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Résumé général

Le projet HoloTrack s’inscrit dans un contexte de diversification des productions marines
a ’échelle européenne, notamment pour des espéces de bas niveau trophique ot le concombre
de mer (holothurie - échinoderme) tient une place de choix. Cependant, cet attrait pour I'aqua-
culture risque de mettre en lumiére certaines espéces et/ou populations naturelles d’holothuries
qui n’étaient pas jusqu’alors exploitées, avec des conséquences désastreuses pour les populations
naturelles.

L’objectif du projet était de développer des outils de tragabilité permettant de différencier
les holothuries issues du milieu naturel (sauvage) de celles produites en aquaculture (élevage).
Ceci afin d’une part de garantir au consommateur une ressource durable et de bonne qualité
nutritionnelle, et, d’autre part, d’augmenter la visibilité des holothuries d’aquaculture lors de
leur phase de commercialisation et leur attribuer ainsi un critére distinctif sur leur origine et
leur mode de production. Le projet s’est appuyé sur le large déploiement d’essais de production
conduits afin d’améliorer I'itinéraire technique de la production d’holothuries noires Holothuria
forskali. La banque d’échantillons constituée inclue huit sites d’élevage et six sites de collecte
en milieu naturel, ainsi que des modes d’alimentation différents au sein des sites et des suivis
saisonniers en milieu naturel.

Suite a 'analyse d'un large évantail de composés sur la partie comestible des holothuries,
la composition en stérols s’est révélée étre 1'outil le plus fiable pour distinguer les holothuries
nées en milieu naturel de celles nées en captivité. Avec une moindre fiabilité il est aussi possible

d’utiliser la composition en acides aminés et la composition en acides gras.
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1 Contexte et objectifs

1.1 Contexte

Dans un contexte de recherche de valeur ajoutée et de diversification au sein de la filiére
conchylicole, I’élevage de nouvelles espéces apparait comme un levier & fort potentiel afin de
pérenniser 1'aquaculture du Pays de Cornouaille, et plus largement I’aquaculture bretonne. Le
secteur conchylicole est confronté depuis des décennies & des épizooties (épidémies animales)
successives poussant la profession & s’interroger sur son modéle de production. L’élevage de
nouvelles espéces et la diversification permettent aux entreprises aquacoles d’élargir leur offre et
ainsi d’augmenter leur résilience face aux perturbations futures telles que la pression fonciére sur
le littoral, les problémes de qualité d’eau ou le changement climatique |1, 2]. Cette diversification
est 'une des attentes des professionnels de la filiére aquacole en Ouest Cornouaille [3].

La production d’holothuries (concombres de mer - échinodermes) est considérée par cer-
tains auteurs comme la "poule aux ceufs d’or" de 'aquaculture écologique en Europe et un
grand nombre de projets visant a élever des holothuries ont récemment émergé autour de I’At-
lantique Nord-Est [4, 5, 6, 7| et du bassin méditerranéen |8, 9, 10, 11, 12, 13]. L’¢levage du
concombre de mer peut potentiellement diversifier les revenus des aquaculteurs et de réduire les
impacts environnementaux des productions grace a des systémes d’aquaculture multi trophique
intégrée [2, 11, 12, 13|. Cependant, il existe un risque que le développement de l'aquaculture
mette en lumiére certaines espéces et/ou populations naturelles d’holothuries qui n’étaient pas
jusqu’alors exploités. Les informations permettant de gérer durablement les stocks en mer (age
de premiére reproduction, pyramide des ages, dynamique de recrutement) sont trés mal connues
chez les holothuries. De plus, ces animaux ont trés peu de prédateurs en milieu naturel [14], ce
qui laisse penser que les holothuries n’ont pas mis en place de dynamique de renouvellement des
populations capable de faire face & ce type de prélévement. En conséquence, I'effondrement des
stocks d’holothuries a suivi de prés le développement des pécheries dans la plupart des régions
du monde ou ces organismes sont exploités [15, 16, 17].

L’élevage de I’holothurie noire Holothuria forskali est en cours de développement en Cor-
nouaille et la phase allant de 'induction de la ponte jusqu’au grossissement d’individus en mer
est maitrisée, bien qu’optimisable. Il est donc indispensable de mettre en place, en paralléle du
développement d’itinéraires techniques de production, une méthode de tracabilité permettant
de différencier les holothuries issues du milieu naturel (sauvage) de celles produites en aquacul-
ture (élevage). Cette méthode permettra d’une part de garantir au consommateur une ressource
durable et de bonne qualité nutritionnelle, et, d’autre part, d’augmenter la visibilité des holo-
thuries d’aquaculture lors de leur phase de commercialisation et leur attribuer ainsi un critére
distinctif sur leur origine et leur mode de production. C’est dans ce cadre que le projet Holo-
Track a vu le jour au sein de la station marine de Concarneau du Muséum National d’Histoire
Naturelle, financé par la mesure 62.1b " Mise en ceuvre des stratégies DLAL " du programme
opérationnel FEAMP 2014-2020. Ce sujet d’authentification et de lutte contre les adultérations
est particuliérement important en Asie comme en témoignent I'abondance des travaux sur le
sujet ces derniéres années de la part d’équipes russes [18, 19, 20| et chinoises [21, 22, 23, 24, 25|

sur 'espéce la plus consommeée et élevée : Apostichopus japonicus.
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Les résultats du projet permettront par ailleurs de faire avancer les connaissances zootech-
niques concernant 1’élevage de Holothuria forskali en pays de Cornouaille, et plus largement en

Bretagne.

1.2 Objectifs

Le déploiement d’essais de production trés divers, notamment & l'initiative de I'Institut
Agro de Concarneau, de la station marine de Concarneau, de ’entreprise AquaB de Lesconil, du
CAPENA d’Oléron et de 'entreprise Provence Aquaculture de Marseille ont permis la constitu-
tion d’une large collection d’individus élevés dans des conditions contrastées, tandis que divers
suivis de populations en milieu naturel, 1a aussi initiés pour améliorer les connaissances sur la
biologie de l’espéce Holothuria forskali, ont contribué & constituer une banque d’échantillons
d’origine sauvage (Figure 1). Diverses classes de composés ayant déja fait leurs preuves en terme
de capacité & authentifier des produits alimentaires ont ensuite été analysées sur ces échantillons,
de sorte & effectuer un criblage et identifier les méthodes d’analyse les plus discriminantes concer-
nant l'origine de ’holothurie noire Holothuria forskali.

L’objectif de la mise en place d’indicateurs de tragabilité basés sur la composition nutri-
tionnelle est de fournir aux professionnels des outils discriminants sur l'origine et le mode de
production des holothuries et de poser les bases d’'une démarche de qualité (cahier des charges a
définir et démarche a engager par et pour les professionnels) permettant d’identifier ce produit

parmi d’autres et de lui permettre de trouver sa place a la fois localement et internationalement.

2 Methodologie

2.1 Echantillons

La banque d’échantillons constituée dans le cadre du projet HoloTrack inclue huit sites
d’élevage et six sites de collecte en milieu naturel, ainsi que des modes d’alimentation différents

au sein des sites et des suivis saisonniers en milieu naturel (Tableau 1 et Figure 1).

2.2 Prétraitement

La méthode développée dans le cadre du projet HoloTrack est vouée a étre appliquée sur
la partie des holothuries destinée & la consommation humaine. Il existe une consommation des
bandes musculaires (cing bandes longitudinales fixées sur la paroi intérieure du tégument), des
gonades et des entrailles de certaines espéces d’holothuries [26, 17| mais c’est essentiellement le
tégument qui est consommeé, représentant 40 a 60% du poids vif des individus. C’est donc une
fraction de tégument qui a été échantillonnée et étudiée.

Pour chaque lot collecté, quatre & huit analyses ont été menées sur des individus différents
afin d’avoir une bonne représentativité des données. Un morceau de tégument d’environ 4x4 cm a
été découpé au scalpel, les bandes musculaires ont été enlevées afin d’éviter une variabilité induite
par le mélange de plusieurs tissus, et le morceau a été lyophilisé avant d’étre stocké au congélateur

pour analyses ultérieures. Des coupes fines ont ensuite été réalisées au couteau (<2 mm) afin



2 METHODOLOGIE

HoloTrack - Rapport technique

X X X SIe( SOP SNOS 9INYMO-0))  [2INJRU NII[IUT U SYU 9FRAI[H 9[[esIR]y ‘eInjmoenby eousaord | ¥
X X X OIQIUUOSTRS I[ICRLIRA ONOU] odeaneg O[[IesIR]A ‘TNOLL] SO[[ | €T
X X ogeaneg TOUI-INS-9UDURIS[[IA P apeY | g1
X X odeaneg ougdedsy ‘081 op aarenysy | 1]
X X X SOIYINY @ SOITR[D SOP SUDP 9118l UY  [2INJRU NII[TW UD SOU 93RAS[H uoI_[() P Nearey) o ‘YNAJVD | 01
X X odeaneg XIR[IOJN Op oleq | 6
X X X X SOSTOID SOIYMNY SOP SNOS dINYND-0)) 991a13dRD U Sou 98eAd[H  O[ROUR)) Op Aley ‘IaqIoy jureq sored sor] |
X X X X XTNROULIO SOP D9AR 9INYND-0)) 991a13dRD UL S9U 28RAJ[Y neauIonsno|d ‘srorey souelq | 2
X X X X $9950dWO09P SIIGA SONF[R DOAR SILINON 911a13ded Ud S9u o8RAd[H [tuooser] ‘genby | 9
X X X X soge[d SoI)MY S9p SNOS 9INYNI-0)) 991a13dRD UL S9U 28RAd[Y 1591¢] Op oprY ‘NOI[RISY] OP SISIAIA SO | G
X X 8g> sortuaang 9y1a13ded Ud s9u 28eAd[H [OJN Sog ‘013y nyuysuy | §
X QIQTUUOSTRS II[I(RLIBA SN[OU] o8eAaneg unzig-den)-uepa[)) ‘09[ezeIg op 9UI0] | €
X X X X SOSIOAIP SUOIRJUSUII[R ON[OU]  [9INJRU NOI[IUL UD SYU 9FeAS[H neauIeouo)) ‘NHNJN ouLlew uonels | g
X X X X QIQIUUOSTRS [ICRLIRA ONOU] odeaneg Jaeusonoy ‘UeuY[r) Sof[ | [
Moo s Sp0T iy
SO9SI[RYI SOSA[RUY s[euuonIPpe s[RI uorjonpoid op opojy ouIdLI() | 10[ 9P oN

JoeiT,0[0H 20l0o1d np 2Iped 9 SuBP SPSATeUE SUO[[IFURYDQ,P SJO] SOp 9)SIT — T ATIV],



HoloTrack - Rapport technique 2 METHODOLOGIE

55°N

50°N

45°N

40°N
O Sauvage
© Elevage nés en milieu naturel
@ Elevage nés en captivité

10°W 5°W 0° 5°E 10°E

F1GURE 1 — Carte de localisation des lots d’échantillons collectés dans le cadre du projet
HoloTrack

d’obtenir des prises d’essai par analyse comprises entre 0.2 mg (analyses isotopiques) et 110 mg

(analyses de stérols).

2.3 Analyses
2.3.1 Acides gras

Les acides gras constituent les unités de base des lipides. Il sont fixés dans les consomma-
teurs avec suffisamment peu de modifications pour que leur étude nous renseigne sur le régime
alimentaire des organismes étudiés. Cette faible capacité a modifier les acides gras ingérés est
par ailleurs & l'origine de la nécessité de consommer des oméga 3 essentiels pour maintenir un
bon fonctionnement de I’organisme. Ainsi, I’alimentation des produits de la mer d’élevage étant
généralement différente de celle de leurs équivalents sauvages, les acides gras permettent de dif-
férencier les deux. Cela a été démontré chez les poissons [27, 28, 29, 30], les crevettes [31] et les
holothuries de 'espéce Apostichopus japonicus [18, 19, 20].

Les analyses ont été réalisées a partir de prises d’essais de 60 & 80 mg. Une extraction
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des lipides totaux (neutres et polaires) a été effectuée selon une adaptation du protocole de
Bligh and Dyer ([32]). Les lipides ont ensuite été saponifiés avec une solution de soude 2N et
MeOH (90 min, 90°C) puis dérivatisés par méthylation a I’aide d’une solution de BF3-MeOH
14% (10 min, 90°C). Les extraits ont ensuite été injectés en chromatographie en phase gazeuse
sur une colonne Agilent VF-WAXms (30 m longueur x 0.25 mm diamétre interne x 0.25 pm
épaisseur du film de phase stationnaire). La quantification a été effectuée en référence a un

standard interne (23:0) dont 30 ug ont été ajoutés au début de l'extraction.

2.3.2 Acides aminés

Les acides aminés constituent les unités de base des protéines. Certains sont essentiels
et doivent étre apportés par l'alimentation pour permettre une croissance des tissus. Bien que
cet outil n’ait pas historiquement été utilisé afin de retracer les chaines alimentaires marines,
des études ont montré que la composition en protéines de I’holothurie Apostichopus japonicus
pouvait permettre de discriminer des provenances géographiques et des méthodes de production
[23, 25|. Les protéines constituent 20 a 50% du poids sec des holothuries et 'étude de leurs
constituants est donc essentielle pour mieux comprendre le métabolisme de 'espéce Holothuria
forskali.

Les analyses ont été réalisées & partir de prises d’essais de 8 4 12 mg. Une hydrolyse des
protéines a été effectuée sous vide avec une solution de HCI 6N (24 h, 110°C). Les acides aminés
ont ensuite été repris dans du diluent de Pickering et injectés en chromatographie en phase liquide
sur une colonne au sodium LCTech (150 mm longueur x 4 mm diamétre interne) disposant d’un
module de dérivatisation post colonne PCX 5200 utilisant de la nihydrine. La quantification a été

effectuée par comparaison avec des injections répétées de standards en concentration connues.

2.3.3 Stérols

Les stérols constituent une autre classe de lipides constituée d’un noyau a quatre cycles
(stérane) portant un groupe hydroxyle. Ils sont les précurseurs de certaines vitamines et hor-
mones et des constituants des membranes cellulaires. En ce sens, ils sont nécessaires au maintien
de l'intégrité structurale et fonctionnelle des cellules. Les stérols sont utilisés par les services des
fraudes afin d’authentifier les huiles végétales [33, 34| et ont été utilisés comme marqueurs de
sources alimentaires dans les organismes marins [35, 36]. Les chaines de biosynthése des stérols
sont cependant différentes chez les échinodermes comparées a la plupart des animaux et encore
trés peu connues [37].

Les analyses ont été réalisées a partir de prises d’essais de 90 & 110 mg. Une extraction
des lipides totaux (neutres et polaires) a été effectuée selon une adaptation du protocole de
Bligh and Dyer [32]. Les lipides ont ensuite été saponifiés avec une solution de soude 2N et
MeOH (90 min, 90°C) puis la fraction insaponifiable a été isolée a I’aide d’hexane et dérivatisée
par silylation a ’aide d’une solution de BSTFA (1% TMCS; 30 min, 70°C). Les extraits ont
ensuite été injectés en chromatographie en phase gazeuse sur une colonne Agilent HP-5ms (30 m
longueur x 0.25 mm diamétre interne x 0.25 pm épaisseur du film de phase stationnaire). La
quantification a été effectuée en référence a un standard interne (stigmastérol) dont 10 ug ont

été ajoutés au début de I'extraction.
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2.3.4 Isotopes stables C et N

Le carbone et ’azote sont deux constituants de base des molécules organiques. Ils existent
tous deux sous deux formes stables aux masses atomiques différentes (12C et 3C; N et 15N). Le
rapport entre chacune des formes isotopiques est constant dans ’atmosphére mais le transfert
de ces éléments dans les chaines alimentaires induit un fractionnement isotopique dont 1’étude
nous renseigne sur le régime alimentaire des organismes. Les isotopes stables du carbone et
de lazote ont tout d’abord été utilisés pour révéler 'ajout de sucre dans les vins [38] puis
pour authentifier divers produits incluant les poissons [29], les crevettes [39]et les holothuries
de lespéce Apostichopus japonicus [21, 22, 23|. Ils sont aussi utilisés de longue date pour la
reconstitution des réseaux trophiques marins [40, 41].

Les analyses ont été réalisées a partir de prises d’essais de 0.2 & 3 mg placées dans des
capsules d’étain puis analysés par un spectrométre de masse Isoprime Precision (Elementar,
UK). Les rapports isotopiques §13C et 0N sont exprimés relativement a la bélemnite de Pee

Dee et a ’azote atmosphérique, respectivement.

2.4 Interprétation des données

Les données ont été traitées sous forme de composition relative (%) et aprés transformation
par racine carrée pour améliorer I’homogénéité des variances. Les trois modalités possibles,
"sauvage", "élevage nés en captivité" et "élevage nés en milieu naturel" ont été renseignées dans
des analyses discriminantes par moindres carrés partiels (PLSDA). L’écart entre les groupes
peut ainsi étre maximisé et visualisé sur une représentation graphique en deux dimensions.
Les individus d’élevage nés en milieu naturel sont des holothuries qui ont été placées dans des
conditions d’élevage depuis au minimum quatre mois.

Les modalités "sauvage" et "élevage nés en milieu naturel" n’étant généralement pas dis-
cernables elles ont toutes deux été regrouppées sous le terme "nés en milieu naturel", et les deux
modalités "nés en captivité" et "nés en milieu naturel" ont fait 'objet d’'un partitionnement
récursif afin de construire des arbres de décision pour 'authentification des holothuries. Ces
arbres récursifs ont été construits a partir de rapports d’abundance de composés, permettant
ainsi pour une utilisation routiniére de n’analyser que les composés entrant dans le calcul et non
I’ensemble des composés d’une catégorie donnée.

Toutes les analyses statistiques et les représentations graphiques ont été réalisées a ’aide
du logiciel R 4.1.2 [42].
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3 Résultats

3.1 Acides gras

Les résultats d’analyses d’acides gras sont synthétisés en Annexe 1. L’analyse multivariée
montre une séparation assez nette des individus nés en captivité comparés a ceux nés en milieu
naturel (Figure 2).

O Sauvage

®@- O Elevage nés en milieu naturel
L OLe.. @ Elevage nés en captivité

N=14;n=252

FIGURE 2 — PLSDA des résultats d’analyses d’acides gras (%) des holothuries collectées dans
le cadre du projet HoloTrack (N = nombre de lots analysés; n = nombre d’individus analysés)

Les meilleurs critéres de séparation des groupes font appel aux acides gras w9 et a 'acide
arachidonique (20:4w6). La quantification de cinq acides gras permet d’authentifier avec plus de
87% de certitude l'origine des holothuries (Figure 3). Cependant, d’un point de vue métabolique
I’état actuel des connaissances ne permet pas de comprendre 'origine de ces différences. Cet
indicateur risque donc d’étre influencé par ’évolution des pratiques d’élevage et/ou 'utilisation

de nouvelles sources alimentaires. La fiabilité de cet indicateur reste par ailleurs insuffisante.

3(20:109 +22: 109 +24 : 1w9)
20: 406

e N
<0.66 = 0.66
Sauvage ou né en milieu naturel \
O 99.0% © 5(20: 109422 109+ 24 109)
(2/205) 18:109
pd N
<2.69 >2.69
Sauvage ou né en milieu naturel Né en captivité
O 100% © @® 875%
(0/13) (3/34)

FIGURE 3 — Arbre de décision basé sur la composition en acides gras permettant d’authentifier
I’origine de I’holothurie noire Holothuria forskali. Les valeurs entre parenthéses correspondent
au nombre d’invidus mal classés par rapport au nombre total d’individus de la catégorie
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3.2 Acides aminés

Les résultats d’analyses d’acides aminés sont synthétisés en Annexe 2. L’analyse multiva-
riée montre une séparation nette des individus nés en captivité comparés & ceux nés en milieu

naturel (Figure 4).

O Sauvage
© Elevage nés en milieu naturel
@ Elevage nés en captivité

N=8;n=51

FIGURE 4 — PLSDA des résultats d’analyses d’acides aminés (%) des holothuries collectées
dans le cadre du projet HoloTrack (N = nombre de lots analysés; n = nombre d’individus
analyseés)

Le meilleur critére de séparation des groupes fait appel a la glycine (Gly) et a lacide
aspartique (Asx). La quantification de ces deux acides aminés permet d’authentifier avec plus
de 96% de certitude 'origine des holothuries (Figure 5). La glycine est 'un des composants du
collagéne, qui est lui-méme la principale protéine composant le tégument des concombres de mer,
et responsable de leur texture unique [43, 44]. Il a par ailleurs été remarqué que les holothuries
nées en captivité étaient plus friables aprés lyophilisation des tissus que celles nées en milieu
naturel. Ces changements méritent des études plus approfondies afin de connaitre leur fondement
meétabolique, leur lien avec la croissance des holothuries et leur influence sur 'attrait du produit
pour les consommateurs. La fiabilité de cet indicateur reste néanmoins trés satisfaisante.

ey
AT N
<348 2348

Né en captivité ~ Sauvage ou né en milieu naturel

100% @ O 9%4% O
(0/23) (1/27)

FIGURE 5 — Arbre de décision basé sur la composition en acides aminés permettant
d’authentifier ’origine de I’holothurie noire Holothuria forskali. Les valeurs entre parenthéses
correspondent au nombre d’invidus mal classés par rapport au nombre total d’individus de la

catégorie
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3.3 Stérols

Les résultats d’analyses de stérols sont synthétisés en Annexe 3. L’analyse multivariée
montre une séparation trés nette des individus nés en captivité comparés & ceux nés en milieu

naturel (Figure 6).

O Sauvage
O Elevage nés en milieu naturel
@ Elevage nés en captivité

N=12;n=63

FIGURE 6 — PLSDA des résultats d’analyses de stérols (%) des holothuries collectées dans le
cadre du projet HoloTrack (N = nombre de lots analysés; n = nombre d’individus analysés)

Le meilleur critére de séparation des groupes fait appel au cholest-3,5-diene, un stérol
classiquement identifié chez les holothuries [37, 45|, et & un composé encore identifié de fagon
incertaine et de formule chimique Cog9Hys (ou CogHy20). La quantification de ces deux stérols
permet d’authentifier avec 100% de certitude l'origine des holothuries (Figure 7). La différence
est essentiellement due au stérol CogHys (ou CagHy20) qui est bien plus abondant chez les
individus nés en captivité que chez ceux nés en milieu naturel, tandis que le cholest-3,5-diene est
généralement sous-exprimé chez les individus nés en captivité. Cet indicateur est le plus fiable qui
a pu étre mis en évidence et celui recommandé dans un contexte de controle et d’authentification.

Cholest -3,5 - diene

o O H e

<413 2413
Né en captivité Sauvage ou né en milieu naturel
100% @ O 100% O
(0/20) (0/43)

FIGURE 7 — Arbre de décision basé sur la composition en stérols permettant d’authentifier
I'origine de I’holothurie noire Holothuria forskali. Les valeurs entre parenthéses correspondent
au nombre d’invidus mal classés par rapport au nombre total d’individus de la catégorie.

3.4 Isotopie

Les rapports isotopiques 613C et §'°N sont synthétisés sur la Figure 8. Les valeurs mesurées
dans les différents lots d’individus nés en captivité sont trés variables et englobent celles des
individus nés en milieu naturel. L’isotopie du carbone et de I’azote ne sont donc pas des outils

permettant de discriminer ’origine de I’holothurie noire Holothuria forskali.
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FIGURE 8 — Rapports isotopiques 613C et 6'°N des holothuries collectées dans le cadre du
projet HoloTrack (N = nombre de lots analysés; n = nombre d’individus analysés)

4 Discussion

4.1 Nutrition

L’outil le plus prometteur au vu des études réalisées pour 'authentification de 'origine
des poissons [27, 28, 29, 30], crevettes [31] et holothuries de I'espéce Apostichopus japonicus
[18, 19, 20] était 'analyse de la composition en acides gras du tégument. Cet outil s’est revélé
décevant dans le cas présent et pouvant étre supplanté par 'analyse de la composition en acides
aminés ou en stérols. Ce manque de fiabilité est trés probablement dii au fait que contrairement
aux poissons, aux crustacés et & un certain nombre d’essais sur les concombres de mer conduits
en Asie, le mode d’élevage de H. forskali vise & ne pas apporter de nourriture externe aux
individus placés en mer. Il se nourrissent des rejets et déjections des espéces avec lesquelles ils
sont placés, dans des systémes d’aquaculture multitrophique, et/ou des organismes qui se fixent
sur les parois des cages qui les contiennent. Les acides gras, qui sont des marqueurs trophiques
largement utilisés et dont la composition dans un consommateur refléte généralement celle de
ses sources alimentaires, ne permettent donc pas de tracer un aliment d’origine connue, comme
cela peut-étre le cas pour les formes classiques de 'aquaculture.

Cependant, une analyse plus fine des données d’acides gras et des isotopes du carbone et
de 'azote a permis de montrer que les sources alimentaires des holothuries nées en captivité
pouvaient varier grandement d’un site et d’un systéme de conduite a I’autre, montrant ainsi son
adaptabilité et des perspectives de diversification intéressantes aussi bien pour les ostéiculteurs
que pour des productions plus anecdotiques comme celle de 'ormeau. Cette analyse allant au

deld du présent rapport, elle fera ’objet d’une publication scientifique spécifique.

4.2 Qualité

Les holothuries sont caractérisées par un tégument riche en collagéne qui leur confére une

texture trés particuliére, entre I’escargot, le champignon et le calamar. Les différences de compo-
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sitions en acides aminés révélées entre les individus nés en milieu naturel et ceux nés en captivité
ont probablement des implications sur la texture des produits finis. La commercialisation de H.
forskali étant dans un premier temps envisagée essentiellement pour la consommation humaine,
les particularités de cette texture devront étre étudiées plus finement afin de cibler des acheteurs

potentiels de ce produit nouveau :

— (1) Chefs cuisiniers attirés par des nouvelles espéces produites localement de maniére
durable

— (2) Entreprises agroalimentaires en recherche d’ingrédients aux propriétés fonction-
nelles spécifiques (collagéne)

— (3) Exportateurs d’individus séchés vers un marché international a destination de I’Asie

— (4) Autres acteurs a inventorier

Cette texture particuliére a été étudiée chez diverses espéces d’holothuries [43, 44| mais
aucune étude n’a encore été menée chez Holothuria forskali. Par ailleurs, les attentes sont pro-
bablement différentes entre gastronomes francais, entreprises en recherche d’ingrédients et po-
pulations asiatiques d’initiés. Des études préliminaires ont permis de mettre en évidence que les
consommateurs initiés, asiatiques, ne recherchaient pas une espéce particuliére mais une qua-
lité de produit [46]. Les procédés de transformation permettant d’arriver a un produit haut de
gamme, en revanche, sont propres a chaque espéce et aux conditions d’élevage. Il sera donc
indispensable de bien caractériser I’éventail des produits finis possibles, en lien avec les attentes

des consommateurs, afin de valoriser au mieux 1’holothurie noire de la Cornouaille.

4.3 Authentification

Le critére de différenciation le plus fiable afin de discerner les holothuries nées en captivité
de celles nés en milieu naturel est I’analyse de leur composition en stérols, et dans une moindre
mesure celle de leur composition en acides aminés. L’analyse des stérols sera cependant préférée
pour des contréles routiniérs a I’analyse d’acides aminés, cette derniére étant plus chronophage.
Le protocole employé dans le cadre du projet HoloTrack nécessite environ 1,5 jours de travail
pour Ianalyse de 16 échantillons et devra certainement étre amélioré et optimisé pour en faire
baisser le coiit si il existe un besoin récurrent en analyses. Le principal obstacle & la fiabilité
de cette méthode est le fait que des individus matures et de grande taille (150-250 g) aient
été comparés a des invidus nés en captivité plus petits (30-40 g). Il n’est pratiquement jamais
observé en milieu naturel des individus inférieurs & 70 g de poids vif, tandis que l'obtention
d’individus d’élevage de 150 g nécessite au minimum quatre ans dans les conditions actuelles
de maitrise de l'itinéraire zootechnique, ce qui dépasse la durée du présent projet. Il n’y a pas
de raison de penser que cette composition en stérols variera grandement avec la croissance des
individus, mais c’est un élément qui sera néanmoins vérifié lorsque des individus nés en captivité
ayant atteint une taille équivalente aux individus nés en milieu naturel seront disponibles pour
analyse.

L’origine biologique de ces différences de composition en stérols reste néanmoins a éclaircir.

Il est probable qu'une voie métabolique soit particuliérement exprimée chez les individus nés en
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captivité, conduisant a cette sur-expression du stérol CogHys (ou CaogHy20). Les stérols sont
des précurseurs de toxines, notamment les saponines qui sont des molécules de défense [45] mais
peuvent aussi avoir un réle antimicrobien, antitumoral, hypolipémiant ou toute autre propriétée
d’intéret pour la pharmacopée humaine ou animale [47, 48, 49|. Cette voie métabolique pourrait-
étre une réponse a un besoin particulier de I’espéce lorsque placée dans des conditions spécifiques
d’élevage. Une caractérisation plus fine des stérols et de leurs fonctions métaboliques devra faire
l’objet futur de recherches plus fondamentales sur ’holothurie noire de la Cornouaille.

En outre, aucune des analyses conduites n’a permis de différencier les individus sauvages
des individus capturés en milieu naturel et maintenus en élevage pendant au minimum quatre
mois. L’objectif de l'outil de contréle proposé ici est de maitriser les prélévements en milieu
naturel. Le fait que les individus issus du milieu naturel gardent cette signature "sauvage" sur
le long terme est un avantage qui empécherait d’éventuelles pratiques consistant & placer des
holothuries issues de capture en conditions d’élevage pendant quelques jours/mois afin de les

nettoyer (d’un point de vue métabolique) de leur signature "sauvage".

5 Conclusion

Le projet HoloTrack s’inscrit dans une stratégie globale d’innovation visant a la création
d’une filiére d’élevage d’holothuries permettant de diversifier la production conchylicole de la
fagade atlantique francaise. Cette stratégie s’inscrit dans un contexte européen de diversification
des productions marines, notamment pour des espéces de bas niveau trophique ou le concombre
de mer tient une place de choix.

Les connaissances acquises dans le cadre du projet permettront de mettre en place des
moyens de controle de 'origine des individus commercialisés dés la structuration de la filiére,
permettant ainsi une protection des populations sauvage dont les prélévements en milieu naturel
a des fins commerciales se révéleraient catastophiques pour les populations de 'océan Atlantique
Nord-Est. Elles permettront par ailleurs de poser les bases d’une démarche de qualité et protéger

ainsi un savoir faire d’aquaculture
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HoloTrack - Rapport technique ANNEXE 1 - Compositions en acides gras

Acides gras (%) Sauvages
Lot 1 Lot 3 Lot 9 Lot 11 Lot 12 Lot 13
Iles Glenan Pte Brézélec Baie Morlaix Vigo (Espagne) Villefranche /Mer Iles Frioul
(n=091) (n=23) (n=28) (n=06) (n=06) (n=23)

Saturés
14:0 2.6+0.7 1.8+0.7 2.2+0.6 6.9+0.7 43+£1.7 3.0£0.8
15:0 0.8+0.2 0.6+0.2 0.7+0.2 1.5+£0.2 1.0+£04 0.8+0.2
16:0 6.6 £1.6 54+0.2 6.9£1.7 120+1.8 129+5.6 10.6 £3.2
18:0 5.5£0.9 52+1.6 5.5£0.7 6.0£04 75+1.1 6.7£14
19:0 1.2+0.2 1.3+£0.1 1.5+0.2 1.0+£0.1 1.2+0.1 1.3+0.2
20:0 2.8+0.3 3.0+0.3 25+0.5 1.8+0.2 1.9+04 24+0.3
21:0 1.6+0.4 1.9+0.3 22+03 0.9+£0.1 1.24+0.3 1.6 0.4
22:0 1.7+0.6 1.94+0.7 1.7+0.3 1.1+0.3 0.7£0.2 0.9+04
> SFA 22.7+2.6 1.0£3.7 23.3+1.6 31.3+24 0.5+5.8 27.2+3.6
Monoinsaturés
16:1w7 4.6+1.8 28+1.2 42+15 9.4+0.7 8.3+04 4.4+0.2
18:1w9 3.7+22 29+1.7 51+0.2 4.3+0.6 43+1.8 55+1.8
18:1w7 4.5£0.8 4.0£0.8 4.9=£0.6 5.6+£0.3 43£0.7 4.0£0.7
20:1w9 76+£1.1 82+1.7 74+£19 4.3£0.5 59+26 8.9+£1.2
20:1w7 0.6+0.1 0.6+0.1 0.6+0.2 04+0.0 0.6+0.5 04+0.1
22:1wll 0.7£0.5 0.6 £0.1 3.5£04 0.2+£0.0 0.3+0.3 0.5+0.2
22:1w9 1.4+£0.6 1.8+0.4 0.4+0.2 1.14+0.2 1.7+ 0.6 1.24+0.5
23:1w9 55+1.3 6.1+1.3 4.5+£0.3 20+£0.3 4.0+£3.2 45+1.3
24:1w9 21+0.5 22406 1.8+£0.5 0.8+0.2 1.3+£1.2 1.4+£0.3
>"LC-MUFA 30.7£1.8 29.4£22 323£1.7 279+1.1 30.8 £3.4 30.9+2.6
>"MUFA 179+£0.3 19.6 £2.8 18.2+24 8.7+0.1 13.8+8.4 17.0+£2.2
Polyinsaturés
18:3w3 0.6 £0.3 0.5£0.3 0.4=£0.3 1.1+0.1 0.8£0.0 0.8£0.4
18:4w3 1.14+0.5 0.6 £0.4 0.7£0.2 1.5+0.2 1.7+ 0.5 1.3+0.7
20:5w3 13.4+£1.7 13.6 £1.3 11.1£0.9 10.8+1.4 120+ 1.5 11.7£2.6
22:6w3 21405 21+0.5 1.6+0.4 0.9+£0.1 1.14+0.2 0.8£0.3
> w3 17.3+£22 169+1.5 13.8+14 1444+1.5 156+ 1.6 146 +3.3
18:2w6 1.3£0.5 1.3+0.6 1.3+0.3 20+£0.3 1.4+0.3 1.7+£0.4
20:2w6 1.4+£0.2 1.6 £0.2 1.3+0.1 1.1+£0.1 1.2+04 1.3+0.3
20:4w6 21.4+34 24.7+34 21.8+2.2 14.4+1.6 14.8 £3.2 20.8 £ 2.7
22:5w6 1.4+£04 1.9+04 1.7+£0.3 0.8+0.1 1.5+04 1.0+£0.3
> w6 25.5£3.6 29.5£3.6 26.0E£2.5 182+1.6 19.0+£3.8 249+£27
>"HUFA 38.3£04 42.3+4.5 36.2£2.6 26.9 £2.3 29.5£4.7 34.3+3.5
> PUFA 42.8 +3.6 46.4+4.1 39.84+2.6 32.6+2.1 34.6+4.6 39.5+34
Ramifiés
15:0iso 1.94+0.6 1.6 +0.6 20+£09 4.1+04 2.24+0.1 1.3+04
15:0anteiso 0.8+0.3 0.6+0.2 0.9+0.3 1.6 £0.2 09+0.5 0.5+0.2
16:0iso 1.1+0.3 1.0£0.3 1.7+0.6 23+£0.2 1.0+0.4 0.6 £0.2
> BrFA 38+1.1 32+1.1 4.6+1.8 8.1+£0.8 41+£19 2.3£038
S FA (mg g™!) 6.6 +2.6 57+1.2 44+22 182+1.9 9.84+0.2 74+£28

SFA = Saturated Fatty Acids ; MUFA = Monounsaturated FA ; LC-MUFA = long-chain MUFA (> 20 C) ; HUFA =
Highly Unsaturated FA (> 20 C et 3 doubles liaisons) ; BrFA = Branched FA



HoloTrack - Rapport technique

ANNEXE 1 - Compositions en acides gras

Acides gras (%)

Elevage nées en milieu

Elevage nées en captivité

naturel
Lot 2 Lot 10 Lot 14 Lot 4 Lot 5 Lot 6 Lot 7 Lot 8
MNHN CAPENA Provaqua Institut Agro Keraliou AquaB F. Haliotis Parcs St Kerber
Concarneau Oléron Marseille Beg Meil Brest Lesconil  Plouguerneau Cancale
(n=53) (n=4) (n=6) (n=75) (n=16) (n=28) (n="7) (n=7)
14:0 1.14+0.5 22+1.1 3.4+0.7 1.6+0.1 3.6+£0.6 1.44+0.3 3.4+0.6 1.4+0.5
15:0 0.4+0.3 1.24+0.7 1.0£0.3 0.3£0.1 1.7+0.2 1.6+04 0.9+0.1 0.8+0.3
16:0 40+14 7.3+29 11.2+£25 2.6 +0.8 80+£0.6 4.7+0.9 6.9+0.8 51+1.1
18:0 42409 5.1+1.5 7.0£22 3.8+£04 6.1+£0.1 4.5+ 0.6 5.3+0.6 4.6 £0.7
19:0 14403 1.5+0.2 1.3+0.1 1.14+0.1 1.5+0.1 1.5+0.1 1.1£0.1 1.3+0.1
20:0 3.0+£0.6 22+£02 20+0.1 25+0.0 24+£01 16=£0.1 32+0.3 24+0.2
21:0 2.3+04 22+04 1.14+0.2 3.7+04 1.9+0.3 1.8+0.2 1.24+0.2 2.1+0.2
22:0 1.7+0.6 1.6+0.1 05+0.1 25+£04 1.3+01 14+£0.0 1.4+0.1 1.7+0.2
>"SFA 18.0+28 234+55 274+£38 18.1+1.8 26.5£0.2 185+22 23.3+£1.9 19.3+2.3
Monoinsaturés
16:1w7 1.7+0.1 40+£1.9 5.1+1.3 1.7+ 1.6 6.1 +£0.1 2.8+ 0.5 42402 2.1+0.7
18:1w9 4.0+£22 5 +2 6.1+22 21+1.2 28+04 28+0.5 4.4+0.7 29+0.8
18:1wT7 32408 54+13 59+14 3.1+0.7 55+03 75£06 6.3+0.3 3.9+0.5
20:1w9 9.9+0.9 9.1+2.3 8.4+£0.7 11.6 £0.1 73£0.6 11.3£0.8 9.8+0.4 11.0+0.9
20:1w7 0.5+0.1 0.7+0.1 06+0.2 0.5+0.1 1.0£00 0.6+0.0 0.8+0.0 0.6+0.1
22:1wll 0.5+0.1 06+01 0.6+0.1 09+0.3 03+00 0.5+0.1 0.4+0.0 04+0.1
22:1w9 1.7+0.2 2.0+0.5 1.44+0.3 3.0+£0.5 24+04 34405 2.1+0.2 2.8+0.2
23:1w9 8.8+1.3 65+21 3.6+04 6.2+0.1 32+03 55+06 44+0.9 6.3+0.9
24:1w9 2.5+ 0.5 2.0£0.7 1.24+0.2 3.5+0.6 19+04 25+£0.2 3.4+0.5 25+04
> LC-MUFA 33.0£02 354+£04 329+£37 327+13 30.5+£05 37.0+1.7 35.6+1.1 324+1.9
S>"MUFA 24.0£23 209+£52 158+1.2 25.7+2.6 16.1+15 239+£1.5 208+1.2 23.5+£2.3
Polyinsaturés
18:3w3 0.5+0.2 0.9+0.3 1.0£0.2 04+0.2 0.7+£0.1 3.8+0.8 1.0£0.1 0.7+0.2
18:4w3 0.3+£0.3 0.8+04 08%+0.3 0.5£0.3 1.2+04 1.0+0.2 0.9+£0.1 0.4+0.2
20:5w3 13.0+£0.2 10.8+1.5 10.2+1.1 17.6 £ 2.3 149409 14.3+£0.2 11.4+0.5 14.7+0.1
22:6w3 1.0+£0.5 1.44+0.5 1.24+0.5 1.6+0.5 4.0+05 09+0.1 1.3+0.1 1.94+0.6
> w3 14.7+24 140+£21 132+19 20.2+£2.5 208+£1.3 199+24 14.6 + 0.6 17.7+ 1.6
18:2w6 1.3+0.6 2.1+0.6 2.8+0.5 0.6 £0.6 1.1+0.1 1.8+0.3 1.5+0.2 1.24+0.3
20:2w6 1.6+0.2 1.6+03 19+0.2 25£0.2 1.2+0.2 20+£0.2 1.4+0.1 1.7+0.1
20:4w6 28.7+3.6 189+48 15.7+3.6 23.1£3.7 13.7+25 13.8+24 18.7+2.2 23.8+2.4
22:5w6 1.44+0.3 1.1£0.2 0.7+0.1 1.94+0.2 1.1+0.1 0.5+0.1 0.6 +0.1 1.1+£0.1
> w6 329+3.6 23.7+54 21.1+34 28.1£3.2 171+27 182+22 222+£22 279+2.6
> HUFA 43.94+36 323+49 278+26 442 £3.5 33.7+£24 29.4+26 321422 41.5+1.8
>"PUFA 476+34 37.7+£46 343+0.2 48.3+2.6 379422 381421 36.9+0.2 45.5+1.6
Ramifiés
15:0iso 0.7+£0.5 21+1.1 3.2+13 0.7+£0.3 3.0£05 43+06 2.3+0.5 1.54+0.5
15:0anteiso 0.3+0.2 08+04 11+£02 0.1+0.1 0.8+0.1 1.3+0.2 09+0.3 0.7+£0.2
16:0iso 0.5+£0.3 0.8+0.4 1.14+04 0.1+£0.1 1.3+£02 08+£0.1 1.0£0.2 0.5+0.2
> BrFA 1.54+0.9 3619 54+18 09+04 51+£09 64+09 4.2+0.1 2.7+0.9
SFA (mg g7Y) 50+ 1.6 8.0+28 150+5.5 9.3+22 10.7£27 95+1.2 11.8+15 7.8+2.6

SFA = Saturated Fatty Acids ; MUFA = Monounsaturated FA ; LC-MUFA = long-chain MUFA (> 20 C) ; HUFA = Highly

Unsaturated FA (> 20 C et 3 doubles liaisons) ; BrFA = Branched FA
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Stérols (%) Sauvages
Temps de Masse
rétention caractéristique Lot 1 Lot 9 Lot 11 Lot 12 Lot 13
(min) (m/z) Iles Glenan ~ Baie Morlaix ~ Vigo (Espagne)  Villefranche/Mer  Iles Frioul
(n =10) (n=25) (n=5) (n=25) (n=5)

Squalene 18.706 410.0 1.8£1.5 22407 1.7+£1.1 4.3+£2.5 6.4+78
Inconnul 18.973 363.3 3.0+0.3 2.7+0.6 2.0+0.2 3.4+£0.6 2.0+0.8
Cholest-2-ene 19.392 370.4 10.2+1.2 10.0 £ 0.7 8.4+0.8 7.7+1.3 74+24
Inconnu2 19.568 366.3 10.3+ 1.6 10.6 £ 0.1 9.2+24 6.7+0.1 5.0+ 3.7
Cholest-3,5-diene 20.006 368.4 19.9+ 2.6 16.7+ 1.8 18.1+2.9 129+1.8 18.9+4.2
Ergosta-5,22-dien-3-ol 20.551 380.4 131+ 1.6 10.1 £ 0.7 9.5+ 1.8 11.8 £ 0.1 11.6 + 3.8
Inconnu3 21.290 380.4 7.0+2.7 5.3£0.9 7.7+0.4 3.0+1.6 3.9£0.8
Stigmasta-3,5-diene 22.658 396.4 9.6 +4.7 10.8 =+ 1.7 13.9£0.2 13.4+1.6 16.1 £3.6
Sterol CagHyg ou Cog HyoO 22.923 394.4 1.7+0.8 3.0+0.2 2.8£0.5 1.4+0.8 2.3£0.5
Cholesterol 23.432 458.4 1.6+0.8 3.0£0.9 1.7+0.5 2.3£0.6 24+15
Cholestanol 23.624 460.4 1.6£1.6 2.7+0.1 1.6 £0.7 5.9+0.1 2.7+0.1
Inconnu4 23.803 456.4 25+1.6 3.5+0.7 3.1+19 5.3+0.6 3.6 +0.6
14a-methylcholest-9(11)-en-33-ol 24.270 472.4 1.8+1.1 1.3£0.5 23+13 1.8+£0.5 14+£0.5
Lathosterol 24.500 458.4 6.5+ 3.3 7.1+0.9 8.0+4.7 59+1.1 7.9+0.1
Episterol 25.318 470.4 3.1+1.8 3.8£0.6 2.7+1.3 6.0£1.5 3.44+0.3
4, 14a-dimethylcholest-9(11)-en-35-ol 26.464 470.4 1.6+1.3 3.6+1.1 1.84+0.9 094+0.3 14+1.1
Dihydroparkeol 27.224 500.5 1.1+1.2 0.2+£0.1 0.9+0.7 20+1.7 0.2+£0.2
Avenesterol 28.476 486.5 3.3£1.6 3.0+0.6 424+0.2 42+1.1 3.2£0.5
Inconnub 28.731 386.3 04+£0.2 0.7£0.2 0.5£0.3 0.5+0.2 0.3+0.1
S Sterols (mg g~ 1) 0.7+ 0.6 0.5+0.2 0.8+0.5 0.4+0.2 04402
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ANNEXE 3 - Compositions en stérols

HoloTrack - Rapport technique
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HoloTrack - Rapport technique

ANNEXE 4 - Profil de masses des stérols non identifiés
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