bandes.

[I-2-2-4 Aliments ne contenant pas de produits déviés du sang (E11-E18)

Les analyses effectuées sur les aliments pourgusse contenant pas de produits dérivés du

sang ont donné la représentation suivante.
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Figure 14: Spectres de fluorescence EES des aliments neraittpas de produits

dérivés du sang et des standards.
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A l'observation, on constate qu'aucun des échamtillanalysés ne présente de bandes aux
longueurs d’'onde caractéristiques de I'hnémoglol{g®4 nm et 538 nm). Ce qui pourrait
signifier qu’ils ne contiennent pas d’hémoglobine alors que les quantités présentent sont
inférieures au seuil de détection. Toutefois, quatiments de ce groupe (E11, E12, E13 et
E16) se distinguent des autres et présentent urdelse fluorescence a 455 nm. Cela montre
gue ces échantillons n'ont pas tous la méme coriposiCeux qui présentent une bande
d’absorption a 455 nm contiendraient des compod$ésrelscents autres que ceux de
I’'hémoglobine.

En somme, des 18 aliments analysés, ceux quimaietg de 'hémoglobine ont présenté des
caractéristiques spectrales semblables aux satustendards d’hémoglobine sauf un seul
échantillon qui avait un profil léegerement modifi€8). Cela prouve que la spectroscopie de
fluorescence en mode synchrone pourrait étre édilgour la détection de ’lhémoglobine dans

les aliments pour animaux.

[I-3 Analyse en Composante Principale effectuée sules spectres de fluorescence EES
des aliments pour animaux

L’analyse en composante principale appliquée auectsps de fluorescence EES de
'ensemble des aliments pour animaux apres noratedis de surface a donné la projection

suivante :

Scores Loading

Scores

454 nm

406 nn

PC-2 (37%)
=
-

489 nm —» 538 nm

{1
0 1100000 338.00000 365.00000 362.00000 41900000 446.00000 47300000 500.00000 527.00000 85400000 581.00000 608 00000
PC-1 (B0%) Xevariables (PC-2) (37%)

g H @ Boodproduct 4 Blm AQF

Figure 15: Graphe de 'ACP appliquée aux spectres de fegmaece EES des aliments pour

animaux et loading associés a la deuxieme compmsant
Hb : aliment contenant de 'hémoglobine ; BIm naint contenant des farines de sang ; Blood prodatitments
contenant des produits sanguins ; AQF=Alimentsargenant pas de produits dérivés sang
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Sur cette figure on observe gqu’il est possible decraminer les 5 aliments contenant
I'hnémoglobine des autres qui n’en contiennent fiette différenciation se fait suivant la
deuxieme composante (PC-2). Les échantillons nante’hémoglobine se retrouvent dans
la partie négative de cette composante. Ceux toéstdes produits sanguins, farines de sang
et certains ne contenant pas de produits dérivésadg se situent au centre et sont plutét
séparés via la premiére composante du reste destélcins.

L’interprétation du profil spectral associé a laixiéeme composante permet d’identifier deux
longueurs d’onde discriminantes de I'hémoglobind8 nm et 538 nm. Néanmoins, en
comparaison avec ce qui est observé sur les spetingts des solutions standards
hémoglobine (sur lesquelles on avait deux bandé®4anm et 538 nm), nous constatons un
shift de 5 nm sur la premiére longueur d’'onde dhsicrante. Ce shift pourrait étre expliqué
par un effet de la matrice dans laquelle I'hnémoiglelse trouve, a savoir les aliments. Une
interaction entre ces derniers et 'hémoglobineiynu résulter en une légére perte d’énergie,
d’ou le shift du pic a des longueurs d’onde pluenges.

La bande située dans la partie positive de celmpéctral a 454 nm est caractéristique de
certains aliments ne contenant pas de produit¥é@®du sang. Le rapprochement avec les
spectres de tous les aliments ne contenant pasdeaifs dérivés de sang permet de déduire
qu’elle correspond aux échantillons E11, E12, ELEX5 pour lesquels on observait une
fluorescence a 455 nm.

De la méme facon, la bande qui apparait a 406 ams th partie positive de cette composante
est par comparaison aux spectres bruts, caraajéadde la fluorescence du DLA.

Compte tenu du nombre réduit d’échantillons utdigdur cette analyse, il faudrait rester
prudent par rapport aux observations de la figirestlrefaire cette analyse sur un nombre
plus important d’échantillons. Néanmoins, cet esstute fois démontré la pertinence des

signaux d’hémoglobine pour caractériser les alisent

[I-4 Estimation de la concentration en hémoglobine.

Afin de vérifier si il serait possible d’estimer @ncentration d’hémoglobine dans les 5
aliments qui en contiennent, des solutions stalsddthémoglobine (porc et de bovin) a
différentes concentrations ont été préparées. messités de fluorescence mesurées a 484
nm et les aires sous la bande des spectres baggeaméme longueur d’onde ont permis
I'établissement des droites d’étalonnages (inténsitaire en fonction de la concentration).

Sur les spectres obtenus (figures 16 et 17), oareesju’a concentration égale, I'intensité de

fluorescence de la solution d’hémoglobine de pstqkis élevée que celle de bovin. On note
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également une augmentation de lintensité de lardlscence avec la baisse de la
concentration en hémoglobine aux longueurs d’ordaatéristiques du DLA (360 nm et 406
nm). Cela pourrait s’expliquer par le fait qu'awrtes concentrations en hémoglobine, les
fonctions du DLA qui fluorescent se complexent awdwemoglobine inhibant leur

fluorescence.
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Figure 16: Spectres de fluorescence EES des solutions stinddémoglobine de bovin
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Figure 17: Spectres de fluorescence EES des solutions stimabhémoglobine de porc
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On observe aussi qu'aux longueurs d'onde correspurd a la fluorescence de
I'hémoglobine (484 nm et 538 nm), lintensité s'aiit avec l'augmentation de la
concentration de cette derniére. Cela se traduit yree linéarité entre l'intensité de
fluorescence et la concentration en hémoglobinetefois, cette linéarité n’est valable que
pour des concentrations inférieures ou égales aB3215 mg/L). Cette perte de linéarité
pourrait s’expliquer par un quenching (extinctioglii est un phénoméne d’inhibition
conduisant a la décroissance de la fluorescengeddi d’autres phénomenes physiques. En
effet, aux fortes concentrations, 'augmentatioa dallisions entre les fluorophores excités et
les autres molécules en solution entraine la degation des fluorophores et précipite leur
retour a I'état fondamental. Cela conduit a dedeged’énergie non radiatives et donc une

baisse de la fluorescendeakowicz, 200.

Les figures suivantes, obtenues en considérariefigité et l'aire sous la bande a 484 nm

donnent une illustration du phénomene de quenching.
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Figure 18 Evolution de lintensité et de l'aire a 484 nmn€tion de la concentratidn
d’hémoglobine bovine.
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Figure 19: Evolution de lintensité et de l'aire a 484 nmn€tion de la concentratidn
d’hémoglobine porcine.

Les droites d’étalonnages (cfr annexe 6 et 7) i&sisur les parties linéaires des figures 18 et
19 ont permis de donner une estimation de la teeretnémoglobine dans les échantillons.

A T'observation de ces valeurs (tableau 5), oawelque, pour une méme espéce animale, les
valeurs de concentrations obtenues avec les itésrsont différentes de celles obtenues avec
les aires. L’estimation par I'intensité donne sgsiquement des valeurs plus élevees, sauf
pour un seul échantillon (E8). Cet échantillon s@marqué des autres en présentant une
surface sous la bande anormalement élevée. Lesodesttsemblent ne pas avoir la méme

précision.
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Tableau 5: Estimation de la teneur en hémoglobine des exiiaitgl)

Teneur en hémoglobine bovine  Teneur en hémoglobine porcine

Echantillon par : par :
I'intensité l'aire l'intensité l'aire
ES 200,50 144,44 124,52 91,63
E6 174,38 117,68 108,30 74,43
E7 241,46 206,22 149,96 131,33
E8 240,57 420,95 149,40 269,32
E9 268,34 249,54 166,65 159,17

Sur un plan pratique, I'approche utilisant les msiggés nous semble plus adaptée en
comparaison a celle qui se base sur les aires.fflefj pour des faibles concentrations, la

délimitation de I'aire sous la bande devient diféiet le risque d’erreur est plus élevé.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au terme de ce travail dont I'objectif était la eééiion de 'hnémoglobine dans les aliments
pour animaux par spectroscopie de fluorescenaes avons observeé que le DLA et la valeur
d’offset de 17 nm fournissent les informations $gades les plus intéressantes pour la mise en
évidence de I'hémoglobine. La combinaison DLA-dffde 17 nm permet en effet de révéler
des bandes de fluorescence de 'hémoglobine daraiteents pour animaux a 484 nm et 538

nm.

L’Analyse en Composante Principale appliguée auxndes spectrales issues des aliments
pour animaux analysés montre qu’il est possibledd&riminer ceux qui contiennent

I’'hnémoglobine de ceux qui n’en contiennent pas.

Toutefois, ce travail n’a porté que sur un nomléauit d’échantillons (18), et nécessite que
ce travail soit continué. Pour la suite, il comdeait de réaliser les mémes études sur nombre
plus important d’échantillon afin d’évaluer sonlIr@etentiel a discriminer les échantillons

comportant de I'hnémoglobine de ceux qui n’en comtent pas.

L’approche quantificative devra également étre @&ré en utilisant des solutions standards
de concentration plus proches que celles utilisdesd’établir des équations plus précises

pouvant mieux estimer I’hémoglobine.

Ces travaux complémentaires devront d’abord étadises et se révéler concluants avant
gu’elle ne puisse étre présentée comme une teahaigie a détecter I'hémoglobine dans les
matrices alimentaires réelles. Dans ce, cas undioamson éventuelle avec la spectrométrie

de masse pourrait étre envisagée dans la détetdoRATS.
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ANNEXES

Annexe I Composition des échantillons utilisés

Echantillon Type d'aliment Composition

El Aliment pour porc | Mais, son de blé, pellicule de soja, aliment deegiude blé
contenant des mélasse de betterave, carbonate de calcium, alideegtuten
produits sanguins | de mais, chlorure de sodium

E2 Aliment pour porc | Mais, dextrose, protéine de soja, concentré, fatem@oisson
contenant des (5%), le blé, plasma porcin (3%), pré-mélangebaaate de
produits sanguins | calcium, phosphate dicalcique, acides aminés|le se
et farine de poisson

E3 Aliment pour porc | Graines de soja toastées, lactoserum en poudrdyitgade
contenant des biscuiterie, blé, Avoine, farines a base de blé, fldconné,
produits sanguins | mais floconné, huile de colza, fructose, prodsasguins,
et le petit lait dextrose, protéines de pomme de terre, huile degydhctose

lait en poudre, levure inactivée, carbonate deiwalchuile de
coprah, huile de poisson, phosphate monocalcigaggime,
mono et diglycérides d'acides gras alimentaires.

E4 Aliment pour porc | Blé extrudé, blé, mais extrudé, matiére grassejde, poudre
contenant du de lactosérum (5,7%), farine de poisson (4%), éade soja, ¢
plasma, petit lait et plasma porcin (2 %), I'huile de soja, concengéptbtéineg
graisse de porc de soja, hydrolysat de I’ intestin de porc, laétmm en

poudre mélangé de graisse (lard) (1%), phosphate
monocalcique, pré-mélange, antibiotiques, acidemésn du
carbonate de calcium, pré-mélange de zinc, liant| de
mycotoxines, arébmes, sel

E5 Aliment pour
poisson contenant
des poudres
d’hémoglobine

E6 Aliment pour
poisson contenant
des poudres
d’hémoglobine

E7 Aliment pour Acides aminés, féverole, farine de poisson, hudepdisson
poisson contenant| I'hémoglobine (10%), I'huile de lin, autres micngriédients
10 % de poudre | vitamines pré melangées, farine de soja, huile dg, 5
d’hémoglobine concentré de soja, farine de tournesol, blé, gldehlé

E8 Aliment pour Dréches de distillerie, farine de poisson, huile pgsson,
poisson contenant| protéine de farine de guar, hémoglobine (10%)]l€hde lin,
10 % de poudre | vitamines, colza, farine de soja, huile de sojajnéa de
d’hémoglobine tournesol, blé, gluten de blé

E9 Aliment pour Huile de colza, protéines de soja, blé, farine désgwn,
poisson contenant| hémoglobine (11%), huile de poisson, (5%), févexoléu
11 % de poudre | gluten de blé, soja grillées , mono phosphate deiuca,
d’hémoglobine méthionine, rovimix (Vitamines), Barox (antiox)thexyguin

E10 Aliment pour farine de poisson, farines de thon, le recyclag®4)l I'huile
poisson contenant| de colza, mélange de vitamines et de minérauxdarile sang

7 % de farine de
sang

séchés (7%), tourteau de soja, gluten de maistetaurde
colza, pois de grande culture, I'huile de poissomno

phosphate de calcium, méthionine
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El1l Aliment pour Protéine de soja, I'huile de colza, blé, I'huiepdisson, farine
poisson contenant| de poisson, farine de graines de tournesol, derdéede
des farines de gluten de blé, du phosphate d’ammonium
poisson

E12 Aliment pour Farine de soja, blé, farine de poisson, grainesodenesol,
poisson contenant| mais, de gluten, Ardme autorisés, I'huile de poiskbuile de
des farines de colza, les vitamines, phosphate d'ammonium, antiant et
poisson anti-fongiques autorises, les levures, les minériascalgues

bétaine, I'astaxanthine

E13 Aliment pour La farine de poisson, huile de poisson, de toulneis farine
poisson contenant| de soja, féveroles, gluten de mais, dréches délleatist
des farines de sombres, huile végétale, levures et les produitslaies, la
poisson farine de grains.

E1l4 Aliment pour farine de poisson , faines de thon , le recyclag®(), I'huile
poisson contenant| de colza , mélange de vitamines et de minérauxieau de
des farines de soja , gluten de blé , tourteau de colza , tourtartachide
poisson blé entier , huile de poisson, mono phosphate dguoa ,

Méthionine , lysine

E15 Aliment pour farine de poisson du chili 40%, soja, gluten desmhiiile de
poisson contenant| poisson, blé, vitamine E
des farines de
poisson

E16 Aliment pour Farine de hareng 78,5%, farine 15%, huile de pnigk6%,
poisson contenant| compléments
des farines de
poisson

E17 Aliment pour Farine de hareng 78,5%, farine 15%, huile de pnigk6%,
poisson contenant| compléments
des farines de
poisson

E18 Aliment pour Farines de poisson, gluten de blé, huile de pojdsomes de

poisson contenant
des farines de
poisson

soja, gluten de mais, blé, protéine de poisson diysit,
feverole, vitamines, levure arbmes, lysine, metimen

Annexe 2 Protocole de préparation du DLA (pour 25 ml)

-Peser 10,5g d'urée 7 M et 3,8 g de thiouré 2M

-Rajouter 2omL d’eau distillée

-Agiter (agitateur magnétique) jusqu'a dissolutimmpléte

-Rajouter 91mg de Tris 30 mM et 1g de CHAPS 4%

-Agiter jusqu’a solubilisation complete

-Rajouter 5mL d’eau distillée

-Mélanger, aliquoter et stocker a -20°C.
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Annexe 3:Protocole d’extraction des protéines

Préparation des solutions

Solution 1 (Solution a 10 % TCA) : Dissoudre 10 g d’acidehtizacétique (TCA) dans 100
ml d’acétone + 0,3 g de dithiothreitol (DTT).
Solution 2 (Solution & 100 % d’acétone) : Dissoudre 0,3 g @@ dans 100 ml d’acétone.

Solution 3 (Solution a 90 % d’'acétone) : Dissoudre 0,3 g dd Mans 90 ml d’acétone + 10
ml d’eau milli Q.
Stocker les solutions a -20°C 1H au moins avatisation. La solution 1 doit étre préparée

fraichement (le jour de I'extraction).

Protocole d’extraction

- Premier Jour
-Peser 200 mg d’échantillon (PATS), y ajouter 1,8a[TCA/acétone (solution 1) et vortexer.
Mettre en over night en vortexant tous les 10 nasytendant les premiéres 30minutes.

- Deuxieme jour

1) Centrifuger a 16000 g pendant 10 minutes damescentrifugeuse réfrigérée (°4 C), puis
retirer le surnageant. Ajouter ensuite 1,8 ml deolaition 2 au culot, puis vortexer et garder a
-20 °C pendant 1H.

2) Centrifuger a 16000 g a 4°C pendant 10 minuggser le surnageant et rajouter 1,8mL de
la solution 2 au culot, puis vortexer et mettr@@°€ pendant 30 minutes.

3) Centrifuger a 16000 g a 4°C pendant 10 minuetser le surnageant et rajouter 1,8 ml de
solution 3 au culot, puis vortexer et mettre a*@@pendant 30 minutes.

4) Centrifuger a 16000 g a 4°C pendant 10 minytess, retirer le surnageant et laisser a I'air
libre 2 a 3 minutes pour évaporer I'acétone.

5) Ajouter ensuite 1mL de DLA au culot, puis voeext soniquer trois fois en mettant dans
de la glace entre chaque sonication (amplitudeyde pulsé 0,5).

6) Agiter pendant 1H a 1400 rpm a 12°C, puis ckmger a 16000 g a 12 °C pendant 10

minutes, récupérer le surnageant obtenu et estimveiume (extrait), puis garder a -20°C.
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Annexe 4:Dosage des protéines par la méthode de Pierce.

Le dosage s’est fait dans des plaques rectangsil@m@portant 8 lignes de puits (A a H) et 12

colonnes de puits (1 a 12). La droite d’étalonnegfectablie en utilisant des solutions étalons
de concentration croissante (0,125 a 2,5 pg/puB.go&utions étalons ont été reparties dans la
premiére colonne, le tampon (DLA) dans la deuxigghées 10 autres colonnes ont servis

pour les extraits (les extraits utilisés ont étaati 5 fois).

De facon pratique, la procédure a suivre est steévan

1) Préparation de la plaque

- Incliner légerement la plaque vers I'avant.
- 1°*® colonne= droite étalon
Standards pré-dilués :
Ligne A : ajouter 10 pl EO milli Q
Ligne B : ajouter 10 pl d’étalon a 0,125 pg/ul
Ligne C : ajouter 10 pl d’étalon a 0,250 pg/ul
Ligne D : ajouter 10 pl d’étalon a 0,500 pg/ul
Ligne E : ajouter 10 ul d’étalon a 0,750 pg/ul
Ligne F : ajouter 10 ul d’étalon a 1 pg/ul
Ligne G : ajouter 10 ul d’étalon a 1,5 pg/ul
Ligne H : ajouter 10 pl d’étalon a 2 pg/ul
colonne: blanc (= tampon d’extraction (DLA) )
Ligne A : ajouter 9 pl D milli Q + 1 pul de tampon d’extraction
Ligne B : ajouter 9 pul bO milli Q + 1 ul de tampon d’extraction
- Colonnes suivantes échantillons (extraits)
Ligne A : ajouter 9 pl D milli Q + 1 ul d’échantillon (dilué 5 fois)
Ligne B : ajouter 9 pul b0 milli Q + 1 ul d’échantillon (dilué 5 fois)
Faire 2 puits par échantillon.
- Rajouter 150 pl de solution Pierce dans chagqits ptilaisser la plaque 5 minutes a I'abri de
la lumiére.

2) Analyse de la plague

_ 2éme

Une fois la plague préte, il faut la mettre dantetgeur de plaque et aller sur le logiciel qui
pilote le spectrophotomeétre (abrégé MPM6). Sutdiiface, choisir le chemin d’acces suivant
« File — New experiment — Template), puis encodecdntenu de la plaque sur feuille qui
apparait. Il faut ensuite choisir les paramétremédsures suivants :

-Longueur d’onde : 655nm

-Temps d’agitation: 20 sec

Vitesse d’agitation: Moyenne.

Une fois tous ces parametres encodés il faut pescéth lecture.
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Annexe 5 Résultats bruts sur I'extraction des protéines

Extraction protéines des produits dérivés du sang

Produits dérivés du sang Identification Concentratbn (ug/uL)
Poudre d’hémoglobine bovine S01 4,09
Poudre d’hémoglobine bovine S02 3,07
Farine de sang de bovin pure S03 3,848
Farine de ruminant 80% S04 1,335
Poudre d’hémoglobine porcine S05 0,757
Poudre d’hémoglobine porcine S06 4279
Poudre d’hémoglobine porcine S07 2,87
Poudre d’hémoglobine porcine S08 1,609
Poudre d’hémoglobine porcine S9 4,227
Poudre d’hémoglobine porcine S10 2,881
Farine de sang de porc S11 0,652
Farine de sang de bovin pure S12 0,873
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Concentration

Aliments pour animaux Echantillon (Hg/ul)
Aliment pour porc contenant des produits sanguins 1 E 18,07+1,31
Aliment pour porc contenant des produits sanguirfiarane E2 14,69+ 0,4
de poisson
Aliment pour porc contenant des produits sanguingegit E3 16,85+ 0,3
lait
Aliment pour porc contenant du plasma, petit lagraisse E4 13,19+0,4
de porc
Aliment pour poisson contenant des poudres d’hdéobdae ES 21,18+0,3
Aliment pour poisson contenant des poudres d’héobiue E6 29,45+ 0,17
Aliment pour poisson contenant 10 % de poudre E7 28.34+09
d’hémoglobine
Aliment pour poisson contenant 10 % de poudre ES8 3921 +06
d’hémoglobine T
Aliment pour poisson contenant 11 % de poudre E9 3738+00
d’hémoglobine
Aliment pour poisson contenant 7 % de farine dgsan E10 33,05+1,1
Aliment pour poisson contenant des farines de paiss E1l1l 13,04 +£2,4
Aliment pour poisson contenant des farines de paiss E12 17,02 +£0,0
Aliment pour poisson contenant des farines de paiss E13 9,68 £0,0
Aliment pour poisson contenant des farines de paiss E1l4 33,93+0,9
Aliment pour poisson contenant des farines de paiss E15 13,10+ 0,5
Aliment pour poisson contenant des farines de paiss E16 14,50 £ 0,2
Aliment pour poisson contenant des farines de paiss E17 11,02 £ 0,03
Aliment pour poisson contenant des farines de paiss E18 9,46 £0,4
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Annexe 6:Droites d’étalonnages établies a partir des iiena 484 nm
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Annexe 7:Droites d’étalonnages a partir des aires
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