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RESUME

La décomposition d’un corps humain est influencée par de nombreux parametres parmi lesquels
I’environnement joue un réle majeur. D’importantes variations peuvent donc étre rencontrées d’'une zone
géographique a l'autre et complexifier I'estimation de l'intervalle post-mortem (IPM) fondée sur
I’évaluation de I'état de décomposition du corps. Il apparait alors nécessaire d’entreprendre des
recherches dans différents environnements pour adapter ou développer des méthodes d’estimation de
I'IPM appropriées aux conditions environnementales locales. Ce travail de recherche a pour but d’étudier
la décomposition des lipides en tant qu’indicateur de I'IPM dans le climat froid et tempéré du sud du
Québec. Il s’agit de 'une des premieres recherches réalisées sur la décomposition de corps humains au
Canada. Pour ce faire, la décomposition de six donneurs a été étudiée sur le site de Recherche en Sciences
Thanatologiques [Expérimentales et Sociales] (REST[ES]), le premier site de recherche taphonomique
extérieur dédié a I'étude de la décomposition humaine au Canada. Des échantillons de tissus mous
(p. ex. peau, gras et muscle) ont été collectés jusqu’a liquéfaction compléte de ceux-ci afin d’analyser les
variations de concentrations des acides gras saturés et insaturés contenus dans les lipides sur I'ensemble
de la période d’étude. Pour ce faire, une méthode d’analyse en chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS) a été utilisée. Les variations de concentrations mesurées ont ensuite été
comparées aux stades de décomposition observés visuellement sur le terrain pour chaque donneur.
Cette analyse a mis en évidence des corrélations intéressantes entre les concentrations mesurées et I'lPM.
Il a été possible d’identifier la transition du stade frais vers les stades gonflé et actif grace a I’hydrolyse des
triglycérides menant a la libération d’une importante quantité d’acides gras libres. Pour certains donneurs,
il a aussi été possible d’observer la transition vers des stades de décomposition avancée (dessiccation et
squelettique) par I’'hydrogénation graduelle des acides gras insaturés conduisant a la formation de leurs
analogues saturés. Les acides palmitique, stéarique, oléique et linoléique sont ceux ayant été identifiés
comme présentant le plus grand potentiel a titre de biomarqueurs pour I'estimation de I'IPM parmi les
acides gras étudiés dans ce mémoire. Cette étude constitue une contribution importante a I'état des
connaissances actuelles sur la décomposition humaine et, plus généralement, le domaine de la
thanatologie forensique, en développement au Canada. Ce travail de recherche ouvre également des
perspectives encourageantes pour I'utilisation potentielle des lipides comme biomarqueurs pour estimer
I'IPM dans le futur.

Mots-clés : Décomposition humaine, climat froid et tempéré, intervalle post-mortem (IPM), acides gras
saturés et insaturés, chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)



ABSTRACT

Human decomposition is strongly influenced by the environment in which decomposition occurs.
Significant variations in the decomposition process can be encountered from one environment to another
and complicate the postmortem interval (PMI) estimation. It is therefore necessary to undertake research
in different climates to adapt or develop appropriate methods to evaluate the PMI. This project aimed to
study lipid decomposition as potential biomarkers for estimating PMI in the cold and temperate climate
of southern Québec. It is one of the first studies to be conducted using human donors in a forensic context
in Canada. The decomposition of six donors was studied at the site for Research on Experimental and Social
Thanatology (REST), the first outdoor taphonomic research facility dedicated to the study of human
decomposition in Canada. Soft tissue samples (e.g. skin, fat and muscle) were collected until their
complete liquefaction in order to analyze the variations in the concentrations of saturated and
unsaturated fatty acids contained in lipids over the entire PMI. The samples were analyzed by gas
chromatography - mass spectrometry (GC-MS) after being derivatized. The variations in the concentrations
measured could then be compared to the stages of decomposition observed for each donor for the
duration of this study. Notable correlations between the measured concentrations and the PMI were
discovered. It was possible to observe the transition from the fresh stage to the bloat and active stages
through the hydrolysis of triglycerides because of the release of a large quantity of free fatty acids.
For some donors, it was also possible to observe the transition to advanced decomposition stages by the
gradual hydrogenation of unsaturated fatty acids leading to the formation of their saturated analogues.
Importantly, all the fatty acids studied do not have the same potential as biomarkers for estimating PMI.
Palmitic, stearic, oleic, and linoleic acids have been identified with the highest potential for correlation.
This study added to the limited knowledge base of human decomposition in Canada and established a
foundation for the potential use of lipids as biomarkers for the estimation of PMl in the future.

Keywords : Human decomposition, cold climate, postmortem interval (PMI), saturated and unsaturated
fatty acids, gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)



CHAPITRE 1
INTRODUCTION

La décomposition du corps humain est un processus complexe impliquant une multitude de réactions
biochimiques menant a la désintégration des tissus mous (p. ex. peau, muscles, gras, organes) et durs
(p. ex. os). Bien qu’il s'agisse d’'un phénomene de mieux en mieux compris, chaque environnement dans
lequel un corps est retrouvé présente des particularités qui auront un impact sur la décomposition (Cockle
et Bell, 2017). Il devient donc parfois difficile de déterminer certains éléments cruciaux suivant la
découverte d’un corps telle I'estimation de I'intervalle post mortem (IPM) qui contribue a I'identification
de la victime et, potentiellement, de son meurtrier en cas d’homicide. Plusieurs méthodes ont été
développées au cours des dernieres décennies afin de déterminer le temps écoulé depuis la mort.
Les méthodes de thanatologie médico-légale suivies, de I'entomologie forensique sont généralement
utilisées lors des premiéres semaines suivant le déces (Janaway et al., 2009; Vass et al., 2002). Cependant,
ces méthodes ne peuvent pas toujours étre appliquées par exemple, en I'absence d’insectes ou dans le
cas de décomposition avancée du corps. Ce genre de situation est d’ailleurs courante dans le climat
canadien ou les insectes sont absents pendant pres de la moitié de I'année. L’utilisation de biomarqueurs
chimiques pourrait pallier ce probleme. L’analyse de la dégradation des lipides est 'une des méthodes
proposées (Castellano et al., 1984). En effet, les acides gras composant les tissus adipeux sont de bons
biomarqueurs dus a leur propriété hydrophobe. N’étant pas solubles dans I'eau, ils conservent
généralement leur position initiale sur le corps (Schoenen et Schoenen, 2013). Récemment, Ueland et al.
(2021) ont d’ailleurs observé que certains acides gras saturés et insaturés seraient des indicateurs
pertinents lorsque I'IPM est court (< 2 mois). Malheureusement, le climat australien, dans lequel cette
étude a été menée, est peu comparable au climat canadien, objet de la présente étude. Le but de cette
recherche est donc de déterminer s’il existe une corrélation entre la décomposition des lipides et
I'ensemble de I'IPM, et ce, pour les quatre saisons du climat québécois. Tout le processus de
décomposition sera étudié afin de prendre en considération non seulement un IPM plus court (< 2 mois),

mais bien I'entiéreté de celui-ci soit jusqu’a la décomposition compléte des tissus mous (= 2 mois).

1.1 Lataphonomie forensique: définition et principes

Le terme taphonomie, provenant du grec taphos (enfouissement) et nomos (loi), est une discipline
provenant de la paléontologie (Schotsmans et al., 2017). Le scientifique russe Efremov (1940), a I'origine

de cette discipline, a introduit la taphonomie comme étant I'étude du passage d’un organisme de la



biosphére a la lithosphére. Plusieurs autres disciplines telles que la science forensique ont par la suite
intégré ce terme et ont introduit leur propre définition. Haglund et Sorg (1997) définissent la taphonomie

forensique comme:

[...] the use of taphonomic models, approaches and analyses in forensic contexts to estimate
the time since death, reconstruct the circumstances before and after decomposition, and
discriminate the products of human behavior from those created by the earth’s biological,
physical, chemical and geological subsystems.

Récemment, Schotsmans et al. (2017) ont défini cette discipline comme I'étude interdisciplinaire de ce qui
est arrivé a un organisme entre son déces et sa découverte. Quelle que soit la définition utilisée,
les objectifs principaux de cette discipline sont de servir le systéme judiciaire, d’identifier des restes
humains non identifiés, d’estimer I'IPM, de déterminer les circonstances du décés (notamment
diagnostiquer les causes de la mort) et, éventuellement, de réunir des indices pouvant mener a la

personne ayant commis le crime (Schotsmans et al., 2017; Haglund et Sorg, 1997).

1.2  Lachimie de la décomposition

La décomposition des tissus humains est un processus complexe au coeur de la taphonomie forensique qui
implique une variété de réactions chimiques et biologiques. La décomposition débute environ 4 minutes
apres la mort (Vass, 2001). Il s’agit du procédé par lequel les tissus mous du corps se dégradent jusqu’a ce
gu’il ne reste que les os (Haglung et Sorg, 2002). La décomposition est un continuum qui comprend
plusieurs phases que différents auteurs ont tenté de catégoriser. Plusieurs visions et terminologies sont
donc associées a ce processus. Payne (1965) a divisé la décomposition en cing stades : frais, gonflé,
décomposition active, décomposition avancée, sec et restes. Ceux-ci sont initialement basés sur les
changements visuels observés dans le cadre d’une étude entomologique. En thanatologie médico-légale
et en pathologie, la décomposition est plutot décrite par les changements physiques, chimiques et
biologiques rencontrés durant le processus. La décomposition est alors séparée en quatre phases, soit
I"autolyse, la putréfaction, la liquéfaction et la squelettisation (Janaway, 1996; Forbes, 2008; Vass, 2001).
Cependant, il est important de noter que la décomposition est un processus dynamique ou plusieurs
stades/phases peuvent se produire au méme moment sur différentes régions du corps (décomposition

différentielle) (Megyesi et al., 2005).



1.2.1 Autolyse

Deés les premiers instants ou le cceur cesse de pomper le sang dans le corps et donc au moment ou le
transport d’oxygéne s’arréte, les cellules sont soumises au processus d’autolyse. Il s’agit de
I"autodestruction des cellules par autodigestion enzymatique (Gill-King, 1997). L’'augmentation du niveau
de dioxyde de carbone dans le sang, inhérent au manque d’oxygene, entraine la production d’acide
carbonique (H,COs), donc une diminution du pH et I'accumulation de déchets dans le réseau sanguin qui
« empoisonne » les cellules. Simultanément, les diverses enzymes cellulaires telles les lipases, protéases
et amylases, débutent I'autodigestion cellulaire jusqu’a la rupture de leurs membranes (Vass, 2001).
Ce phénomene se produit généralement en premier dans les cellules et tissus les plus métaboliquement
actifs tels I’estomac, les intestins et le coeur ou ceux riches en eau comme le cerveau (Gill-King, 1997;
Simmons et Cross, 2012). Les tissus adipeux et les muscles sont donc les derniers a subir I'autolyse de leurs
cellules (Gill-King, 1997). Ces réactions microscopiques menent graduellement a des changements
visuellement observables sur le corps quelques jours aprés le déceés. Le détachement intercellulaire
conduit, entre autres, au phénomene de « skin slippage »; il s’agit du détachement de I'épiderme laissant
le derme visible (Simmons et Cross, 2012; Pinheiro, 2006). C’est aussi durant l'autolyse que les
phénomenes d’algor, livor et rigor mortis se produisent soit respectivement I’acclimatation du corps a la
température ambiante, le drainage du sang vers les régions inférieures et la rigidification des muscles du
corps (Janaway et al., 2009; Forbes, 2008). Ces modifications visibles sur le corps marquent la fin du stade

frais et le début de la putréfaction.

1.2.2  Putréfaction

La putréfaction se produit lorsqu’une quantité suffisante de fluides riches en nutriments devient
disponible a la suite de la rupture des cellules lors de I'autolyse (Vass et al., 2002). Ces fluides sont une
source d’énergie importante pour les microorganismes (bactéries, champignons et protozoaires)
responsables de la putréfaction (Vass, 2001). La diminution rapide du potentiel redox des tissus lors de la
décomposition limite la croissance des bactéries aérobies (Janaway et al., 2009). Un environnement
majoritairement anaérobie est créé dans le corps favorisant une croissance rapide des bactéries du colon,
majoritairement anaérobies (de 96 a 99 %) (Gill-King, 1997). Les bactéries peuvent par la suite accéder au
reste du corps via les systémes lymphatiques et musculaires (Janaway et al., 2009). Elles engendrent une
dégradation rapide des glucides, protéines et lipides de leur environnement immédiat.
Ces macromolécules sont alors converties en divers acides, gaz et autres sous-produits qui sont a I'origine

de plusieurs changements visibles sur le corps. Le premier changement externe observable est le



« marbling » de la peau ou marbrures. Il s’agit d’une réaction entre le sang et du sulfure d’hydrogéne
générée par des bactéries qui produit une coloration verte/noire des vaisseaux sanguins a la surface de la
peau (Forbes, 2008; Clark et al., 1997; Simmons et Cross, 2012). Par la suite, une distension du corps se
produit (« bloating »), due a la formation de gaz produits lors de la fermentation anaérobie qui débute

dans les intestins (Gill-King, 1997; Forbes, 2008).

1.2.3 Liquéfaction

La liquéfaction des tissus mous, engendrée par les bactéries du tractus gastro-intestinal, est I'une des
conséquences du processus de putréfaction. Plus la décomposition avance, plus les quantités de fluides
sont importantes. Ceux-ci, ainsi que d’autres fluides corporels, sont par la suite relachés dans
I’environnement immédiat du corps soit par les orifices naturels (p. ex. cavité orale, anus, vagin) ou par
rupture de I'abdomen, marquant un terme au stade gonflé (« bloating ») et indiquant le début de la

décomposition active (Gill-King, 1997; Clark et al., 1997).

Les produits de liquéfaction sont composés d’une grande quantité d’eau, de divers minéraux et des
produits de dégradation des principales macromolécules qui compose le corps humain; les protéines,
les lipides et les glucides (Forbes et al., 2017, Janaway et al., 2009). Les fluides transférés dans le sol
environnant créent un « flot de décomposition » (« cadaver decomposition island (CDI) ») qui a un impact
sur la composition du sol et sur les différents organismes vivants (Tibbett et Carter, 2008; Forbes et al.,
2017). Lorsque la majorité des tissus mous a été soit liquéfiée soit consommeée par des charognards
vertébrés et invertébrés, un ralentissement de la décomposition est observé (Payne, 1965; Goff, 2009),

marquant la fin de la décomposition active et le début de la décomposition avancée.

1.2.4 La décomposition avancée ou squelettisation

Lorsque tous les tissus mous ont été dégradés, les os deviennent alors visibles. La squelettisation peut étre
partielle lorsque seuls quelques os sont exposés ou totale lorsque tous les tissus mous ont été éliminés.
La décomposition graduelle des ligaments et tendons conduit, avec le temps, a la perte de connexions
anatomiques, soit la désarticulation du corps. Généralement, la désarticulation procede de la téte vers les

pieds et du centre du corps vers les périphéries (médial vers distal) (Rodriguez et Bass, 1985).

Les os peuvent se décomposer lentement par un processus appelé la diagenese (Vass, 2001).

La décalcification et la dissolution dans I'eau ou dans les sols acides conduisent a la dégradation des



composés organiques (collagéne) et inorganiques (calcium, magnésium, apatite, hydroxyapatite) des os
(Clark et al., 1997; Vass, 2001). Avec le temps, ils deviendront Iégers, secs et cassants (Hamilton et Green,

2017).

1.2.5 Autres phénomeénes taphonomiques (momification et adipocire)

L’environnement dans lequel un corps se trouve joue un réle clef dans le processus de décomposition,
ainsi différents phénomenes peuvent perturber la trajectoire de décomposition « attendue » (Section 1.5).
La momification et la formation d’adipocire sont deux exemples couramment rencontrés qui entrainent
un ralentissement, voire une préservation du corps (Saul et al., 2002; Janaway et al., 2009; Forbes et al.,

2004).

La momification consiste en la déshydratation et la dessiccation des tissus mous qui tend a préserver
naturellement le corps. La peau momifiée a un aspect sec et friable généralement de couleur brune/noire
évoquant du cuir (Janaway et al., 2009). Ce type de phénomene est normalement rencontré dans des
environnements secs, ventilés et chauds favorisant I’évaporation des fluides corporels (Pinheiro, 2006;
Makristathis et al., 2002; Micozzi, 1991). A I'inverse, un environnement glacial et sec peut aussi entrainer
la momification d’un corps di au phénomeéne de sublimation ou de lyophilisation (Micozzi, 1991). Dans ce
type d’environnement, la sécheresse de |'air et I'inhibition de la croissance bactérienne sont responsables
de la momification. Dans tous les cas, la momification préserve certaines parties du corps, voire le corps

dans son intégralité et peut ainsi faciliter I'identification de la victime (Pinheiro, 2006).

La formation d’adipocire (ou saponification) peut également contribuer a la préservation d’un corps
(Forbes et al., 2004). Lorsque frais, I’adipocire peut avoir un aspect crémeux et gras de couleur blanchatre.
Avec le temps, cette substance arbore plutét une cro(te solide et friable de couleur grise blanche
(Ubelaker et Zarenko, 2011). L’adipocire est produite par la conversion des tissus adipeux en un matériel
solide constitué essentiellement d’acides gras saturés (Mant et Furbank, 1957; Forbes et al., 2004; Forbes
et al., 2002). Ces derniers se retrouvent libérés dans le corps par la décomposition des lipides (Section 1.3.4)
et se lient a des ions de sodium ou de potassium présents dans les fluides de décomposition pour former
I’adipocire (Gill-King, 1997). Ces ions peuvent par la suite étre remplacés par du calcium lorsque le corps
se retrouve dans un environnement riche en minéraux permettant la solidification de I'adipocire (Gill-King,
1997). Des acides gras 10-hydroxy et 10-oxo, produits par certaines enzymes bactériennes spécifiques,

sont aussi des constituants importants des adipocires (Takatori et Ishiguro, 1984; Takatori et al., 1986).



Le manque d’oxygéene, nuisant a la dégradation microbienne des acides gras, est a I'origine de la formation
des adipocires (Schoenen et Schoene, 2013). Des conditions particuliéres sont donc requises pour que
I'adipocire se produise, tels que des températures chaudes, un milieu anaérobie et un taux d’humidité

élevé (Mellen et al., 1993; Forbes et al., 2005).

1.3 Biomarqueurs chimiques

Le corps humain est approximativement composé de 61 % d’eau, 17 % de protéines, 17 % de gras, 1 % de
glucides et 4% de minéraux (Pocock et al., 2013). Lors de l'autolyse, des hydrolases menent a la
dénaturation de molécules et de membranes cellulaires, soit la perte de leur conformation
tridimensionnelle normale (Branden et Tooze, 2012), entrainant la « digestion » de la majorité des
macromolécules du corps. Durant la putréfaction ce sont plutét les bactéries qui engendrent la

dégradation de ces mémes macromolécules (Forbes, 2008).

1.3.1 Protéines

Les protéines du corps sont dégradées par des enzymes spécifiques; les protéases. La protéolyse conduit
a la formation de protéoses, de peptones, de polypeptides et, enfin, a des acides aminés. De plus, des gaz
tels que le dioxyde de carbone et le méthane sont produits lors de ces réactions (Forbes, 2008; Janaway
et al., 2009). Les acides aminés produits peuvent subir différentes réactions subséquentes. Par exemple,
des endoenzymes bactériennes peuvent les désaminer ou les décarboxyler (Gill-Kill, 1997).
La décarboxylation de deux diamines toxiques (ornithine et lysine) est d’ailleurs a I'origine de la formation
de la putrescine et la cadavérine, deux sous-produits de la décomposition. Les acides aminés comportant
un atome de soufre peuvent aussi étre réduits par désulfuration et ainsi former de 'ammoniac, des thiols,
des sulfures, de 'acide pyruvique et du sulfure d’hydrogene (Forbes, 2008; Gill-King, 1997). Ces derniers
sont, entre autres, responsables du phénoméne de « marbling » mentionné a la section 1.2.1 ainsi que de

la formation de précipités colorés a la surface de la peau (Forbes, 2008).

La dégradation des protéines, comme tous les aspects de la décomposition, est influencée par différentes
variables environnementales telles que la température, I’humidité et I’activité bactérienne (Janaway et al.,
2009). De plus, certains tissus et organes sont dégradés plus rapidement par protéolyse lors de la
putréfaction ; par exemple, la membrane de revétement du tractus gastro-intestinal et de |'épithélium
pancréatique, le cerveau, le foie et les reins. A I'inverse, les protéines contenues dans les muscles sont plus

résistantes a la dégradation ainsi que la kératine qui est plus difficile a dégrader (Forbes, 2008).



1.3.2 Glucides

Les glucides sont composés d’un polysaccharide complexe, le glycogéne. Ce dernier est décomposé par
des microorganismes, formant des monomeres de glucose. Ceux-ci peuvent étre complétement oxydés en
dioxyde de carbone ou partiellement décomposés en différents alcools et acides organiques (Janaway
et al., 2009). L’environnement dans lequel se trouve un corps peut aussi exercer une influence sur la
décomposition des sucres. En effet, dans un environnement aérobie, les sucres sont dégradés en acides
glucuronique, citrique et oxalique par des champignons. A I'inverse, dans un environnement anaérobie,
ils seront décomposés par des bactéries, formant les acides lactique, butyrique et acétique. De plus,
d’autres produits de fermentation peuvent découler de la décomposition des glucides comme des alcools,

I’acétone et certains gaz comme le méthane, I’hydrogeéne et le sulfure d’hydrogene (Forbes, 2008).

1.3.3 Acides nucléiques

Les deux principaux acides nucléiques retrouvés dans les cellules sont I’acide ribonucléique (ARN) et I'acide
désoxyribonucléique (ADN). Il s’agit de tres longs polymeéres linéaires composés d’une série de monomeéres
appelés nucléotides qui sont reliés entre eux par des liaisons phosphodiesters (Blackburn et al., 2006).
Lors de la décomposition, les acides nucléiques seront attaqués par des enzymes spécifiques a leur
dégradation appelés nucléases. Il y aura alors formation de nucléotides et nucléosides. Un nucléoside est
formé par I'association d’une base hétérocyclique azotée (purines et pyrimidines) a un sucre pentose.
Un nucléotide est par la suite formé par la combinaison d’un nucléoside a un résidu phosphate (Blackburn
et al., 2006). Les nucléotides et nucléosides seront alors décomposés en sucre, en phosphate et en base
hétérocyclique azotée. Les sucres obtenus pourront ensuite étre dégradés de la méme maniere que les
glucides. Le phosphore produit ne se dégrade pas aussi simplement. Il peut se retrouver sous différentes
formes en fonction des conditions environnementales. Enfin, les base purines seront quant a elles
dégradées pour former de la xanthine et de I’hypoxanthine. L’azote présent dans les cycles de ces bases

peut aussi étre libéré dans le sol environnant et entrer dans le cycle de I'azote (Forbes et al., 2017).

1.3.4 Lipides

Les tissus adipeux du corps sont composés essentiellement d’eau, de protéines et, en majeure partie,
de lipides (60-85 %) qui sont eux-mémes composés de 90 a 99 % de triglycérides (Dent et al., 2003).
Les triglycérides sont donc des macromolécules présentes en quantité importante dans le corps humain.

Ceux-ci sont composés d’un glycérol lié a trois chaines d’acides gras saturés ou insaturés (entre 12 et



24 carbones) (Figure 1.1). Une liaison ester est formée entre les alcools du glycérol et le groupement

carboxylique des aides gras (Stillwell, 2016a, 2016b).
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Figure 1.1 Schéma d’un triglycéride composant les lipides du corps humain.

Il existe une grande variété d’acide gras pouvant se retrouver dans les triglycérides. Cependant,
certains d’entre eux sont retrouvés en quantité plus importante tels I'acide linoléique (18:2), I'acide
oléique (18:1), I'acide palmitotéique (16:1), I'acide stéarique (18:0) et I’acide palmitique (16:0) (Forbes,
2008; Kingbury etal., 1960). Les acides laurique (12:0), myristique (14:0), myristoléique (14:1) et
arachidique (20:0) sont aussi couramment retrouvés dans les triglycérides (Arab, 2003). Les nombres entre
parenthéses correspondent a la nomenclature biochimique des acides gras (C:D) ou C représente le

nombre d’atomes de carbone et D le nombre de doubles liaisons (Stillwell, 2016a).

Lors de la décomposition des lipides, les triglycérides sont hydrolysés par des enzymes bactériennes ou
des lipases intrinseques qui clivent la liaison ester entre le glycérol et les acides gras (Figure 1.2).
Conséquemment, les quantités d’acide gras libre et de glycérol augmentent alors que celles des
triglycérides diminuent jusqu’a leur hydrolyse complete (Forbes et al., 2004). Cela est seulement possible
lorsqu’une quantité suffisante d’"humidité est présente. La survie des bactéries et le bon déroulement du
processus d’hydrolyse requierent une quantité suffisante d’eau (Sledzik et Micozzi, 1997). Généralement,
les tissus adipeux sont suffisamment humides pour initier la réaction d’hydrolyse. Si un niveau adéquat
d’humidité et I’activité enzymatique sont maintenus tout au long de la décomposition, les tissus adipeux

seront entiérement réduits en une masse d’acides gras (Forbes, 2008).



0 o]

HzC—O)(‘)\/\/\/\/\/\/\ H?T_OH Ho/:\/\/\/\/\/\/\
L AAANASTNANS o — T NN NN/
|

H,C—OH
H,.C—0 z HO

| J L ] L

T T T
Triglycéride Glycérol 3 acides gras libres

Figure 1.2 Exemple de la réaction d’hydrolyse des triglycérides conduisant a la formation d’un glycérol et
de trois acides gras libres.

En plus de I'hydrolyse du lien ester des triglycérides, les acides gras libres peuvent étre soumis a d’autres
réactions chimiques. L'une d’elles est I'hydrogénation des acides gras insaturés formant les acides gras
saturés correspondants (Figure 1.3). L’hydrogénation de ces doubles liaisons est possible grace a des
lipases retrouvées dans le corps, mais aussi certaines enzymes bactériennes (Forbes, 2008; Forbes et al.,
2017; Dent et al., 2003). Puisque le potentiel redox des tissus mous diminue lors de la décomposition,
cela limite la présence de micro-organismes aérobies. Les bactéries anaérobies seront donc favorisées
(Forbes et al., 2017). L’hydrogénation des acides myristoléique et palmitoléique conduit respectivement a
la formation des acides myristique et palmitique. Une fois hydrogénés, les acides oléique et linoléique

meénent a la formation de I'acide stéarique.
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Figure 1.3 Exemple de la réaction d’hydrogénation de I'acide myristoléique conduisant a la formation de
I’acide gras saturé correspondant, I'acide myristique.

Les acides gras insaturés peuvent subir un processus d’hydrogénation, mais aussi d’oxydation entrainant
la formation d’acides gras hydroxy (hydroxy fatty acid (OHFA)) et oxo (oxo fatty acid (OXOFA)). Ceux-ci
sont bio synthétisés par des enzymes provenant de bactéries aérobies conduisant a la formation des
composés 10-hydroxy et 10-oxo. L'insaturation des acides doit donc étre a la position 9 (Takatori et al.,
1987). De plus, cette conversion ne peut étre réalisée que par des microorganismes spécifiques.
Par exemple, plusieurs sont en mesure de convertir I'acide oléique en acide 10-hydroxy stéarique.
Cependant, seulement quelques bactéries peuvent produire I'acide 10-oxo stéarique (Takatori et al., 1986).
Ces molécules sont couramment retrouvées dans les adipocires. Par ailleurs, la formation des composés

hydroxy et oxo est unidirectionnel. Les acides gras insaturés sont d’abord hydratés pour former les hydroxy.



lIs peuvent ensuite étre oxydés pour former les composés oxo (Figure 1.4). Les réactions inverses ne sont

pas possibles (Gotouda et al., 1988; Takatori, 2001).
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Figure 1.4 Exemple de la réaction d’oxydation d’un acide gras conduisant a la formation des acides gras
hydroxy (hydratation) et oxo (déshydrogénation).

Enfin, les acides gras, sous forme d’acyl-CoA, peuvent étre dégradés par la respiration microbienne
appelée la B-oxydation. Il s’agit d’'une séquence réactionnelle en quatre étapes conduisant a la libération
d’un acétyl-CoA (unité de deux carbones liée a la coenzyme A). Cette séquence se répétera jusqu’a la
dégradation compléte de I'acide gras. Les groupes d’acétyl-CoA libérés seront par la suite oxydés en
dioxyde de carbone et en eau via le cycle de I'acide citrique (Schoenen et Schoenen, 2013; McMurry et

Begley, 2006).

1.4  Facteurs influengant la composition des lipides dans le corps humain

Bien que les tissus adipeux d’un corps humain aient une composition similaire et donc que les acides gras

principaux retrouvés y soient généralement les mémes, les pourcentages de ceux-ci peuvent varier.

D’abord, pour un méme individu, les répartitions des acides gras peuvent varier en fonction de la zone
étudiée. Il existe une différence importante entre la composition des tissus adipeux sous-cutanés
superficiels et ceux retrouvés pres des organes. Cette variation est expliquée par I'activité métabolique
des tissus adipeux (Malcom et al., 1989). La vitesse de métabolisation et la synthese endogéne des acides
gras sont en partie responsables de ces différences. Malcom et al. (1989) ont aussi démontré qu'’il y a,
non seulement une variation entre les sites sous-cutanés superficiels (périrénal) et les sites
« deep-seated », mais aussi entre deux sites sous-cutanés (abdomen et région glutéale). L'activité
métabolique des tissus adipeux sous-cutanés dépendrait donc de la région du corps considérée.
Calder et al. (1992) ont, quant a eux, démontré qu’il existe une différence entre différents sites au sein
d’un méme corps, mais seulement pour certains acides gras tels que les acides palmitoléique, oléique et
stéarique. Cependant, Makristathis et al. (2002) ont rapporté qu’il n’y aurait pas de différence significative

entre les diverses régions échantillonnées sur des corps momifiés. Les variations observées dans leur étude
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seraient plutét dues aux conditions environnementales. Il en va de méme pour Ueland et al. (2021) qui
n‘ont pas observé de différence significative entre trois régions anatomiques chez un méme individu

(poitrine, abdomen et cuisses). Il ne semble donc pas y avoir de consensus clair.

Cependant, il existe un consensus sur I'existence de variations dans la composition des tissus adipeux entre
deux individus distincts. En effet, plusieurs facteurs peuvent jouer un réle dans la composition des acides
gras principaux retrouvés dans les triglycérides tels I’age (Bolton-Smith et al., 1997) et le sexe (Heffernan,
1964; Bolton-Smith et al., 1997). La différence entre les hormones sexuelles et la limitation de certains
phénomeénes métaboliques liée a I'dge entrainent des variations dans les concentrations en acide gras

(Bolton-Smith et al., 1997).

L’alimentation d’un individu a aussi un impact direct sur la composition des acides gras présents dans les
tissus adipeux (Ruiz-Gutierrez et al., 1992; Baylin et al., 2002). Les personnes ayant une alimentation faible
en gras saturés et plus élevée en gras mono-insaturés présenteraient un plus grand pourcentage d’acide
oléique (18:1) dans leurs tissus adipeux (Ruiz-Gutierrez et al., 1992). Un autre exemple important en ce
qui a trait a I'alimentation est I'acide linoléique (18:2) qui est I'un des acides gras n’étant pas synthétisé
par le corps. Il provient donc directement de la diete (Malcom et al., 1989). Les quantités retrouvées dans
le corps peuvent donc grandement varier et sont propres a chaque individu. Le régime alimentaire d’'un
individu est donc un facteur important dans la distribution des acides gras saturés et insaturés présents

dans les triglycérides.

1.5 Facteursinfluencant la décomposition

La décomposition est un processus dynamique influencé par divers facteurs qui peuvent perturber la
vitesse de décomposition d’un corps. Deux principaux types de facteurs entrainent ces perturbations;
les facteurs intrinseques et les facteurs extrinséques. Les premiers sont liés directement aux
caractéristiques personnelles d’un individu alors que les seconds sont plutét liés au milieu dans lequel le

corps est retrouvé (Ribéreau-Gayon, 2019).

1.5.1 Facteurs intrinséques

Il existe une variété de facteurs intrinseéques pouvant affecter la vitesse de la décomposition qui doivent
étre pris en considération lors de I'évaluation de I'intervalle post mortem (IPM). L’age, le sexe, la masse

corporelle, la présence de plaies/blessures et la cause du décés sont également des éléments a prendre
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en compte (Zhou et Byard, 2011; Mann et al., 1990; Simmons et Cross, 2012). Cependant, il n’existe pas
de consensus clairs dans la littérature concernant I'impact de ces facteurs sur la vitesse de la
décomposition. Par exemple, selon plusieurs études (Ferreira et Cunha, 2013; Zhou et Byard, 2011; Spicka
et al., 2011; Matuszewski et Konwerski, 2014), une masse corporelle élevée ralentirait la décomposition
alors gu’une masse corporelle faible accélérerait la décomposition. Roberts et al. (2017), ont démontré
dans leur étude que la masse corporelle d’un individu aurait peu voire aucun effet sur la vitesse de la

décomposition.

Des observations contradictoires ont aussi été réalisées en ce qui a trait aux blessures perimortem.
La présence de plaies et traumatismes sur un corps favoriserait I'entrée de bactéries extérieures et la
colonisation des insectes (Zhou et Byard, 2011), conduisant ainsi a une décomposition plus rapide (Mann
et al., 1990). Cependant, selon Cross et Simmons (2010), les blessures causées par une arme a feu

n’affecteraient pas la vitesse de la décomposition.

Enfin, il en va de méme pour les causes du déces qui peuvent affecter de maniere différente la vitesse de
décomposition. Par exemple, les gens décédés des suites d’une maladie infectieuse verront leur
décomposition accélérée étant donnée la présence plus élevée de bactéries ante mortem et la
préexistence de bactéries dans le sang et les organes (Janaway et al., 2009; Zhou et Byard, 2011).
Alinverse, certaines maladies comme le cancer retarderaient la décomposition (Ferreira et Cunha, 2013).
En somme, les facteurs intrinseques ont été moins étudiés que les facteurs extrinseques et donc sont
moins bien compris. Il est cependant clair qu’ils ne peuvent pas étre négligés dans I’estimation de I'lPM

(Ribéreau-Gayon, 2019).

1.5.2  Facteurs extrinseques

Plusieurs variables externes peuvent retarder ou accélérer la décomposition. Parmi celles-ci, le pH du sol
(Gill-King, 1997), les précipitations (Mann et al., 1990), 'humidité (Barton et al., 2013; Cockle et Bell, 2017;
Mann et al., 1990), la température (Barton et al., 2013; Cockle et Bell, 2017; Gill-King, 1997; Mann et al.,
1990; Meyer et al., 2017; Schotsmans et al., 2017; Zhou et Byard, 2011; Janaway et al., 2009) et I'activité
des charognards (Barton et al., 2013; Mann et al., 1990; O’Brien et al., 2017; Janaway et al., 2009) sont
celles les plus souvent mentionnées. L’humidité, la température et l'activité des charognards sont
considérées comme ayant un role déterminant sur la vitesse de la décomposition (Cockle et Bell, 2017;

O’Brien et al., 2017).
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La température ambiante est considérée comme un facteur majeur dans la mesure ou elle influence
directement les processus microbiens internes et externes (Mann et al., 1990). Dans un climat chaud et
tempéré, la décomposition peut commencer aussi rapidement que 4 minutes aprés la mort (Vass, 2001).
Cependant, lorsque les températures sont plus froides, la décomposition est ralentie et peut nécessiter
4 a7 jours (Mann, 1987). L'impact majeur des températures froides sur le processus de décomposition est
la préservation des tissus mous qui se produit lorsque le corps géle. La putréfaction peut étre ralentie
lorsqu’un corps est exposé a des températures inférieures a 4 °C (Micozzi, 1991). La prolifération des
bactéries responsables de la décomposition est alors diminuée, voire arrétée. Lorsque les températures
sont supérieures a 4 °C, 'activité bactérienne est grandissante et les différents processus chimiques et
biochimiques qui se produisent dans le corps peuvent étre réalisés. Cependant, Vass et al. (2002)
ont démontré que la décomposition pourrait se poursuivre a des températures inférieures a 0 °C da a
I"augmentation des concentrations en sels dans le corps lors de la décomposition. L'impact biologique de
températures froides et, plus généralement, de climats froids doit donc faire I'objet de davantage d’études

expérimentales.

L’humidité influence également la vitesse de décomposition. Lorsque le niveau d’humidité est bas,
par exemple dans un désert aride, le corps est soumis au processus de momification rendant les restes
humains beaucoup moins attrayants pour la colonisation des insectes. Il en va de méme pour les corps
momifiés durant I'hiver (Mann et al., 1990). L’absence de charognards invertébrés comme les insectes

ralentit considérablement le processus de décomposition.

L'activité des charognards vertébrés et invertébrés (p. ex. insectes) a aussi un impact important sur la
décomposition d’un corps. Les plus gros animaux comme les félins, les canidés, les rongeurs et les oiseaux
se nourrissent des tissus mous et des os (Mann et al., 1990). De plus, la taille des animaux charognards
semble étre corrélée a leur capacité a dégrader les corps. Plus les animaux sont gros, plus la décomposition
sera accélérée (O’Brien et al., 2017). lls peuvent aussi disperser les ossements (Janaway et al., 2009;
O’Brien et al., 2017). Les insectes jouent également un role prépondérant dans la vitesse de la
décomposition. D’importantes masses d’insectes et/ou de larves peuvent coloniser le corps et consommer

une partie des tissus mous (Mann et al., 1990; Simmons et Cross, 2012; Anderson et al., 2002).

Etant donné I'importance de I'activité des charognards sur la vitesse de décomposition, il convient

d’évaluer adéquatement leur impact. L’activité entomologique varie substantiellement en fonction de la
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localisation géographique et des espéces animales présentes sur le territoire (O’Brien et al., 2017). De plus,
les populations de charognards invertébrés sont aussi influencées par la température. Des températures
quotidiennes moyennes inférieures a 0°C peuvent causer la mort de certaines larves d’insectes,

provoquant un ralentissement de la décomposition (Campobasso et al., 2001).

1.6  Estimation de l'intervalle post-mortem (IPM)

L’estimation du temps écoulé depuis la mort, aussi appelée intervalle post-mortem (IPM), est un des
éléments déterminants dans les enquétes policiéres impliquant la découverte d’un corps ou de restes
humains non identifiés. L’estimation de I'lPM répond a un double objectif ; présenter une estimation du
moment du déces aux enquéteurs et permettre de confirmer ou d’infirmer les alibis d’éventuels suspects
(Madea et Henssge, 2015). Plusieurs méthodes ont été développées au cours des dernieres années afin
de déterminer I'IPM. Cependant, étant donnée l'influence de I’environnement sur la décomposition,
chaque méthode doit étre revue et modifiée pour s’appliquer a une région particuliere. D’ailleurs,
la méthode dite « universelle » élaborée par Vass (2011) s’est avérée non concluante lorsqu’appliquée a

différents types d’environnement (Cockle et Bell, 2015; Marhoff-Beard et al., 2018).

1.6.1 Méthodes thanatologiques d’estimation de I'intervalle post mortem (IPM)

Dans les premiéres heures suivant le déces, I'utilisation des méthodes de thanatologie, réalisées par un
médecin |égiste, est priorisée lors de I'estimation de l'intervalle post mortem (IPM). Ces méthodes se
fondent sur I’'examen visuel et somatique du cadavre, notamment livor, rigor et algor mortis. L’apparition
et la disparition de ces phénomeénes au cours du temps sont bien documentées dans la littérature et
permettent d’estimer I'IPM. Cependant, plusieurs variables environnementales peuvent affecter
I"apparition et la disparition de ces trois phénomenes, telles la température et la diversité microbienne

(Janaway et al., 2009).

Lorsque le coeur cesse de battre, la circulation sanguine est aussi arrétée, entrainant la stagnation du sang
dans les vaisseaux sanguins (Forbes, 2008). Le sang est drainé vers les régions inférieures du corps dii a la
gravité (Janaway et al., 2009; Simmons et Cross, 2012). A ce moment, un changement de couleur de la
peau est observé alors que les surfaces supérieures du corps deviennent translucides et les sections
inférieures deviennent violacées. La perte d’oxygene dans le sang (dissociation entre I'oxygéne et
I’'hémoglobine des globules rouges) est responsable de ce changement de couleur alors qu’il passe du

rouge au violet foncé; pigment caractéristique de la déoxyhémoglobine. (Clark et al., 1997, Forbes, 2008).
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Ces changements de couleur observés sur la peau sont nommés lividités cadavériques (livor mortis)
(Janaway et al., 2009, Forbes, 2008). Ce phénomeéne est observable une a deux heures apres la mort.
Cependant, la fixation de la lividité cadavérique se produit seulement de huit a douze heures aprés le déces
(Di Maio et Di Maio, 2001). Le phénomeéne de fixation de la lividité est engendré par le refroidissement du
corps solidifiant des gras contenus dans le derme entourant les vaisseaux sanguins et donc la coagulation
du sang dans les vaisseaux (Clark et al., 1997). De ce fait, les livor mortis sont un indicateur, parmi d’autres,
de I'IPM. Suivant la fixation, le sang stagne a I'endroit ou il a été fixé, et ce méme lorsque le corps est
bougé. La localisation des lividités sur le corps peut donc aussi aider a déterminer si le corps a été déplacé

apres la mort (Forbes, 2008; DiMaio et DiMaio, 2001).

La rigidité cadavérique, aussi appelée rigor mortis, est un second changement visuel généralement
observé 2 a 3 heures suivant le décés (Forbes, 2008). A ce moment, les muscles et les articulations se
rigidifient et deviennent immobiles di a la gélification du cytoplasme engendré par I'augmentation de
I'acidité du corps (Vass, 2001). La détérioration de I'adénosine triphosphate (ATP) et la formation d’acide
lactique dans les tissus musculaires sont les principaux responsables de ce phénomene (Janway et al.,
2009). La rigidité cadavérique est observable dans tout le corps dans les 12 premiéres heures suivant le
déces jusqu’a 24 a 48h (Janway et al., 2009; Forbes, 2008; Di Maio et Di Maio, 2001). L’apparition et la
disparition de la rigidité cadavérique peuvent toutefois varier selon différents facteurs environnementaux.
A des températures plus froides par exemple, la rigor mortis est accélérée et peut étre prolongée alors
que les températures plus chaudes retardent son apparition (Gill-King, 1997). Il faut donc prendre en
compte ces différents facteurs pour s’appuyer sur la rigor mortis aux fins d’évaluation de I'intervalle post

mortem (Forbes, 2008).

Le troisieme phénomeéne utilisé en thanatologie est celui le plus couramment utilisé pour estimer
I'intervalle post mortem (IPM). Il s’agit du principe de refroidissement du corps aprés la mort appelé algor
mortis. La température moyenne d’un corps est d’environ 37,0 °C (DiMiao et DiMiao, 2001). Aprés la mort,
la température corporelle d’un individu s’abaisse graduellement jusqu’a atteindre la température
ambiante (Forbes, 2008; Simmons et Cross, 2012). Bien que ce phénomene dépende également des
conditions environnementales, il est estimé qu’un corps de taille moyenne refroidira a une vitesse de
0,8 °C par heure dans un climat tempéré (entre 20 et 25 °C) (Janway et al., 2009; Christensen et al., 2019;
Dix et Graham, 1999).
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1.6.2 Méthodes anthropologiques d’évaluation de la décomposition

Afin d’offrir une méthode quantitative, plutét que qualitative, d’estimation de I'intervalle post-mortem
(IPM), Megyesi et al. (2005) ont développé une approche fondée sur |'utilisation des températures
guotidiennes moyennes couplée a une version modifiée du systeme de pointage initialement développé
par Galloway et al. (1989). Il s’agit respectivement de I'utilisation des « accumulated-degree-days » (ADD)

et du « total body score » (TBS).

Les ADD proviennent originalement de la biologie végétale et ont été adaptés a I'étude de la
décomposition humaine par Vass et al. (1992). lIs représentent les unités d’énergie thermique disponibles
pour engendrer les réactions biologiques comme la croissance bactérienne et larvaire (Megyesi et al.,
2005). Bien qu’il n’y ait pas de consensus clair au niveau de la température a laquelle les processus
biologiques et donc la décomposition sont inhibés (Vass et al., 1992; Micozzi, 1991), la température
minimale considérée dans le calcul des ADD est de 0 °C. Celle-ci est considérée comme étant la
température de base, soit celle a laquelle les processus biologiques sont arrétés. Pour déterminer la valeur
de ADD d’un corps, il convient d’additionner les valeurs de températures quotidiennes moyennes a partir
du déces jusqu’a la découverte du corps, de maniére rétrospective. Toutes les valeurs inférieures a zéro

doivent étre considérées comme étant zéro (Megyesi et al., 2005).

Le TBS est une méthode de pointage de la décomposition globale d’un corps a partir d’observations
visuelles. Le pointage est réalisé selon trois régions anatomiques distinctes pour tenter de prendre en
compte les différences de modes et de vitesses de décomposition selon la région considérée. Les régions
anatomiques sont les suivantes : la téte et le cou incluant les vertébres cervicales, le tronc y compris le
thorax, la ceinture pectorale, I'abdomen et le bassin et enfin les membres incluant les mains et les pieds.
Un nombre de points est attribué a chacune des régions en fonction des changements visuels observés
produisant ainsi trois « body scores ». La somme de ceux-ci est ensuite calculée pour obtenir le TBS.
Des tableaux ont été mis sur pied pour chaque région anatomique afin d’associer une valeur de pointage

aux observations visuelles effectuées (Megyesi et al., 2005).

Afin d’estimer l'intervalle post mortem (IPM) a l'aide de la valeur du TBS calculée, la formule

mathématique suivante a été élaborée par Megyesi et al. (2005):

ADD = 10(0,002*TBS*TBS+1.81) + 388 16

16



Grace au TBS, il est possible de déterminer la valeur de I’ADD. Il suffit par la suite d’obtenir les valeurs de
températures quotidiennes moyennes des jours/semaines précédant la découverte du corps et
d’additionner les valeurs en commencant par la journée de la découverte jusqu’a égaliser la valeur de ADD

obtenue (Megyesi et al., 2005).

L'utilisation de I’ADD, bien que controversée dans la littérature scientifique (Marhoff-Beard et al., 2018),
est commune a plusieurs études surtout dans le développement de nouvelles méthodes d’estimation de

I'intervalle post mortem (IPM).

1.6.3 Entomologie forensique

L’entomologie forensique est I'une des méthodes d’estimation de I'intervalle post mortem (IPM) les plus
utilisées lorsque les méthodes de thanatologie ne sont plus applicables soit environ 72 h aprés le déceés
(Vass et al., 2002). Cette branche des sciences forensiques peut étre définie comme la collecte et I'analyse
de différentes informations biologiques provenant des insectes retrouvés sur un cadavre afin d’aider les
enquétes policieres (Gennard, 2012, chap. 1; Amendt et al., 2011; Erzinglioglu, 2003). Il existe
deux méthodes généralement utilisées afin d’estimer I'intervalle post mortem (IPM) a l'aide des insectes
(Catts et Goff, 1992; Gennard, 2012; Amendt et al., 2011; Erzinglioglu, 2003; Amendt, 2018; Amendt et al.,
2004).

Une premiere méthode d’estimation de I'lPM se fonde sur le calcul de I’age des larves colonisant le corps
permettant de déterminer le temps minimum depuis le décés (MTD) (Amendt et al., 2011; Erzinglioglu,
2003). Généralement, les insectes nécrophages sont rapidement attirés par un corps frais. Les premiers
arrivés sont normalement les mouches (Diptera), plus précisément les Caliliphoridea qui viennent pondre
leurs ceufs (Amendt et al., 2011; Catts et Goff, 1992; Amendt et al., 2004). En estimant I'dge de I'insecte le
plus agé se développant sur le corps au moment de sa découverte, il est possible de calculer le moment
approximatif de la colonisation du corps (premiére ponte d’'ceufs) et, donc le moment du déces.
Cette estimation permet d’obtenir un intervalle post mortem minimal (IPMmi). Il est important de noter
gu’il ne s’agit pas nécessairement du réel temps depuis la mort (Amendt et al., 2011; Amendt et al., 2004).
Un autre facteur important a prendre en considération avec cette technique d’estimation de l'intervalle
post mortem est la température. Il est primordial de reconstituer les températures moyennes sur la scéne
de crime avant la découverte du corps (Amendt et al., 2011; Erzingliogle, 2003). De plus, il est aussi

important d’identifier adéquatement les espéces retrouvées sur un corps puisque leur rythme de
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développement peut grandement varier (Anderson et Cervenka, 2002; Amendt et al, 2011).
Cette méthode d’estimation de l'intervalle post mortem (IPM) peut donc étre influencée par une

multitude de facteurs.

Une autre méthode consiste en I'analyse de I’'ensemble des insectes sur un corps lors de sa découverte en
se fondant sur la succession des insectes au cours du temps. Différents types d’insectes sont attirés par un
cadavre a différents moments lors de la décomposition (Amendt et al., 2011; Erzingliogle, 2003).
Certains insectes vont coloniser le corps afin de se nourrir des tissus alors que d’autres seront attirés par
les insectes sur le corps a titre de prédateur produisant ainsi ce qu’on appelle la succession d’insectes
(Amendt et al., 2011; Catts et Goff, 1992; Amendt et al., 2004). Cette méthode permet d’obtenir un
intervalle post-mortem minimal (IPMn) et non la date exacte du déces. Les limitations de cette approche
doivent toutefois étre mentionnées. La premiere est I'impact majeur de I’'environnement sur la succession
des insectes. Chaque environnement présente des insectes différents et I'ordre d’arrivée des insectes
voire le type d’insectes peut varier d’un endroit a un autre. Il est donc capital d’avoir une connaissance
précise des données entomologiques propres a I’environnement considéré, dans le cadre d’'une enquéte
criminelle. D’autres parametres tels que la maniére dont le corps a été disposé (enterré ou non, intérieur
vs extérieur), la période de I'année, etc. exercent aussi une influence importante sur les espéces colonisant
un corps (Amendt et al., 2011; Gennard, 2012). Cette méthode d’estimation de I'lPM doit donc étre utilisée
avec précaution et de maniére combinée a d’autres approches, telles que I'anthropologie forensique,

la microbiologie et la chimie.

1.7 Lataphonomie humaine au Canada : état des connaissances

Le processus de décomposition d’un corps dans le climat froid canadien n’est pas bien compris (Cockle et
Bell, 2017). La majorité des études disponibles dans la littérature ont été menées dans des environnements
ou le climat est beaucoup plus chaud qu’au Canada (p. ex. Tennessee aux E.-U. et New South Wales en
Australie). Il y a actuellement 12 sites de recherche sur la décomposition humaine dans le monde.
Parmi ceux-ci, neuf se trouve aux Etats-Unis, un en Australie, un aux Pays-Bas et un au Canada. Ce dernier
est situé au Québec dans la région administrative du Centre-du-Québec. Ce site, le site de Recherche en
Sciences Thanatologiques [Expérimentales et Sociales] (REST[ES]), a ouvert en aolt 2020. Il s’agit du
premier a permettre la recherche sur la décomposition de corps humains au Canada, mais aussi dans un
climat froid et tempéré (Pecsi et al., 2020). Ce site vise a pallier les lacunes dans I'état des connaissances

actuelles sur les études menées dans ce type d’environnement.

18



Des études rétrospectives de cas a partir de photos de corps et/ou de rapports d’autopsie ont été réalisées
dans les dernieres années afin d’évaluer la décomposition humaine au Canada. L'une des premiéres études
de ce genre a été menée par Komar (1998) ol 20 cas ont été analysés. Cependant, cette étude comporte
un certain nombre de limites. Tout d’abord, 18 des 20 cas inclus dans I’étude ont été retrouvés dans I’eau,
ce qui porte a réfléchir sur la pertinence des résultats de I'étude concernant des scénarios terrestres.
D’autres études rétrospectives ont été réalisées par la suite en se concentrant exclusivement sur la
décomposition en milieu aquatique (Hobischak et Anderson 1999; Petrik et al. 2004). Récemment,
Cockle (2013) et Cockle et Bell (2015, 2017) ont publié des études rétrospectives de scenes de crime dans
plusieurs endroits au Canada pour tenter de mieux appréhender la décomposition terrestre du pays.
Dans I’ensemble, ces études ont permis de démontrer le manque flagrant de connaissance dans le
domaine en plus de mettre en lumiere des différences importantes entre la décomposition de corps
humains au Canada et celle rapportée dans des climats différents. Par exemple, le début de la putréfaction
serait retardé en comparaison a d’autres régions du monde étudiées (Cockle, 2013; Cockle et Bell, 2017).
De plus, Cockle et Bell (2015) ont estimés que les techniques dites « universelles » ne s’appliqueraient pas
au climat canadien et ont démontrés que des méthodes régionales d’estimation de l'intervalle post
mortem (IPM) devaient étre développées afin de tenir compte des variations environnementales et

climatiques des différentes régions au sein du Canada.

Plusieurs études sur des modeéles animaux non humains, notamment des cochons (Sus scrofa domesticus),
ont en revanche été réalisées. La majorité de ces études ont cependant trait a I'entomologie forensique
plutdt qu’a I'étude des tissus humains (Cockle, 2013). A ce jour, une seule étude sur la dégradation des
lipides a été conduite au Canada. Comstock (2014) a analysé la présence d’acide gras dans les tissus et les
fluides produits lors de la décomposition de carcasses de cochon en présence et absence d’insectes.
Aucun acide gras pertinent n’a été identifié dans cette étude comme pouvant constituer un indicateur de
I'IPM. Des études expérimentales avec des corps humains ont été recommandées pour confirmer ou
infirmer les résultats obtenus (Comstock, 2014). De plus, 'utilisation de cochons comme analogue aux
humains est de plus en plus critiquée. Les carcasses de cochons se décomposent de maniere différente
aux corps humains dans un méme environnement en raison des variations entre les bactéries

gastro-intestinales et les charognards (Dautartas et al., 2018; Connor et al., 2018).
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Les connaissances limitées sur la décomposition humaine au Canada soulignent la nécessité de développer
des méthodes d’estimation de I'intervalle post mortem (IPM) fiables et précises fondées sur des études

utilisant des corps humains, c’est pourquoi la présente étude a été menée sur le site de REST[ES].

1.8 Buts et objectifs de I'étude

Afin de pallier les problématiques soulevées, cette étude sur la décomposition de corps humain a été mise
sur pied. Le but principal de celle-ci est d’évaluer le potentiel des lipides en tant que biomarqueurs pour
estimer l'intervalle post mortem (IPM) dans le climat continental froid avec un été tempéré du sud du

Québec (Berteaux et al., 2014). Ce but a permis de soulever les quatre questions de recherche suivantes :

1. Quelle est I'influence du climat québécois sur la décomposition des tissus adipeux humains
(p. ex. peau, muscles, gras)? (Chapitre 4)

2. Quelles sont les concentrations des acides gras saturés et insaturés retrouvées dans les tissus
adipeux durant les différents stades de décomposition? (Chapitre 5)

3. Existe-t-il une corrélation entre les concentrations mesurées et I'intervalle post-mortem (IPM)?
(Chapitre 5)

4. Si une telle corrélation existe, quels sont les acides gras pouvant étre utilisés a titre de

biomarqueurs afin d’estimer I'intervalle post mortem (IPM)? (Chapitre 5)

Dans le but de répondre a ces questions, la décomposition de six donneurs a été étudiée sur le site de
REST[ES]. Tout d’abord, I’évolution de la décomposition des donneurs et plus particulierement des tissus
mous a été évaluée par la prise de notes et de photographies de tous les changements visuels observés.
Des échantillons de tissus mous (p. ex. peau, muscles, gras) ont aussi été collectés et subséquemment
analysés en laboratoire en chromatographie gazeuse ( « Gas chromatography » (GC)). Les concentrations
en acides gras saturés et insaturés ont ainsi pu étre mesurées. Enfin, des analyses statistiques ont permis
de mettre en lumiere la présence de corrélations entre les données recueillies en plus de permettre

I'identification d’acides gras ayant un potentiel pour I’estimation de I'lPM.
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CHAPITRE 2
METHODOLOGIE

Ce projet de recherche est divisé en deux sections distinctes, soit les travaux réalisés sur le terrain afin
d’étudier le processus de décomposition des corps humains (Sections 2.1 et 2.2), et ceux effectués en

laboratoire pour I'analyse des tissus humains prélevés (Sections 2.3 a 2.5).

2.1  Travaux de terrain sur le site de Recherche en Sciences Thanatologiques [Expérimentales et Sociales]
(REST[ES])

Toutes les recherches sur des corps humains de ce projet ont été réalisées sur le site de Recherche en
Sciences Thanatologiques [Expérimentales et Sociales] (REST[ES]) sur une période d’un an, soit d’ao(it 2020
a ao(t 2021, ou six donneurs ont été étudiés. Ce projet a été approuvé par le sous-comité d’éthique du
laboratoire d’enseignement et de recherche en anatomie (SCELERA) de I’Université du Québec a

Trois-Riviéres (UQTR) (Numéro de certificat : CER-09-148-06.05).

2.1.1 Aménagement du site REST[ES]

Le site de REST[ES] est situé dans le parcindustriel et portuaire de Bécancour a Bécancour, Québec, Canada
a environ 12 km du campus de 'UQTR. Le terrain sur lequel le site est situé est composé d’une jeune forét
tempérée mixte (30 a 50 ans) dominée par des érables et des épinettes blanches (Pecsi et al., 2020). Le site
est donc partiellement ombragé. Le sol a une texture sablo-limoneuse et présente une faible pente (< 2 %).
Le site, de 40 m x 40 m, est délimité par une cloture anti-escalade de 2 metres de haut, équipée de fil de
fer barbelé, d’une toile d’ombrage bloquant la vue ainsi que d’une cloture électrique (Figure 2.1).
Cette installation permet de bloquer I'accés a tout individu non autorisé, mais aussi aux animaux de grande

et moyenne taille qui pourraient étre attirés par les corps comme les ours et les coyotes (Pecsi et al., 2020).



Figure 2.1 Entrée sécurisée du site de Recherche en Sciences Thanatologiques [Expérimentales et Sociales]
(RESTI[ES]) et sa cl6ture électrique.

Une station météorologique HOBO équipée d'un enregistreur de données Hobo U30 No Remote
Communication (OneTemp) est installée a I'intérieur du site afin d’enregistrer la température ambiante
quotidienne (°C), les précipitations (mm) (pluie seulement), I'lhumidité relative (%), la radiation solaire
(W/m?), la vitesse (m/s) et la direction du vent chaque heure. Seules la température et les précipitations
ont été prises en considération pour la présente étude. Les valeurs de température ont été transformées
en ADD (Section 1.6.1). L'utilisation des ADD est particulierement utile afin de comparer la décomposition

durant différentes saisons (Megyesi et al., 2005; Michaud et Moreau, 2011).

2.1.2  Donneurs étudiés sur le site REST[ES]

Tous les donneurs ont d’abord été recus au laboratoire d’anatomie de I'UQTR. La procédure de don de
corpsy est supervisée par le personnel du laboratoire. Suivant le décés d’un individu, celui-ci a rapidement
été transporté au laboratoire d’anatomie ou la prise de données et des tests sérologiques ont été réalisés.
Durant cette période, les corps ont été conservés dans le réfrigérateur du laboratoire afin de limiter la
décomposition. Les corps ont ensuite été transportés au site de REST[ES] par le salon funéraire mandaté
par 'UQTR. Une fois arrivé sur le site, les corps ont immédiatement été positionnés sur le sol aux endroits
désirés sur des parcelles de terrain de 3 m x 3 m. Tous les corps étudiés dans la présente étude étaient nus
et déposés sur le dos. Seule une cage anti-charognards (Figure 2.2) a été placée par-dessus les corps dans
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le but de préserver leur intégrité en empéchant I’accés, la consommation et I'éventuelle dispersion des
membres ou restes osseux par les charognards (Pecsi et al., 2020). Cette cage permet cependant aux
insectes d’accéder aux corps pour ne pas interférer avec le processus naturel de décomposition dans

lequel les insectes jouent un réle majeur (Section 1.5.2).

Figure 2.2 Cage anti-charognards déposée sur un donneur pour éviter la perturbation de la décomposition
par les charognards vertébrés.

Lors de chaque visite sur le site pour la collecte d’échantillons (Section 2.2), les changements visuels
observés sur chaque donneur ont été compilés via la prise de notes et de photographies afin de suivre
I’évolution de la décomposition au cours du temps. Ces observations incluent tout changement de couleur,
le gonflement ou « dégonflement » du corps, la présence de ruptures post mortem de la peau et
I’exposition d’ossements. La présence, le type et I'abondance des insectes ont aussi été compilés a chaque
visite. Toutes autres informations pertinentes pouvant permettre de suivre I'évolution de la
décomposition ont été prises en note. Cela a par la suite permis d’attribuer un ou plusieurs stades de
décomposition aux donneurs (décomposition différentielle). L’attribution des stades a été effectuée par
un consensus d’au moins deux personnes pour chaque jour d’échantillonnage. Le tableau 2.1 présente les
cing stades de décomposition utilisés et leurs caractéristiques respectives qui ont été mis en place pour
cette étude. Ces stades ont été développés en se basant sur la littérature scientifique (Payne, 1965;
Gill-King, 1997; Clark et al., 1997; Megyesi et al., 2005; Carter et al., 2007; Forbes, 2008; Janaway et al.

2009; Ribereau-Gayon, 2019) et ont été adaptés aux observations de terrain faites durant cette étude.
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Tableau 2.1 Stades de décomposition et modifications taphonomiques leur étant associées, présentés par
ordre chronologique selon leur ordre d’apparition observé sur les corps

Stades de
décomposition

Modifications
taphonomiques

Descriptions des modifications taphonomiques

Autodestruction des cellules par autodigestion

Autolyse enzymatique
Livor mortis Fixation du sang dans les vaisseaux sanguins
Frais
Rigor mortis Rigidification des muscles et des articulations
Algor mortis Refroidissement du corps aprés le décés
Putréfaction Dégradation des macromolécules du corps par
I'action de bactéries anaérobies
« Marbling » Coloration verte/noire des vaisseaux sanguins
, Décoloration Changement de couleur de la peau pouvant passer
Gonflé du vert au bleu/mauve
« Bloating » Gonflement des tissus mous suivant I'accumulation
de gaz internes
« Purging » Relachement de fluides corporels par les orifices
naturelles (bouche, oreilles et anus)
Détachement des premiéres couches de peau
« Blistering » et (épiderme), sous forme de bulles d’abord
« skin slippage » (« blistering ») puis par « lambeaux » (« skin
slippage »)
Actif

Activité
entomologique*

Liquéfaction

Consommation des tissus mous par les insectes
(larves et adultes)

Liquéfaction des organes internes et des tissus
mous
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Stades de Modifications

. . . Descriptions des modifications taphonomiques
décomposition taphonomiques

Asséchement Tissus mous d'apparence séche et déshydraté

, ) Tissus de couleur allant de I'orange au brun/noir,
i . Décoloration . .
Dessiccation semblable a du cuire

. Déshydration compléte des tissus mous qui
Momification ) .
engendre la préservation du corps

. , Partielle ou compléte, selon la présence ou
Exposition d'os , .
I'absence de tissus mous

Maintien des connexions anatomiques par les

Squelettisation Squelette articulé .
ligaments et tendons
Squelette Pertes des connexions anatomiques par
désarticulé dégradations des ligaments et tendons

* |’activité entomologique n’est pas une modification taphonomique du corps, mais plutot un indicateur
du stade de décomposition « actif » a des températures supérieures au point de congélation. De plus,
les insectes ont été inclus dans ce tableau puisqu’ils jouent un réle moteur dans la décomposition.

Les corps de six donneurs ont été étudiés pour ce projet de recherche. lls ont été placés sur le site de
REST[ES] a différents moments : donneurs 1 et 2 a I'été 2020, donneurs 3 et 4 a 'automne 2020 et
donneurs 5 et 6 au printemps 2021. Il est possible de diviser les six donneurs en trois catégories distinctes
(été 2020, automne 2020 et printemps 2021) qui permettront d’évaluer 'influence de ces trois saisons sur
la décomposition. Toutes les informations personnelles et médicales pertinentes pour chacun des

donneurs sont présentées dans le tableau 2.2.
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Tableau 2.2 Informations personnelles relatives aux six donneurs étudiés

Date d'arrivée du Indice de

Identifiant du | Date du décés corps sur le site Age Sexe Poids | Taille masse Cause du déces

donneur (jj/mm/aaaa) de RESTES (ans) (kg) (m) corporel
(jj/mm/aaaa) (IMC)

1 05/08/2020 10/08/2020 55 M 68 1,72 22,9 Asphyxie par pendaison

2 07/08/2020 10/08/2020 71 M 70 1,73 23,3 Cirrhose hépatique, insuffisance rénale
anurique

3 27/09/2020 28/09/2020 69 54 1,65 19,8 Syndrome parkinsonien

4 04/10/2020 05/10/2020 79 79,4 1,52 34,1 STEMI inférieure [infarctus aigu du
myocarde inférieur avec élévation du
segment ST], Démence vasculaire,
Multiples AVC [accident vasculaire
cérébral], MCAS [maladie coronarienne
athérosclérosante]

5 10/05/2021 11/05/2021 77 M 79,5 1,77 25,2 Mélanome métastatique de stade IV
pulmonaire, cérébral, osseux, musculaire,
surrénal et hépatique

6 21/06/2021 23/06/2021 91 M 80 1,70 27,6 Cancer métastatique du poumon et

de la prostate




2.2 Echantillonnage des tissus mous des donneurs

Deux régions anatomiques ont été ciblées pour ce projet, soit I'abdomen (A) et les cuisses (C). Cela a pour
but d’évaluer I'impact de ces régions sur la distribution des acides gras contenus dans le corps. Celles-ci
ont été choisies pour comparer le haut et le bas du corps et pour leur importante abondance de tissus
mous. De plus, pour chacune des régions, des prélevements a gauche et a droite du corps ont été effectués
(droite et gauche de I'abdomen et cuisse droite et gauche) pour un total de quatre échantillons par

donneur (Figure 2.3) par jour d’échantillonnage.

@ ___,/"‘"“—F/V/
I N

Figure 2.3 Schéma présentant les différentes zones de collecte de tissus mous; AD) abdomen droit;
AG) abdomen gauche; CD) cuisse droite et CG) cuisse gauche.

Pour I'échantillonnage des cuisses, les prélevements de tissus mous ont été réalisés a 'extérieur des
cuisses (antérolatéral) pour les donneurs 1, 2, 4 et 5. Seuls les donneurs 3 et 6 ont d{i étre échantillonnés
a l'intérieur des cuisses (antéromédial) en raison de la position de leurs jambes qui ne permettaient pas la

collecte d’échantillon sur I’extérieur des cuisses.

L’échantillonnage des tissus mous pertinents pour la présente étude, soit le gras et les muscles, a été
réalisé a I'aide d’une aiguille de biopsie. Pour ce faire, un instrument Bard® Magnum® (Bard Care,
Baltimore, E.-U.) muni d’aiguilles jetables Bard® Magnum® (14 g x 10 cm) (Bard Care, Baltimore, E.-U.)
a été utilisé. Il s’agit d’une méthode peu invasive qui permet le préléevement d’une quantité adéquate de
tissus mous (~ 25 mg) pour leur analyse ultérieure en laboratoire (Sections 2.3 et 2.4). Cette méthode
permet de limiter au maximum les dommages engendrés au corps susceptibles de perturber la
décomposition. L’utilisation d’une aiguille de biopsie permet aussi de collecter des échantillons a

différentes profondeurs et dans plusieurs directions permettant I'accés aux tissus ciblés qui varie en
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fonction des donneurs et de la région anatomique échantillonnée. Par exemple, lorsque la couche de gras
sous-cutané est plus épaisse (p. ex. personne obeése), il est tout de méme possible d’obtenir une certaine
quantité de muscle en effectuant un prélevement plus profond avec l'aiguille. De plus, I'épaisseur des
couches de gras peut varier au cours de la décomposition due a la liquéfaction des tissus mous. L’aiguille
de biopsie permet donc de pallier ces variations inter- et intra-individuelles et d’obtenir des échantillons

contenant tous les tissus mous pertinents pour I'étude.

Avant le premier échantillonnage, une incision ~ 1 cm a été réalisée sur la surface de la peau du donneur
(épiderme et derme) a I'aide d’un scalpel. L'aiguille de biopsie a ensuite été insérée jusqu’aux tissus
adipeux (hypoderme) et muscles en vue d’effectuer les prélevements. Afin de s’assurer de la
représentativité de I'échantillon, un total de trois prélevements consécutifs a été réalisé pour chaque
incision et mis dans un vial dument identifié. Par la suite, I'aiguille de biopsie a été nettoyée avec de

I’acétone entre chaque région anatomique. Des aiguilles différentes ont été utilisées pour chaque donneur

afin de limiter le risque de contaminations croisées. Les échantillonnages ultérieurs ont été effectués dans
la méme incision lorsque possible. Dans les cas ou cette derniére n’était plus utilisable
(p.ex. décomposition trop avancée dans la région étudiée), une nouvelle incision a été réalisée dans un

rayon de moins de 5 cm de la premiére.

Des échantillons ont été collectés quotidiennement pour tous les donneurs du jour O au jour 14.
Des échantillons ont ensuite été prélevés tous les deux jours pour les deux semaines suivantes (jours 15 a
28). Par la suite, selon I’évolution de la décomposition, la fréquence des prélevements a été diminuée a
une fois par semaine ou toutes les deux semaines, en fonction de la quantité restante de tissus mous.
Les derniers échantillonnages ont été réalisés jusqu’a ce qu’il ne reste plus de tissus mous. Pour les
donneurs 1, 2, 3, 4 et 6, ces prélevements ont respectivement été réalisés aux jours 70, 70, 282, 324 et 63,
suivant leur arrivée sur le site. Pour les donneurs 3 et 4, des échantillons ont été collectés a I'automne
2020 et au printemps 2021. Les corps ont passé I'hiver sous la neige, sans intervention humaine,
afin d’observer I'évolution de la décomposition durant cette saison. Pour le donneur 3, le dernier
prélevement pour I'automne 2020 a eu lieu au jour 50 suivant son arrivée sur le site REST[ES]. Le premier
prélevement au printemps a, quant a lui, eu lieu au jour 226. Pour le donneur 4, cela correspondait aux
jours 43 et 219 respectivement. Enfin, pour le donneur 5, les derniers échantillons pour les deux régions
anatomiques n’ont pas été effectués au méme moment, soit au jour 78 pour I'abdomen et 106 pour les

cuisses en raison de la décomposition plus rapide de I'abdomen de ce donneur.
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2.3 Préparation des échantillons en laboratoire

Les échantillons de tissus mous collectés sur le site de REST[ES] ont été apportés au laboratoire de la Chaire
de recherche du Canada 150 en thanatologie forensique de 'UQTR et conservés dans un congélateur a
— 18 °C dans des vials en verre. Les échantillons ont par la suite été lyophilisés moins de deux semaines
apreés leur collecte. La lyophilisation permet d’éliminer I'eau contenue dans les tissus mous par sublimation
et ainsi ralentir la poursuite de la décomposition (Shoffner et Brittingham, 2013). Pour ce faire,
les échantillons ont été mis dans I'azote liquide pendant 10 secondes. Par la suite, ils ont été installés sur
un lyophilisateur Labcono FreeZone 4.5 (Labcono, Kansas City, E.-U.) a une pression de 0,120 mbar et une
température de — 55°C pendant 48 h. Une fois lyophilisés, les échantillons ont été conservés au

réfrigérateur (4 °C) jusqu’a leur analyse par chromatographie gazeuse (GC).

Avant d’étre injectés dans un chromatographe en phase gazeuse (GC), les échantillons ont subi un
processus de dérivatisation des acides gras. Le protocole appliqué présente quelques modifications par
rapport a celui proposé par Luong et al. (2017). Tout d’abord, pour chaque échantillon, 6 mg de tissus
mous préalablement lyophilisés ont été ajoutés a 2 mL de n-hexane de grade HPLC (Sigma-Aldrich, Oakville,
Canada) (solution meére). L’échantillon a ensuite été plongé dans un bain ultrason pendant 20 minutes.
Cette solution a été analysée en triplicata. Pour chaque répliqua, 500 pL de la solution mere ont été filtrés
a travers un filtre de seringue en PTFE de 0,2 um (Thermo Fisher Scientific, Walthman, E.-U.) et ajoutés
dans un vial de GC. A ce filtrat a été ajouté un standard interne, soit 0,25 mL d’une solution de 100 ppm
de cholestérol-d; (Avanti Polar Lipids, Birmingham, E.-U.) préparé dans le n-hexane. Cette solution fille a
ensuite été séchée a 40 °C sous un faible jet d’azote pendant environ 10 minutes. Une fois sec, I’échantillon
a été reconstitué dans 40 pL de 'agent de silylation BSTFA+ 1% TMCS (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) et
10 pL d'acétonitrile de grade HPLC (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada). La solution a été passée au vortex
pour assurer un mélange adéquat et chauffé pendant 30 minutes a 100 °C dans un vial bouché pour
compléter la dérivatisation. Une fois refroidi, I’échantillon a été transféré dans un insert de vial GC et

analysé en chromatographie gazeuse (GC).

La dérivatisation chimique est une réaction essentielle de cette méthode d’analyse. Elle permet de
modifier les caractéristiques chimiques des acides gras a I'aide d’un agent actif. Il est alors possible
d’analyser les composés d’intérét par chromatographie gazeuse. La dérivatisation des acides gras permet,
entre autres, d’augmenter leur volatilité, en limitant les interactions dipole-dipole, d’augmenter leur

stabilité thermique et de diminuer leur réactivité en les rendant moins polaires. De plus, la dérivatisation
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chimique permet d’améliorer considérablement la forme des pics chromatographiques permettant
I’'obtention d’une meilleure résolution dans les chromatogrammes (Michel, 2010; Sigma-Aldrich Co., 1997).
L'utilisation du BSTFA + 1% TMCS dans cette méthode permet de silyler les acides gras (RCOOH) afin de

former les esters triméthylsilylés (RCOOTMS) correspondants (Figure 2.4).

Pour le BSTFA:

CH; CH3 X =—CF3=G=N—Si(CHs)s
CHs &+ }( & CHs o
Acide gras —Q + HyC-§i-X ———> [Acide gras —Q‘S,i'xl — > Acidegras —0-S§i-CH3 + HX
H CH H CH CH,
~ 3 Pour le TMCS:
X=-cl

Figure 2.4 Equation de la dérivatisation des acides gras en leur esters triméthylsilylés.

Lors de la silylation, I’hydrogene actif des acides gras (-COOH) est remplacé par un groupement silylé
(- COOSiMes) via une attaque nucléophile bimoléculaire (Sn2) (Michel, 2010). La dérivatisation sera
compléte si la basicité du groupement partant du composé silylé (X) est plus faible que celle du
groupement entrant (-COO). Le groupement partant doit aussi étre en mesure de stabiliser une charge
négative dans I'état de transition et n’avoir peu ou pas tendance a faire des liaisons  avec I'atome de
silicium. L'ajout de TMCS agit comme catalyseur en permettant d’augmenter la réactivité du BSTFA.

Enfin, I'ajout d’une faible quantité d’acétonitrile permet de faciliter la réaction (Sigma-Aldrich Co., 1997).

Des standards d’acides gras ont aussi été utilisés d’abord dans le but de développer une méthode de
détection et d’identification des acides gras par chromatographie gazeuse en tandem couplé a la
spectrométrie de masse a temps de vol (GC x GC-TOF-MS) et par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS). Les standards d’acides gras ont ensuite permis de réaliser des courbes
d’étalonnage permettant la quantification des acides gras dans les échantillons collectés sur le site de
REST[ES]. La méthode de dérivatisation présentée ci-dessus a aussi été utilisée pour toutes les analyses
effectuées avec ces standards. Les acides gras standards suivants ont été utilisés : I'acide laurique,
I'acide palmitoléique (Acros Organics, New Jersey, E.-U.), 'acide myristoléique, I'acide palmitique,
I'acide linoléique, I'acide oléique, I'acide stéarique, I'acide arachidique (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada)

et I'acide myristique (TCI America, Portland, E.-U.).
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2.4 Analyse par chromatographie gazeuse (GC)

Des analyses en chromatographie gazeuse (GC) ont été réalisées afin d’étudier les acides gras pertinents
de cette étude. Deux chromatographes gazeux différents ont été utilisés et une méthode de séparation et

d’identification des acides gras a été développée avec chacun d’eux (Section 3.2.1).

Le premier appareil utilisé est un chromatographe gazeux en tandem couplé a un spectrométre de masse
a temps de vol (GC x GC-TOF-MS) alors que le second est un chromatographe gazeux couplé a un
spectrométre de masse (GC-MS). Le principe général de ces deux appareils est le méme soit la séparation
de composés volatils ou semi-volatils constituant un échantillon (liquide ou gazeux) (Niessen, 2001).
Pour ce faire, les composés sont d’abord vaporisés dans la chambre de vaporisation du port d’injection de
I"appareil avant d’entrer dans la colonne chromatographique. Un gaz porteur (usuellement I'hélium),
faisant office de phase mobile, permet I’élution (c.-a-d. le transport) des composés a travers la colonne.
Il s’agit généralement d’'une colonne capillaire dont un mince film de liquide (quelques dixiemes de
micrometres d’épais) tapisse les parois. |l s’agit de la phase stationnaire. Celle-ci permet la séparation des
composés grace a leur interaction avec les constituants de la phase stationnaire contenue dans la colonne
capillaire (Skoog et al., 2013). Plus les affinités entre un analyte et la phase stationnaire sont grandes,
plus I'analyte est retenu dans la colonne. Ces différences d’affinité permettent ainsi de séparer les
constituants d’un échantillon. Chaque composé a un temps de rétention (tg) qui lui est propre en fonction
du type de colonne utilisé et des parameétres instrumentaux (température du four, débit du gaz porteur,
etc.) (Niessen, 2001). Chaque composé est ensuite introduit dans un détecteur, généralement un
spectromeétre de masse (MS). En résultante, une représentation graphique constituée de plusieurs pics,
aussi appelée chromatogramme, est obtenue. L’intensité de chaque pic est représentative de la
concentration du soluté en fonction du temps d’élution de chaque constituant de I’échantillon initial
(Skoog et al., 2013). En combinant la chromatographie gazeuse (GC) a la spectrométrie de masse (MS)
(Figure 2.5), les constituants d’un échantillon, préalablement séparés en GC, seront subséquemment
analysés en MS ou ils seront ionisés dans la source d’ionisation puis séparés par des analyseurs. Le spectre
de masse de chaque analyte sera alors obtenu et ceux-ci pourront ainsi étre adéquatement identifiés

notamment grace a la mesure de leur rapport masse sur charge (m/z) (Niessen, 2001).
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Chromatographe gazeux (GC)
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Figure 2.5 Schéma simplifié d’un chromatographe gazeux couplé a un spectromeétre de masse (GC-MS).

La principale différence rencontrée dans le fonctionnement d’un GC x GC-TOF-MS est la présence d’une
seconde colonne capillaire avant l'entrée des analytes dans le MS (chromatographie gazeuse
bidimensionnelle). Les deux colonnes utilisées ont des phases stationnaires (polarité) différentes et
séparent les constituants d’un échantillon de maniére indépendante (séparation orthogonale) (Skoog
et al., 2013). Un modulateur de température ou de débit est retrouvé a la sortie de la premiére colonne
afin de contréler le débit des analytes entrant dans la seconde colonne. La température du modulateur
peut étre ajustée tout comme celle du four secondaire dans lequel se trouve la deuxieme colonne. Une fois
sorties de la colonne secondaire, les analytes peuvent étre introduits dans le spectrométre de masse
(Figure 2.6). Le chromatogramme résultant est quant a lui représenté en trois dimensions considérant que
chaque constituant d’un échantillon a un temps de rétention pour chaque colonne (dimension 1 et 2)
(Liu et Phillips, 1991). L’avantage principal de la chromatographie gazeuse bidimensionnelle (GC x GC) est
la séparation de composés qui co-éluent (pics superposés) en chromatographie gazeuse a une dimension

(GC) (Patrushev, 2015).

Une autre différence importante rencontrée pour le GC x GC-TOF-MS est le type d’analyseur de cet
appareil. Les spectrometres de masse d’un GC-MS sont généralement munis d’un analyseur a balayage,
soit le quadripOle. Il est constitué de quatre électrodes cylindriques qui créent un champ quadripolaire
linéaire de radiofréquences. Ce champ permet de séparer les ions en fonction de la stabilité de leur
trajectoire qui est directement liée a leur rapport m/z. Dans le cas d’'un GC x GC-TOF-MS, un analyseur a
temps de vol (TOF) est plutot utilisé. Un faisceau ionique pulsé entre dans I'analyseur et les ions sont
séparés en fonction du temps requis pour que ceux-ci parcourent une distance fixe jusqu’au détecteur.

Puisque les ions entrent dans I’analyseur ont la méme énergie cinétique (E=1/2mv?), le temps de vol de
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ces derniers est inversement proportionnel a leur masse (Skoog et al., 2013). Les TOF-MS ont pour
avantages d’étre simples et robustes, d’avoir une gamme de masse quasi illimitée et d’offrir une vitesse
de balayage tres rapide. Ces caractéristiques permettent ainsi de mesurer un plus grand domaine de masse
par unité de temps, ce qui est particulierement important en GC x GC, car le modulateur produit des pics
étroits en grande quantité et le détecteur doit étre efficace pour balayer ces pics a une vitesse adéquate.
Pour ces raisons, le GC x GC-TOF-MS est souvent utilisé pour surmonter les limites d’un GC-MS
pour I'analyse d'échantillons complexes contenant une large gamme dynamique de composés

(Skoog et al., 2013; Brais et al., 2021).

Chromatographe gazeux en tandem (GC x GC)

/I Port d'injection \

Four primaire

s N

Four
secondaire Spectrométre
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temps de vol

(TOF-MS)

1&r= colonne capillaire

2¢me colonne capillaire
(1¢r dimension) u (2¢me dimension)
\ Modulateur / \ /

Figure 2.6 Schéma simplifié d’un chromatographe en tandem couplé a un spectrométre de masse a temps
de vol (GC x GC-TOF-MS).

241 GCxGC-TOF-MS

Une premiére méthode d’analyse des acides gras a été développée a I'aide d’un chromatographe gazeux
en tandem couplé a la spectrométrie de masse a temps de vol (GC x GC-TOF-MS) Pegasus® BT 4D (LECO,
Mississauga, Canada) avec modulateur thermique muni d’un systeme d’injection automatique Agilent
Technologies (Santa Clara, E.-U.). Les colonnes capillaires Rxi-624Sil MS (30 m x 0,25 mm x 1,4 um, Agilent
Technologies, Santa Clara, E.-U.) et Stabilwax (2 m x 0,25 mm x 0,25 pum, Restek, Bellefonte, E.-U.) ont été
utilisées pour la premiere et seconde dimension, respectivement. La premiére a une polarité moyenne
alors que la seconde a une polarité élevée. L'appareil employé posséde aussi une source d’ionisation par
impact électronique (El) et un analyseur a temps de vol. Les parametres utilisés pour les analyses sont

présentés dans le tableau 2.3. La rampe de température optimisée est présentée a la section 3.1.2.
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Tableau 2.3 Parametres et conditions expérimentales utilisés pour I'analyse des acides gras par
chromatographie gazeuse en tandem couplée a la spectrométrie de masse a temps de vol

(GC x GC-TOF-MS)

Parametres Conditions

Volume d'injection 5,0 uL
Type d'injection Split

Injecteur
Ratio du « split » 50
Débit du « split » 50 mL/min
Gaz porteur Hélium
Débit 1,00 mL/min
Temps dans la seconde dimension 3s
Durée de la pulsation chaude 1,20 s
Durée de la pulsation froide 0,30s

GCx GC , — —

X Température initiale du four primaire 250 °C

Rampe de température du four primaire Voir section 3.1.2
« Offset » de température du four +5°C
secondaire
« Offset » de température du modulateur +15°C
Température de la ligne de transfert 260 °C
Energie d'ionisation 70,0 eV
Vitesse d'acquisition 200 spectres/s

TOF-MS
Gamme de masses 30 a 550 m/z
Délai de solvant 120s

242 GC-MS

Le second chromatographe utilisé est un chromatographe gazeux Agilent 6890N GC (Agilent Technologies,
Santa Clara, E.-U.) couplé a un spectrométre de masse 5973 inert MSD (Agilent Technologies, Santa Clara,
E.-U.) munit d’un injecteur automatique Agilent 7683B Series (Agilent Technologies, Santa Clara, E.-U.).
Une colonne capillaire DB-5ms Ultra Inert (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies, Santa Clara,
E.-U.) a été utilisée. Le spectromeétre de masse utilisé posséde une source d’ionisation par impact
électronique (El) et un analyseur quadripolaire. Les parametres d’analyse sont présentés dans le

tableau 2.4. La rampe de températures optimisée est présentée a la section 3.1.2.

34



Tableau 2.4 Parametres et conditions expérimentales utilisés pour I'analyse des acides gras par

chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)

Paramétres Conditions
Volume d'injection 1,0 uL
Injecteur Type d'injection Splitless
Température d'injection 300 °C
Gaz porteur Hélium
Débit 1,2 mL/min
GC
Température initiale du four 155 °C
Rampe de températures du four Voir section 3.1.2
Energie d'ionisation 70,0 eV
Mode acquisition Scan
MS
Gamme de masses 50 a 800 m/z
Délai de solvant 6 min

2.5 Traitements des résultats

Les valeurs de ADD ont été calculées a I'aide d’un tableur Excel (version 16.59, Microsoft® Excel) en
additionnant les températures quotidiennes moyennes (°C) (obetenues a I'aide des mesures prises par la
station météorologique HOBO) en commencant au jour expérimental zéro (JE 0). Toutes les températures

inférieures ou égales a 0 °C ont été considérées comme étant zéro.

Pour le GC x GC-TOF-MS, le logiciel ChromaTOF® (version 5.51.6.0; LECO) a été utilisé pour le traitement
des chromatogrammes (aire des pics) et I'analyse des spectres de masse. La bibliothéque de spectres de
masse du National Institute of Standards and Technology (NIST) a été utilisée pour comparer les spectres
de masse des composés a des spectres de masse de référence avec un seuil de similarité de 80 %.
L'utilisation de standard d’acide gras a aussi permis de déterminer leurs temps de rétention (tg) a titre de

référence avec la méthode développée.

Pour le GC-MS, le logiciel MSD ChemStation (version D.02.00.275, Agilent Technologies) a été utilisé pour
le traitement des chromatogrammes (aires des pics) et I’analyse des spectres de masse. La bibliotheque
de spectres de masse du National Institute of Standards and Technology (NIST) a été utilisée pour

comparer les spectres de masse des composés a des spectres de masse de référence avec un seuil de
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similarité de 80 %. L'utilisation de standard d’acide gras a aussi permis de déterminer leur temps de

rétention (tg) a titre de référence avec la méthode développée.

Un tableur Excel a aussi été utilisé afin de tracer les courbes de calibration des neuf acides gras pertinents
pour cette étude. Pour ce faire, I'aire du pic d’intérét d’un chromatogramme a été divisée par I'aire du pic
du standard interne. Les courbes d’étalonnage représentent les ratios des aires des pics en fonction des
concentrations. Les équations des droites (y = ax + b) obtenues a la suite de la création de ces courbes
d’étalonnage ont permis de déterminer les concentrations des échantillons inconnus. Le ratio de I'aire
d’un pic d’intérét sur I'aire du standard interne permet d’obtenir la concentration de I'acide gras contenue
dans I’échantillon par l'isolation de la variable x. Les concentrations moyennes des triplicata réalisés ont
ensuite été calculées a I'aide de la fonction MOYENNE dans Microsoft Excel. Le logiciel Excel a aussi permis
de réaliser les graphiques de températures moyennes et de précipitations, de durée des stades de

décomposition et de variation des concentrations des acides gras dans le temps.

Le logiciel RStudio (version 4.1.1, RStudio) a permis de réaliser la majorité des analyses statistiques.
Des graphiques d’interactions ont permis I'analyse préliminaire des acides gras afin de détecter toute
différence entre les quatre régions échantillonnées sur un méme donneur. Le méme type de graphiques a
par la suite été appliqué afin de détecter la présence de variations inter-individuelles (entre les donneurs)
et intra-individuelles (entre les régions anatomiques d’'un méme donneur). Le test de normalité Shapiro-
Wilk et le test d’homogénéité de variance de Levene ont aussi été effectués a I'aide de I’environnement R.
Ces tests ont permis de choisir les types d’analyse de la variance (ANOVA) les mieux adaptés aux différents
jeux de données. Une ANOVA classique a deux facteurs a d’abord été effectuée pour déterminer s’il y avait
une différence significative des concentrations en acides gras entre les quatre régions échantillonnées sur
un méme donneur. Une ANOVA classique a deux facteurs avec correction de type Il et une ANOVA robuste
a deux facteurs ont ensuite été réalisées a |'aide du logiciel RStudio. Celles-ci ont permis de déterminer s’il
y avait des différences significatives des concentrations des acides gras entre les six donneurs et les deux
régions anatomiques étudiés. Des tests post-hoc ont été effectués afin de détecter si certaines paires de
donneurs présentaient des différences statistiquement significatives entre leurs moyennes de
concentrations des acides gras. Enfin, des analyses en composantes principales (PCA) ont été réalisées
pour étudier les groupements et les séparations sous-jacents dans les jeux de données. Pour ce faire,

le logiciel Unscrambler (version 11.0, CAMO Analytics) a été utilisé.
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CHAPITRE 3
OPTIMISATION ET VALIDATION DE LA METHODE

Afin d’analyser les tissus mous collectés sur le site de RESTES, le protocole de dérivatisation des acides gras
proposé par Luong et al. (2017) a été testé et optimisé a |'aide d’acides gras standards et de tissus mous
porcins. La méthode d’analyse par chromatographie gazeuse en tandem couplée a la spectrométrie de
masse a temps de vol (GC x GC-TOF-MS) a quant a elle d{i étre développée et optimisée puisqu’aucune
méthode préexistante n’a pu étre utilisée. Aucune méthode n’avait été élaborée pour le type d’acide gras
formés (triméthylsilylés (TMS)) ainsi que I'appareil et la combinaison de colonnes utilisées pour ce projet.
Pour la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS), 'optimisation et la
validation d’'une méthode existante (Forbes et al., 2003, Harvey et Trudel, 2019) ont été effectuées.
Des standards d’acides gras ont aussi permis la réalisation de courbes d’étalonnage permettant la
quantification des acides gras contenus dans les échantillons provenant des donneurs déposés sur le site

de RESTES.

3.1 Développement et optimisation de méthodes d’analyses par chromatographie gazeuse (GC) a I'aide
d’acides gras standard

Des acides gras saturés et insaturés standards ont d’abord été utilisés dans le but de développer une
méthode de détection, de séparation et d’identification de ces derniers a I'aide de la chromatographie
gazeuse en tandem couplée a la spectrométrie de masse a temps de vol (GC x GC-TOF-MS). Suivant la
rencontre de plusieurs difficultés avec la GC x GC-TOF-MS, une méthode d’analyse plus simple a été utilisée,
soit la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS). Les mémes acides gras
standards ont été utilisés afin d’élaborer une méthode par GC-MS ayant les mémes objectifs que
I'utilisation de la GC x GC-TOF-MS soit la détection, la séparation et I'identification des acides gras TMS

pertinents.

3.1.1 Acides gras saturés et insaturés ciblés

Pour ce projet, les principaux acides gras saturés et insaturés constituant les triglycérides du corps humain
ont été ciblés (Section 1.3.4). Le tableau 3.1 présente ces acides gras une fois dérivatisés (triméthylsilylés).
Ceux-ci peuvent par la suite étre détectés en chromatographie gazeuse (GC). Le groupement -Si(CHs)s

remplace I'atome d’hydrogéne du groupement -COOH des molécules de base.



Tous les échantillons analysés par chromatographie gazeuse (GC) ont préalablement subi le processus de
dérivatisation présenté a la section 2.3. Les standards d’acides gras ont été solubilisés dans I’hexane a des
concentrations variables. Ces solutions n’ont pas eu a étre filtrées. Le standard interne était directement
ajouté a 500 pL de la solution, puis le mélange était séché a 40 °C sous un faible jet d’azote. La suite de la

méthode était la méme.
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Tableau 3.1 Acides gras saturés et insaturés ciblés pour ce projet suivant leur dérivatisation chimique (triméthylsilylé)

Masse
Type Nom Formule molaire Structure C:D
(g/mol)

Acide laurique, TMS ~ CisHs0:Si  272,4989 g 12:0
)
e

Acide myristique, TMS ~ Ci7H360:Si  300,5520 P PP P N 14:0
e
| 0

Saturés | Acide palmitique, TMS  CigHaoO,Si  328,6052 >Si‘o ) PN 16:0

O
Acide stéarique, TMS C21Ha405Si 356,6584 ;S'i_o JK/\/\/\/\/\/W\ 18:0
| 0
Acide arachidique, TMS ~ CasHisO.Si  384,7115 ‘;SLOJK/\/\/\/WW\/\ 20:0
| (0]
Acide myristoléique, TMS  C17H3,0,Si  298,5361 >sig ) PP 14:1
Insaturés
(0]

Acide palmitoléique, TMS ~ CioH3s0,Si  326,2641 :Sl"*o ) PP Y 16:1




Masse
Type Nom Formule molaire Structure C:D
(g/mol)

Acide oléique, TMS C21H4,0,Si 354.6425
Insaturés

Acide linoéique, TMS C21H100,Si 352,6266

Standard

. Cholestérol-d;, TMS C30Hs40Si 458,8347
interne




3.1.2 Séparation des acides gras par chromatographie gazeuse en tandem couplée a la spectrométrie
de masse a temps de vol (GC x GC-TOF-MS)

Tout d’abord, une premiéere méthode de séparation et d’identification des acides gras d’intéréts a été
développée a l'aide de la chromatographie gazeuse en tandem couplée a la spectrométrie de masse a

temps de vol (GC x GC-TOF-MS).

Au départ, des solutions contenant un seul acide gras standard ont été analysées pour le développement
d’une méthode de base. Des solutions d’acides gras de 1 ppm dans I'hexane ont été préparées et
subséquemment dérivatisées. Cependant, aucun standard interne n’a été ajouté pour ces injections a
cette étape. La détection des standards internes a été faite ultérieurement. A cette étape, I'objectif était
simplement de vérifier s'il était possible de détecter et d’identifier chaque acide gras. Une fois cet objectif
atteint, des solutions mixtes ont été analysées afin d’optimiser la séparation des acides gras TMS ayant
des temps de rétention similaires (Tableau 3.2). Les principaux paramétres modifiés sur le GC x GC lors des
différentes injections ont été le « split ratio », la programmation de température et la durée des pulsations
chaude et froide (« hot and cold pulse »). Pour le TOF-MS, les modifications principales ont été reliées au
délai de solvant pour masquer les pics du BSTFA (en exces) et les pics du solvant et des sous-produits de

réaction.

Tableau 3.2 Temps de rétention (tg) des acides gras cibles et du standard interne choisi en utilisant les
paramétres optimisés de la méthode sur GC x GC-TOF-MS

Type Composés Temps de rétention 1 (s) Temps de rétention 2 (s)
Acide laurique, TMS 608,97 0,68
Acide myristique, TMS 959,95 0,75
Saturés Acide palmitique, TMS 1517,91 0,94
Acide stéarique, TMS 2294,86 1,04

Acide arachidique, TMS - -

Acide myristoléique, TMS 947,95 0,84
Acide palmitoléique, TMS 1466,91 0,95
Insaturés
Acide oléique, TMS 22091,87 1,07
Acide linoléique, TMS 2192,87 1,13
Standard Nonadécanoate de 2246,86 1,13
interne méthyle

41



Suivant I'injection individuelle des standards d’acides gras et de solutions mixtes, une identification et une
séparation adéquate de tous les acides gras (a I'exception de I'acide arachidique) ont été obtenues.
L’acide arachidique étant le plus lourd, il est possible que les colonnes utilisées ne fussent pas adaptées a
sa détection. La température maximale pouvant étre atteinte avec les colonnes utilisées était de 260 °C.
Cette température pourrait étre trop faible pour permettre la détection de I'acide arachidique. En effet,
plus les composés a analyser sont lourds, moins ils seront volatils. Des températures plus élevées devront
étre utilisées pour gu’ils puissent « sortir » des colonnes et étre détectés en spectrométrie de masse.
Puisque I'acide arachidique n’est pas I'un des acides gras en plus grand pourcentage dans les triglycérides

du corps humain (Section 1.3.4), il a été décidé qu'il serait exclu des analyses par GC x GC-TOF-MS.

Cette méme observation a été faite avec les standards internes utilisés au départ, soit I'acide stéarique-dss
et le cholestérol-d;. Qu’ils aient été injectés seuls ou en combinaison aux acides gras standards, il n'a
jamais été possible de détecter ces standards internes. En observant les masses de ceux-ci (Tableau 3.3),
il est possible de constater que I'acide stéarique-dss TMS et le cholestérol-d; TMS ont des masses plus
élevées que I'acide arachidique TMS (384,3424 g/mol). Ces constatations ont permis de conclure que les
colonnes utilisées ne permettaient pas de détecter ces composés ayant des masses élevées. L’acide gras
triméthylsilylé le plus lourd pouvant étre détecté avec la méthode mise au point était I'acide stéarique TMS

(356,3111 g/mol).

Tableau 3.3 Standards internes utilisés pour |'optimisation de la méthode GC x GC-TOF-MS aprés
dérivatisation chimique

. Masse molaire
Composés Formule Structure

(g/mol)

Cholesterol-d7, TMS C30H47D,0Si 465,878

DDDDDDDDDDDDDDDD O \/
Acide stéarique-d35, TMS  Ca1HoD350,Si 391,871 D oS~

D[) bDDDDDDDDDDDDDDDD

Nonadécanoate de 0

e C20H4002 312’53 JW/WWV
méthyle ~o
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Devant l'impossibilité d’utiliser les standards internes mentionnés dans le protocole de dérivatisation
proposé par Luong et al. (2017), le nonadécanoate de méthyle a été envisagé comme standard interne.
Ce dernier a été choisi puisqu’il avait préalablement été utilisé dans un projet similaire a titre de standard
interne pour I'analyse d’acides gras triméthylsilylés par GC-MS (Forbes et al., 2003, Harvey et Trudel, 2019)
et qu’il était disponible en laboratoire. Sa masse étant inférieure a celle de l'acide stéarique TMS
(Tableaux 3.1 et 3.3), il a été possible de le détecter. Malgré des temps de rétention similaires a ceux des
acides oléique TMS, linoléique TMS et stéarique TMS (Tableau 3.2), ces quatre composés ont pu étre
séparés adéquatement. Le nonadécanoate de méthyle a donc été utilisé comme standard interne pour les

analyses en GC x GC-TOF-MS.

Tous les acides gras cibles, sauf I'acide arachidique, ainsi que le nonadécanoate de méthyle (standard
interne) ont pu étre adéquatement identifiés par le logiciel de I'appareil (ChromaTOF® (version
5.51.06.0.64572, LECO)) avec un niveau de confiance d’au moins 80 %. L’identification faite par ce dernier
a été confirmée par la comparaison des spectres de masse des pics correspondant aux acides gras TMS a
des spectres de masse de références. Suivant I'ajustement des paramétres de I'appareil (Section 2.4.1),
ces analytes ont aussi pu étre séparés. La rampe de température optimale est présentée au tableau 3.4.

La durée totale d’une analyse est de 47,26 minutes.

Tableau 3.4 Parametres de température optimaux pour la séparation des acides gras a I'aide d’'un GC x GC-
TOF-MS

Chauffage/rampe (°C/min) Température désirée (°C) Durée (min)
Initiale 135 0,2
25 210 0,2
0,7 240 1

*Les températures désirées du four secondaire sont incrémentées de 5 °C par rapport a celles du four
primaire et de 15 °C pour le modulateur.
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La figure 3.1 présente un agrandissement du chromatogramme obtenu suivant I'injection d’une solution
mixte de tous les acides gras TMS cibles (sauf I'acide arachidique TMS) avec la méthode optimisée sans
ajout de standard interne. Une séparation adéquate de tous les acides gras a été atteinte. Seuls les acides
linoléique TMS et oléique TMS présentent un peu de recouvrement, mais il s’agit de la séparation optimale

obtenue avec les colonnes utilisées.
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Figure 3.1 Agrandissement du chromatogramme obtenu suivant I'injection d’une solution mixte de tous
les acides gras TMS cibles: acide laurique (1), acide myristoléique (2), acide myristique (3),
acide palmitoléique (4), acide palmitique (5), acide linoléique (6), acide oléique (7), acide stéarique (8)) a
I’exception de l'acide arachidique TMS. La ligne rouge est causée par la perte de phase stationnaire
(« column bleeding »). Elle n’est pas prise en considération dans I'analyse des chromatogrammes.

A la figure 3.2, il est possible d’observer un agrandissement du chromatogramme obtenu suivant
I'injection d’une solution mixte des acides linoléique, oléique et stéarique auquel le standard interne choisi
(nonadécanoate de méthyle) a été ajouté lors de la dérivatisation. Le standard interne a pu étre
efficacement séparé des acides gras. Tous les temps de rétention (tg) associés aux différents acides gras et

au standard interne sont présentés au tableau 3.2.
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Figure 3.2 Agrandissement du chromatogramme obtenu suivant I'injection d’une solution mixte des acides
linoléique TMS (1), oléique TMS (2) et stéarique TMS (4) en plus du standard interne (nonadécanoate de
méthyle (3)). La ligne rouge est causée par la perte de phase stationnaire (« column bleeding »). Elle n’est
pas prise en considération dans I'analyse des chromatogrammes.

3.1.3 Séparation des acides gras par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC x MS)

Une seconde méthode de détection, d’identification et de séparation des acides gras cibles a ce projet a
été développée en utilisant cette fois un GC-MS. Différents problemes techniques avec |'utilisation de la
GC x GC-TOF-MS ont conduit au développement d’'une méthode a I'aide de cet instrument. La section
suivante (Section 3.1.4) aborde plus en détail les difficultés rencontrées. Pour le GC-MS, une méthode
existante a été optimisée. Il s’agissait d’'une méthode ayant été utilisée avec le méme type d’analyte
(acides gras triméthylsilylés), d’appareil et de colonne (Forbes et al., 2003, Harvey et Trudel, 2019). Il s’est
donc avéré beaucoup plus rapide d’optimiser cette seconde méthode pour obtenir une bonne
identification et séparation des acides gras et des standards internes. Ceux-ci ont pu étre identifiés par le
logiciel (Agilent ChemStation (version D.02.00.275)) et confirmés par une comparaison avec des spectres
de masse de référence. De plus, le logiciel de I'appareil a détecté chaque acide avec un niveau de confiance

de plus de 80 %.

L'optimisation de la méthode a été réalisée de la méme maniere que pour la GC x GC-TOF-MS, soit par
I'injection de solutions d’acides gras de 1 ppm dans I’hexane subséquemment dérivatisées (Section 3.1.1).
Les acides gras standards seuls et des solutions mixtes ont été analysés. Le seul paraméetre modifié a été
le programme de température qui a d{i étre ajusté pour obtenir une bonne séparation de tous les acides.

De plus, la colonne utilisée pour les analyses permettait I'atteinte de températures plus élevées rendant
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possible I'observation d’un pic pour I'acide arachidique TMS. Les neuf acides gras triméthysilylés cibles de

départ étaient donc identifiables et séparables par GC-MS.

Considérant la possibilité d’observer I'acide arachidique TMS, les standards internes d’acide stéarique-dss
TMS et de cholestérol-d;, qui avaient été exclus de la méthode par GC x GC-TOF-MS, ont été testés. Il s’est
avéré possible d’identifier le cholestérol-d;, mais I'acide stéarique-dss TMS n’a jamais été détecté.
Le nonadécanoate de méthyle a lui aussi été analysé. Son temps de rétention étant similaire a ceux des
acides oléique TMS, linoléique TMS et stéarique TMS (Tableau 3.5), une optimisation de cette zone du
chromatogramme a d(i étre réalisée pour éviter toute co-élution. En I'absence d’une seconde dimension,
il s’est avéré un peu plus complexe de séparer ces pics. Ensomme, il a été possible de séparer et d’identifier
tous les acides gras triméthylsilylés d’intéréts ainsi que deux standards internes potentiels, soit le
cholestérol-d; et le nonadécanoate de méthyle. La rampe de température optimisée est présentée au

tableau 3.6. Le temps total pour une analyse est de 59,75 minutes.
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Tableau 3.5 Temps de rétention (tr) des acides gras cibles et des standards interne en utilisant les
paramétres de la méthode optimisée sur GC-MS

Type Composé Temps de rétention (min)

Acide laurique, TMS 7,929
Acide myristique, TMS 12,848
Saturés Acide palmitique, TMS 20,081
Acide stéarique, TMS 28,035
Acide arachidique, TMS 36,746
Acide myristoléique, TMS 12,453
Acide palmitoléique, TMS 19,266

Insaturés
Acide oléique, TMS 26,691
Acide linoléique, TMS 26,364
Nonadécanoate de méthyle 27,257

Standard interne

Cholestérol-d;, TMS 55,010

Tableau 3.6 Parameétres de température optimaux pour la séparation des acides gras a I'aide d’un GC-MS

Chauffage/rampe (°C/min) Température (°C) Durée (min)
Initiale 155 4
4 180 5
4 200 5
2 225 0
5 250 5
5 300 2
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Les figures 3.3 et 3.4 présentent respectivement des agrandissements des chromatogrammes résultants
de I'analyse d’une solution mixte des acides linoléique TMS et oléique TMS (10 ppm) et de nonadécanoate
de méthyle (100 ppm) (standard interne (Sl)) et d’'une solution composée d’acide stéarique TMS (10 ppm)
et du nonadécanoate de méthyle (100 ppm). Il est possible de constater qu’il y a une bonne séparation de
tous les analytes. Cependant, les temps de rétention des trois acides gras TMS et du nonadécanoate de
méthyle étant prés les uns des autres (Tableau 3.5), il a été décidé que le standard interne utilisé pour
I"analyse des échantillons provenant du site de RESTES serait le cholestérol-d;. Les échantillons réels
pouvant présenter des pics supplémentaires provenant d’autres acides gras triméthylsilylés et des
isomeres cis-trans des différents acides gras insaturés TMS, les risques de co-élution étaient plus grands
qgue pour le cholestérol-d; TMS. Cette théorie a d’ailleurs été confirmée par la suite par des tests avec le
modele porcin (Section 3.3). De plus, le cholestérol-d; subit lui aussi une dérivatisation lors de la
préparation des échantillons en méme temps que les acides gras contrairement au nonadécanote de
méthyle qui est déja sous forme d’ester. Il est recommandable que le standard interne subisse les mémes
modifications chimiques que les analytes d’intérét (McNair et al., 2019). Il s’agissait donc du choix le plus

logique malgré son temps de rétention plus important que tous les acides gras étudiés.
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Figure 3.3 Agrandissement du chromatogramme résultant de I'analyse d’une solution dérivatisée
constituée d’acide linoléique TMS (1), oléique TMS (2) et de nonadécanoate de méthyle (SI) (3).
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Figure 3.4 Agrandissement du chromatogramme résultant de I'analyse d’une solution dérivatisée
constituée de nonadécanoate de méthyle (SI) (1) et d’acide stéarique TMS (2).

3.1.4 Choix de I'appareil pour I'analyse des tissus mous

Suivant le développement et I'optimisation de ces deux méthodes, I'une d’elles a été sélectionnée pour
I'analyse des échantillons collectés sur le site de REST[ES] soit la chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS). Tout d’abord, la présence d’une seconde dimension n’apportait pas de
valeur ajoutée considérable a la séparation des acides gras triméthylsilylés. En effet, la chromatographie

gazeuse en tandem (GC x GC) a pour avantage de permettre une séparation de haute résolution,
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de distinguer des composés structurellement similaires et de permettre la séparation d’analyte qui élus
simultanément en chromatographie gazeuse conventionnelle (Skoog et al.,, 2013). Cependant,
la dérivatisation chimique des acides gras a permis l'affinement des pics chromatographiques et
I"amélioration de la résolution limitant ainsi la co-élution de certains acides gras TMS. Il a alors été possible
de séparer adéquatement tous les acides gras TMS d’intérét en GC-MS a une dimension. La seconde
dimension n’apportait donc pas d’avantages supplémentaires. Aussi, la colonne utilisée pour le GC-MS
était mieux adaptée a I'analyse des acides gras TMS. |l a été possible d’analyser tous les acides gras TMS a
I'inverse des colonnes utilisées en chromatographie gazeuse en tandem couplée a la spectrométrie de
masse a temps de vol (GC x GC-TOF-MS) avec lesquelles I'acide arachidique TMS ne pouvait pas étre étudié.
Un changement de colonnes dans le GC x GC-TOF-MS a été envisagé, mais cela s’avérait assez complexe
considérant que l'appareil devait étre utilisé en alternance avec d’autres étudiants. Aussi, plusieurs
problémes techniques ont été rencontrés avec le GC x GC-TOF-MS empéchant I'avancement des travaux.
Ayant un GC-MS fonctionnel et disponible avec une méthode préexistante d’identification et de séparation
des acides gras TMS cibles au projet, le choix s’est tourné vers cet appareil. Enfin, il s’agit d’un appareil
beaucoup plus accessible et plus simple a utiliser si cette technique d’évaluation de lintervalle

post-mortem (IPM) venait a étre utilisé couramment.

Aucune validation de la méthode par GC x GC-TOF-MS n’a été effectuée. Cependant, la méthode
développée en GC x GC-TOF-MS peut étre utilisée et des validations avec les analytes d’intérét peuvent
étre réalisées. Seule la méthode d’analyse des acides gras triméthylsilyle par GC-MS a été testée et validée

pour chacun des analytes cibles.

3.2 Validation de la méthode GC-MS

Suivant le développement d’'une méthode analytique et le choix du chromatographe gazeux a utiliser,

une validation de la méthode GC-MS a été effectuée.

3.2.1 Limite de détection, limite de quantification et coefficient de variation

Tout d’abord, les limites de détection (LD) et de quantification (LQ) de chaque acide gras TMS ont été
déterminées (Tableau 3.7). Pour ce faire, des solutions de 2,5 ppm dans I’'hexane ont été préparées pour
tous les acides gras. Il s’agit de la plus faible concentration des courbes d’étalonnage de chaque acide gras
(Section 3.2.2). Un total de 10 répliquas ont été dérivatisés et injectés dans le GC-MS afin d’obtenir les

limites de détection (LD) ainsi qu’estimer les limites de quantification (LQ) (Annexe A).
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Tableau 3.7 Résultats des tests de validation de la méthode développée a I'aide d’'un GC-MS : les limites
de détection (LD), les limites de quantification (LQ) et les coefficients de variation (CV)

Limite de Limite de Coefficient de
Type Acides gras TMS détection (LD) quantification (LQ)  variation (CV)
(ppm) (ppm) (%)
Acide laurique 0,08 0,3 1,0
Acide myristique 0,04 0,1 0,6
Saturés Acide palmitique 0,06 0,2 0,8
Acide stéarique 0,05 0,2 0,6
Acide arachidique 0,04 0,1 0,6
Acide myristoléique 0,2 0,6 2,3
Acide palmitoléique 0,1 0,4 1,6
Insaturés
Acide oléique 0,1 0,4 1,8
Acide linoléique 0,05 0,2 0,6

Les mesures des limites de détection (LD) et de quantification (LQ) ont démontré que des concentrations
supérieures a 0,6 ppm peuvent étre quantifiées pour les neuf acides gras pertinents a cette étude. De plus,
pour les limites de détection, un niveau de confiance de 98,3 % est attribué aux valeurs calculées grace au
facteur de confiance (k = 3) utilisé dans les calculs (Annexe A). Le GC-MS utilisé peut donc étre considéré
comme sensible pour la détection et la quantification des acides gras TMS de cette étude, et ce méme a
de faibles concentrations. Les valeurs comprises dans le domaine de linéarité des différentes courbes
d’étalonnage soit de 2,5 ppm a 100 ppm (150 ppm pour les acides oléique et linoléique) (Section 3.2.2)

pourront donc étre détectées et quantifiées.

Le tableau 3.7 présente aussi les valeurs du coefficient de variation (CV) de chaque acide gras TMS.
Ces derniers permettent d’évaluer la précision instrumentale. Le coefficient de variation a été évalué par
I’entremise de cinqg injections successives d’une solution standard de 2,5 ppm préalablement dérivatisé
pour chaque acide gras (Annexe A). Les acides gras saturés présentent des valeurs < a 1 % alors que leurs
analogues saturés présentent des valeurs un peu plus élevées (< a 2,3 %). La présence d’insaturations
dans les acides gras pourrait possiblement diminuer la précision instrumentale. Compte tenu du nombre

limité d’acides gras étudiés, il n’est pas possible de déterminer si les insaturations exercent bel et bien une
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influence sur la précision instrumentale ou s’il s’agit seulement d’une observation aléatoire. En somme,

les valeurs de CV obtenues sont toutes inférieures a 5 % indiquant une bonne précision instrumentale.

3.2.2 Courbes d’étalonnage

Afin de quantifier adéquatement chacun des acides gras d’intéréts, des courbes d’étalonnage ont été
construites. Pour ce faire, des solutions étalons de chaque acide gras ayant des concentrations de 2,5, 10,
25, 50, 75 et 100 ppm dans I’'hexane ont été dérivatisés puis analysé en GC-MS. Pour les acides oléique et
linoléique, un point supplémentaire, a une concentration de 150 ppm, a été ajouté sur leur courbe
d’étalonnage respective. Des concentrations plus élevées étaient attendues pour ces deux acides gras

insaturés considérant leur abondance plus importante dans les tissus mous (Section 1.3.4).

En mettant en relation les concentrations de chaque solution a leur valeur respective du ratio de I'aire du
pic de I'analyte sur l'aire du pic du standard interne (cholestérol-d; TMS), il a été possible d’obtenir les
courbes d’étalonnage présentées a I'annexe B. L’'équation des droites ainsi que le coefficient de

détermination (R?) associé a chacune d’elle sont présentés directement sur les graphiques.

En plus de permettre la quantification des acides gras dans les échantillons provenant des donneurs, les
courbes d’étalonnage ont aussi permis de vérifier la linéarité de la relation entre les signaux du GC-MS et
les concentrations. Les coefficients de détermination (R?) de chaque courbe d’étalonnage avaient des
valeurs supérieures a 0,99. Il fut donc possible d’affirmer que la relation entre la concentration et les ratios
des aires des pics des analytes sur celui du pic du standard interne était linéaire et précise sur I'ensemble

de I’écart dynamique pour tous les acides gras.

3.3 Validation de la méthode d’extraction et d’analyse par GC-MS avec le modeéle porcin

Bien que différents du modéle humain, les tissus mous du modele porcin contiennent les acides gras
pertinents a ce projet (Section 3.1.1). Les méthodes d’extraction et d’analyse ont donc pu étre validées
par l'utilisation de gras et de muscle de porc. Cela a permis de s’assurer de I'efficacité du processus

d’extraction des acides gras et de valider le choix du standard interne (Section 3.1.3).

Suivant la dérivatisation des tissus mous préalablement lyophilisés d’'une épaule de porc (Section 2.3),
le chromatogramme présenté a la figure 3.5 a été obtenu. Il est a noter que le choix du standard interne

n’avait toujours pas été fait a ce moment. C’'est pourquoi ceux-ci sont tous deux présents.

53



E000000 !
5500000/
5000000

|

4500000

4000000

3500000 i 4

3000000

Abondance

|
2500000 | ‘ /
{|
{
2000000 /

1500000, 5 |
i

Y 1 l l'].j‘ | /8 \ | \ -

1000000

[
Li I | 11 | Ml

e

L

CORE) ORI [ Ty |

10.00 1500 20,00 2500 30.00 35.00 4000 45.00 50.00 55.00
Temps (min)

Figure 3.5 Chromatogramme obtenu suivant I'analyse des tissus mous d’une épaule de porc aprés
dérivatisation chimique : 1) acide laurique 2) acide myristique 3) acide palmitoléique 4) acide palmitique
5) acide linoléique 6) acide oléique 7) nonadécanoate de méthyle (SI) 8) acide stéarique
9) cholestérol-d; (Sl).

Suivant I’évaluation de plusieurs chromatogrammes obtenus a la suite de I’analyse de tissus mous porcins,
plusieurs conclusions ont pu en étre tirées. Tout d’abord, il fut possible de constater que la majorité des
pics des chromatogrammes étaient attribuables aux acides gras TMS d’intéréts et aux standards internes.
La méthode d’extraction s’est donc avérée efficace pour extraire et dérivatiser les acides gras, mais aussi
pour limiter la présence de tous autres composés pouvant co-éluer avec les acides gras cibles. Seuls les

acides myristoléique TMS et arachidique TMS n’ont pas été observés dans les échantillons de porc.
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En revanche, aucun pic n’a été observé avec des temps de rétention similaire (Tableau 3.5) diminuant donc

les risques de co-élution pour les échantillons provenant des donneurs installés sur le site de RESTES.

Un second élément important constaté lors de I|’analyse des chromatogrammes provenant des
échantillons de porc fut I'élution des deux standards internes par rapport a celle des acides gras TMS.
Tout d’abord, pour le nonadécanoate de méthyle, une co-élution avec I'acide oléique TMS était observable.
Malgré plusieurs tentatives de séparation en modifiant le programme de température, il n’a pas été
possible de séparer adéquatement ceux-ci. De plus, les pics observés étaient généralement de faibles
intensités. En présence de concentrations plus importantes, une co-élution des pics aurait été inévitable.
Pour le cholestérol-d; TMS, il ne semblait pas y avoir de co-élution majeure avec le cholestérol retrouvé
naturellement dans les tissus mous de porc ni tous autres composés. Ces observations ont donc validé le

choix du choletérol-d; comme étant le mieux adapté pour cette étude. Le choix final s’est arrété sur celui-ci.

En somme, en combinant I'utilisation des standards chimiques suivie du modele porcin, la validité
chimique de la méthode et sa reproductibilité ont pu étre établies avant son application aux restes
humains afin d’éviter de gaspiller I'importante contribution des donneurs humains a I'optimisation de la
méthode. Il en va de méme pour le développement, I'optimisation et la validation de la méthode

analytique par GC-MS.

55



CHAPITRE 4
ANALYSES QUALITATIVES

Avant I'analyse des échantillons de tissus adipeux collectés sur les donneurs disposés sur le site de REST[ES],
I’évolution individuelle de leur décomposition a été évaluée. Les stades de décomposition, la durée de ces
derniers et les particularités observées sont présentés dans ce chapitre. Des comparaisons entre les
donneurs étudiés durant une méme période (Tableau 2.2) ont aussi été effectuées afin d’évaluer les
similitudes et différences rencontrées. Enfin, une comparaison entre tous les donneurs a été effectuée

dans le but d’évaluer I'impact des saisons sur la décomposition des corps.

4.1 Températures et précipitations

La décomposition est grandement influencée par I'environnement dans lequel le corps se trouve et,
plus particulierement, le climat (Section 1.5.2). Il s’agit donc d’un facteur primordial a considérer afin
d’évaluer adéquatement l'intervalle post mortem (IPM). Les donneurs, ayant été déposés sur le site de
REST[ES] a des périodes différentes, ont été soumis a des conditions météorologiques différentes.
Les températures quotidiennes moyennes et les précipitations quotidiennes sur I'ensemble de la période
d’échantillonnage ont été transposées graphiquement pour chaque donneur. La figure 4.1a présente ces
deux variables pour les donneurs 1 et 2 dont la période d’échantillonnage est identique. Pour les donneurs
3, 4, 5 et 6, des graphiques individuels ont été réalisés puisque leur période d’échantillonnage était

différente (début et/ou fin variable). Ceux-ci sont présentés aux figures 4.1b a 4.1e respectivement.
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Figure 4.1 Températures quotidiennes moyennes et total des précipitations quotidiennes pour I'ensemble
de la durée de I'étude des six donneurs; a. Donneurs 1 et 2 installés sur le site en ao(it 2020, b. Donneur 3
installé sur le site en septembre 2020, c. Donneur 4 installé sur le site en octobre 2020, d. Donneur 5
installé sur le site en mai 2021, e. Donneur 6 installé sur le site en juin 2021.

La température moyenne pour l'ensemble de I'expérience pour les donneurs 1 et 2 (70 jours
expérimentaux (JE)) est de 13,60 °C avec un minimum et un maximum atteint de 4,69 °C et 24,44 °C
respectivement. Le total des précipitations est quant a lui de 157,76 mm. La majorité des précipitations
ont d’ailleurs été enregistrées dans les derniéres semaines, soit durant I'automne. De plus, il est possible
d’observer la diminution graduelle des températures due a la transition de I'été vers I'automne sans

atteindre des valeurs inférieures a 0 °C.
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Les donneurs 3 et 4 présentent des températures moyennes et des minimums trés différents des
deux premiers donneurs soient, respectivement, 3,89 °C (minimum de -19,47 °C et maximum de 27,57 °C)
et 6,22 °C (minimum de -19,47 °C et maximum de 27,57 °C). Cela s’explique principalement par I'étude des
corps sur une période plus longue (282 et 324 JE), incluant la saison hivernale. Il est d’ailleurs possible
d’observer la baisse des températures pour les premiers mois avec des valeurs situées nettement sous le
point de congélation suivi d’'une augmentation des températures durant les derniers mois de I'expérience
correspondant au printemps et a I'été 2021. Le total des précipitations (pluie seulement) est aussi
beaucoup plus élevé par rapport aux donneurs 1 et 2, soit 556,60 mm pour le donneur 3 et 501,00 mm
pour le donneur 4. Pour le donneur 3, des précipitations ont eu lieu sur 'ensemble de la période d’étude
alors qu’une diminution importante des précipitations a eu lieu dans les derniers jours expérimentaux
pour le donneur 4. Ceux-ci correspondent au mois de juillet et aolt 2021. Les données sur les précipitations
de neige ne sont pas incluses dans cette étude, car la station météorologique installée sur le site de

REST[ES] ne permet pas d’obtenir ce type d’informations.

Enfin, pour les donneurs 5 et 6, les températures moyennes pour I'ensemble de leurs périodes d’études
(106 et 63 JE) sont, respectivement, 18,97 °C (minimum de 7,48 °C et maximum de 27,57 °C) et 20,35 °C
(minimum de 14,65 °C et maximum de 25,69 °C). De plus, a I'exception du jour expérimental 14 pour le
donneur 5, les précipitations étaient tres faibles sur I'ensemble des périodes d’observations. Un total de
76,40 mm et 15,80 mm a été enregistré pour les donneurs 5 et 6, respectivement. Ces deux donneurs ont
été déposés au printemps 2021; mi-mai pour le donneur 5 et a la fin du mois de juin pour le donneur 6.
Les faibles taux de précipitations et les températures moyennes plus élevées que celles des autres
donneurs sont donc expliqués par la transition vers la saison estivale durant laquelle les donneurs ont été
étudiés. D’ailleurs les mois de mai et juin présentaient des normales de saisons légerement plus élevées
gue les normales de saisons (Développement durable, Environnement et Lutte contre les changements

climatiques, 2015).

Dans I’ensemble, chaque paire de donneurs (donneurs 1 et 2, donneurs 3 et 4 et donneurs 5 et 6) présente
des températures moyennes similaires sur I’ensemble de leurs périodes d’étude respectives. Cela a permis
de comparer les paires, notamment pour mettre en évidence des similarités et/ou différences au sein
d’une méme paire (intrapaire). Des comparaisons entre les paires ont aussi été réalisées afin de mettre en

lumiere les particularités de chaque saison (interpaire).
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4.2 Stades de décomposition

Bien que la décomposition du corps humain soit un continuum, il est tout de méme possible de distinguer
plusieurs changements physico-chimiques et phénomeénes biologiques avec des moments d’apparition
distincts. Il est ainsi possible d’identifier plusieurs grandes phases au sein du processus de décomposition
qui sont généralement divisés en stades de décomposition dont la subjectivité est toutefois a prendre en
compte (Schoenly et Ried, 1987). Le tableau 2.1 (Chapitre 2), présentant cinq stades de décomposition,
a été mis en place pour cette étude afin de décrire I'évolution de la décomposition des donneurs dans le
climat étudié. Il est a noter que la décomposition est un processus dynamique qui ne se déroule pas
uniformément sur I'ensemble du corps (décomposition différentielle), faisant en sorte que plusieurs
stades de décomposition peuvent étre observés simultanément sur un méme corps. Afin de tenir compte
de ce phénomene, le début et la fin des stades de décomposition sont présentés en jour expérimentaux
(JE) et en « accumulated-degree days » (ADD) pour chaque région anatomique (téte et cou, tronc et
membres inférieurs et supérieurs). Les stades de décomposition globaux attribués a un donneur débutent
des que I'une des régions anatomiques considérées présente les premiéres caractéristiques d’un stade de
décomposition et se termine lorsqu’aucune région anatomique ne présente de signe du stade en question.

La décomposition détaillée de chaque donneur est présentée dans les sous-sections suivantes.

4.2.1 Donneurl

Au JE 0 (21,0 ADD), le corps était au stade frais. Cependant, ce donneur présentait déja des signes de
décomposition lors de son arrivée sur le site de REST[ES]. En effet, en raison de la cause du déces de ce
donneur (asphyxie par pendaison) et son arrivée sur le site 5 jours aprés son déces (Tableau 2.2), des signes
de rigor, algor et livor mortis étaient déja visibles. De plus, du « marbling » était présent sur les membres
inférieurs, élément caractéristique du stade gonflé (Tableau 2.1). En revanche, dans cette étude, le début
du stade gonflé a officiellement été considéré au JE 3 (89,9 ADD) ou I'apparition d’un Iéger gonflement de
I'abdomen a été observée. Un niveau de gonflement maximal a été atteint au JE 8 (188,0 ADD). Le stade
gonflé a ensuite subsisté jusqu’au JE 18 (355,1 ADD). La décomposition active a été observée au niveau de
la téte dés le JE 3 (89,9 ADD) par la présence d’activité entomologique. La décomposition active a ensuite
été observée sur les parties génitales au JE 5 (130,9 ADD) suivies du thorax au JE 6 (151,7 ADD). La totalité
du corps a atteint son niveau de décomposition active maximale au JE 8 (188,0 ADD). Les régions
anatomiques ol les premiers signes de décomposition active ont été observés sont aussi les premiéeres ou
le stade de dessiccation a été observé, soit la téte au JE 10 (218,8 ADD). L’'ensemble du corps était au stade

de dessiccation au JE 17 (340,3 ADD). A partir de ce moment, un important ralentissement de la
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décomposition a été observé pour le reste de la période d’échantillonnage. De plus, des le JE 11
(253,9 ADD), le stade squelettique a été observé a la téte, manifesté par I'exposition de la mandibule
(machoire inférieure) et du maxillaire (machoire supérieure). Au dernier jour d’échantillonnage (JE 70;
965,5 ADD), la perte des connexions anatomiques (os normalement articulés qui se trouvent séparés) au
niveau de certaines articulations et I'exposition de la clavicule, la scapula (omoplate) et la téte humérale
ont été observées. Le reste du corps était momifié. La durée (en ADD) de chaque stade de décomposition
est représentée graphiquement a la figure 4.2. En complément, des photographies prises a chaque stade

de décomposition de ce donneur sont présentées a I'annexe C.
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Figure 4.2. Durée des stades de décomposition (en ADD) observés chez les donneurs 1 et 2 lors de leur
étude sur le site de REST[ES] d’ao(t a novembre 2020.

4.2.2 Donneur 2

Le donneur 2 était au stade frais au JE 0 (21,0 ADD). Un léger gonflement de I'abdomen a d’abord été
observé au JE 4 (110,2 ADD) avant d’atteindre un niveau de gonflement maximal au JE 7 (170,8 ADD).

Le gonflement s’est complétement résorbé au JE 10 (218,8 ADD). La téte a présenté les premiers signes de
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décomposition active deés le JE 3 (89,9 ADD) suivie des membres supérieurs au JE 4 (110,2 ADD).
Cette décomposition rapide des membres supérieurs est probablement due a des blessures ante mortem
(avant la mort) aux avant-bras du donneur. La rupture de la peau offre aux insectes un endroit optimal
pour la ponte des ceufs et aux larves pour consommer des tissus mous et, de ce fait, cela accélere le
processus de décomposition du corps. Le niveau maximal de décomposition active pour I'ensemble du
corps a été atteint au JE 8 (188,0 ADD). Au JE 10 (218,8 ADD), la téte est entrée au stade de dessiccation
suivie de I'ensemble du corps au JE 16 (327,6 ADD). Toujours au JE 10 (218,8 ADD), les premiers signes du
stade squelettique étaient visibles sur le visage et I'avant-bras gauche, manifesté par I'exposition du radius
et de l'ulna. L'intensité de I'activité des insectes dans ces régions anatomiques est principalement
responsable de I'atteinte rapide du stade squelettique. Un ralentissement de la décomposition a ensuite
été observé durant le reste de I’étude, soit jusqu’au JE 70 (965,5 ADD). A ce moment, le corps était momifié
avec 'exposition d’os, dont la mandibule (machoire inférieure), le radius et I'ulna (avant-bras). La durée
(en ADD) de chaque stade de décomposition est représentée graphiquement a la figure 4.2.
En complément, des photographies prises a chaque stade de décomposition de ce donneur sont

présentées a I'annexe D.

L'analyse de la durée des stades de décomposition des donneurs 1 et 2 présentée dans la figure 4.2 permet
de constater que le début et la durée des stades sont similaires. En effet, a I'exception du stade frais qui
est un plus long et le stade gonflé qui est plus court pour le donneur 2, tous les autres stades débutent et
terminent a des valeurs de ADD comparables. La durée plus courte du stade frais du donneur 1 peut étre
expliquée par les signes de décomposition déja apparents lors de son arrivée sur le site de REST[ES].
Malgré cela, la décomposition des donneurs 1 et 2 peut étre considérée comme comparable visuellement.
Ces deux donneurs ayant été déposés sur le site au méme moment, ils ont tous deux étés soumis aux
mémes conditions environnementales tout au long de I'étude. Les légeres variations observées peuvent
alors difficilement étre attribuées a des facteurs exogenes (p. ex. environnementaux). Toutefois, il est
envisageable que des différences endogenes entre les donneurs, telles que la cause du déces et I'age
(Tableau 2.1) ou encore leur état de santé global et traitement médicamenteux, puissent avoir exercé une
influence sur la décomposition sans qu’il soit toutefois possible en I’état des connaissances scientifiques
actuelles de I’évaluer pleinement. Il serait d’ailleurs intéressant de mener des études complémentaires sur
I'impact des variations interindividuelles sur les modes et vitesses de décomposition, en complément de

I’étude de I'impact des facteurs extrinseques. L'objectif de la présente étude est d’établir un état de I'art
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sur I’évolution de la décomposition dans le climat canadien, sujet peu exploré jusque-la dans la littérature

scientifique.

4.2.3 Donneur3

Au JE 0 (19,5 ADD), le donneur 3 était au stade de décomposition frais. Un Iéger gonflement a été observé
au JE 19 (205,1 ADD) pour le cou et auJE 21(231,2 ADD) pour I'abdomen, et ce jusqu’au JE 29 (267,5 ADD).
Cependant, le début du stade gonflé a été considéré au JE 5 dans cette étude (79,7 ADD) en raison de
I'apparition de décolorations verdatres sur 'abdomen qui s’est étendu graduellement a tout le corps et
a persisté jusqu’au JE 50 (366,7 ADD). La décomposition active a débuté dans le visage au JE 11
(137,8 ADD), suivis des parties génitales au JE 24 (244,0 ADD). Au JE 38 (281,7 ADD), le haut du thorax et
les bras ont commencé a présenter de légers signes de décomposition active. Le visage est entré dans le
stade de dessiccation a partir du JE 42 (323,6 ADD). Au dernier jour d’échantillonnage a I'automne 2020
(JE 50; 366,7 ADD), le corps présentait une variété de stades de décomposition concomitants. Le visage se
trouvait au stade de dessiccation alors que le reste du corps présentait les stades gonflé et actif. Aucune
observation visuelle ni collecte d’échantillon n’a été effectuée durant I’hiver afin d’éviter toute
perturbation des corps et d’évaluer l'influence de la neige sur la décomposition, de la maniére la plus
naturelle possible. Au JE 197 (566,9 ADD), suivant la fonte des neiges, le corps était en dessiccation
compléte. Lors de la premiére collecte d’échantillons au printemps 2021 (JE 226; 821,4 ADD), le corps était
toujours au stade de dessiccation et un début de squelettisation a été observé sur le visage (maxillaire) et
la cuisse gauche (fémur). Au dernier jour d’échantillonnage (JE 282; 1820,22 ADD), le corps était momifié,
caractérisé par I'exposition d’os aux endroits précédemment mentionnés. La durée (en ADD) de chaque
stade de décomposition est représentée graphiquement a la figure 4.3. En complément, des

photographies prises a chaque stade de décomposition de ce donneur sont présentées a I'annexe E.
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Figure 4.3 Durée des stades de décomposition (en ADD) observés chez les donneurs 3 et 4 lors de leur
étude sur le site de REST[ES] de septembre 2020 a ao(t 2021.

4.2.4 Donneur4

Le donneur 4 était au stade frais au JE 0 (10,5 ADD). Ce stade a perduré jusqu’au JE 16 (147,6 ADD) soit au
moment ol le visage commencait a présenter des signes d’assechement caractéristique du stade de
dessiccation. Cela pourrait avoir été causé par le froid extérieur conduisant a I'assechement des tissus
mous par les phénomenes de sublimation ou de lyophilisation (Micozzi, 1991). L'inhibition ou du moins
I'important ralentissement de la croissance bactérienne peut aussi avoir joué un role dans la dessiccation
des tissus mous du visage (Pinherio, 2006). Le reste du corps était frais jusqu’au JE 22 (179,1 ADD). A partir
de ce moment et jusqu’au dernier jour d’échantillonnage a I'automne 2020 (JE 43; 278,3 ADD), le visage,
le thorax et les membres inférieurs se sont graduellement asséchés, mais plusieurs parties du corps
demeuraient encore fraiches, phénomene caractéristique de la décomposition différentielle. Aucun signe
des stades gonflé et actif n’a été observé durant I'automne chez ce donneur. Le corps ne présentait aucun

signe de liquéfaction des tissus mous et une activité entomologique tres faible. Seules quelques larves
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ont été observées dans les cavités nasales du JE 12 au JE 14 (152 a 162 ADD). Tout comme le donneur 3,
aucune étude n’a été réalisée durant I’hiver. Au JE 168 (337,0 ADD), soit suivant la fonte des neiges,
le corps était au stade de dessiccation dans son ensemble. Au premier jour d’échantillonnage au printemps
2021 (JE 219; 730,7 ADD), le corps était davantage asséché, sans liquéfaction des tissus mous. A partir du
JE 244 (1139,5 ADD) jusqu’au JE 253 (1312,4 ADD), la majorité des organes et des tissus mous semblait
s’étre liquéfiés selon I'apparence « dégonflée » du corps (Annexe F). Ce phénomene est caractéristique du
stade actif. Par la suite, aucun autre changement extérieur n’a été observé jusqu’au dernier jour
d’échantillonnage (JE 324; ADD 2740,8). Le corps était alors au stade de dessiccation sans signe de
squelettisation. La durée (en ADD) de chaque stade de décomposition est représentée graphiquement
dans la figure 4.3. En complément, des photographies prises a chaque stade de décomposition de ce

donneur sont présentées a I'annexe F.

Contrairement aux donneurs 1 et 2 (Sections 4.2.1 et 4.2.2), la décomposition des donneurs 3 et 4 est peu
comparable (Figure 4.3). A I'exception du stade frais qui est similaire au donneur 3, I'absence des stades
gonflé et squelettique et la breve transition vers le stade actif du donneur 4 marquent une différence
importante dans I’évolution de leurs trajectoires de décomposition respectives. Cette différence pourrait
étre expliquée par les conditions environnementales. Bien que le donneur 4 ait été déposé sur le site
seulement huit jours aprées le donneur 3, les températures moyennes cumulées (ADD) sont tres différentes
pour une méme période. Effectivement, durant les huit premiers jours suivant 'arrivée du donneur 3,
un total de 98,9 ADD ont été calculés alors que seuls 73,2 ADD ont été obtenus pour cette méme période
suivant 'arrivée du donneur 4. Les températures rencontrées au moment ol le donneur 4 a été déposé
sur le site ont rarement dépassé les 10 °C pour rapidement descendre sous 0 °C (Figure 4.1). Cette baisse
des températures pourrait étre a I'origine de la décomposition particuliére du donneur 4. De plus, suivant
la fonte des neiges, les membres inférieurs de ce donneur étaient completement submergés dans I'eau
durant deux semaines. Les membres inférieurs et le tronc ont eu aussi été en contact avec I'eau. Il s’agit
la d’une autre particularité importante de la décomposition de ce donneur qui peut avoir eu un impact sur
la décomposition de celui-ci. Effectivement, Stuart et Ueland (2017) affirment que la décomposition dans
un milieu aquatique est totalement différente de la décomposition terrestre. Enfin, d’autres facteurs
endogenes, propres a chacun des donneurs, tels que I'IMC et I'dge (Tableau 2.2) peuvent aussi avoir eu un
impact sur la décomposition. Le donneur 4 présentait d’ailleurs un indice de masse corporel (IMC)
beaucoup plus élevé que le donneur 3 pouvant grandement influencer le processus de décomposition et

mener a I'observation de ces importantes différences.
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Cependant, une similarité majeure en ce qui concerne I'évolution de la décomposition des deux donneurs
a été observée apres I'hiver. Dans les deux cas, les corps présentaient de légers signes de dessiccation,
principalement sur le visage, alors que plusieurs régions anatomiques (thorax-abdomen, membres
supérieurs et inférieurs pour les deux donneurs) étaient toujours relativement fraiches lors du dernier
échantillonnage a I'automne 2020. Suivant la fonte des neiges au printemps 2021, les deux donneurs
étaient en dessiccation complete. Ces observations indiquent que la saison hivernale aurait donc
un impact important sur le processus de décomposition en « perturbant» la séquence
d’apparition/disparition des stades de décomposition qui sont généralement observés a des températures
plus chaudes (Tableau 2.1). Au lieu de préserver le corps dans a un certain stade de décomposition,
comme |'on pourrait s’y attendre, les températures froides de I’hiver et la couverture de neige conduisent
ultimement a la modification de la trajectoire de décomposition. Le stade observé au printemps est alors
bien différent de celui observé a I'automne précédent. La décomposition qui suit la décongélation est alors
totalement différente. Des études sur un plus grand nombre de sujets comparables (n > 2) devront étre

réalisées afin de valider cette théorie.

4.2.5 Donneur5

Au JE 0 (9,0 ADD), le donneur 5 était au stade frais. Ce stade a perduré jusqu’au JE 8 (130,8 ADD) pour
I’ensemble du corps et au JE 17 (282,7 ADD) pour le bas des membres inférieurs. Le visage et le cou ont
présenté des signes de gonflement au JE 10 (173,5 ADD) qui se sont étendus a I'abdomen au JE 12
(212,6 ADD) pour finalement se résorber au JE 20 (316,0 ADD) sur I'ensemble du corps. Le stade de
décomposition actif a débuté au JE 8 (130,8 ADD) sur le visage alors que le thorax et les parties génitales
sont entrés dans ce stade au JE 11 (196,1 ADD). Le stade actif a atteint un niveau maximal au JE 13
(225,5 ADD) pour I'ensemble du corps et s’est terminé au JE 27 (456,5 ADD). Le visage a été la premiere
région a entrer dans le stade de dessiccation, au JE 17 (282,7 ADD), combiné a la squelettisation
manifestée par I'exposition du maxillaire. Les membres supérieurs et le tronc (thorax et abdomen) sont,
guant a eux, entrés au stade de dessiccation au JE 27 (456,5 ADD) et la dessiccation de I'ensemble du corps
a été atteinte au JE 31 (534,5 ADD). A la fin de la période d’étude de terrain (JE 106; 2030,2 ADD),
la majorité du corps était momifiée avec I'exposition d’os (squelettisation) dans plusieurs régions
anatomiques (visage, membres supérieurs et inférieurs). La durée (en ADD) de chaque stade de
décomposition est représentée graphiquement dans la figure 4.4. En complément, des photographies

prises a chaque stade de décomposition de ce donneur sont présentées a I'annexe G.
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Figure 4.4 Durée des stades de décomposition (en ADD) observés chez les donneurs 5 et 6 lors de leur
étude sur le site de REST[ES] de mai a ao(t 2021.

4.2.6 Donneur6

Le donneur 6 était au stade frais lors de son arrivée sur le site au JE 0 (14,7 ADD). Les premiers signes de
gonflement ont été observés sur la téte et le cou au JE 5 (120,6 ADD). L’abdomen s’est, quant a lui, trouvé
au stade gonflé au JE 8 (185,3 ADD) qui a perduré jusqu’au JE 43 (843,1 ADD). Il s’agit d'un élément
caractéristique de la décomposition de ce donneur qui est difficilement explicable a ce stade des
connaissances en thanatologie dans le climat du sud du Québec. Ce stade a duré plus longtemps que le
stade de décomposition active qui a débuté d’abord au niveau du visage et des parties génitales au JE 5
(120,6 ADD) et s’est terminé au JE 18 (361,2 ADD) pour I’ensemble du corps. D’ailleurs, aucune liquéfaction
apparente des tissus mous de I'abdomen n’a été observée pour ce donneur et I'activité entomologique a
été tres faible. Des larves ont principalement été observées dans le visage et les membres inférieurs.
Au JE 8 (185,3 ADD), la décomposition active a atteint son niveau maximal pour I’'ensemble du corps a

I’exception du visage. La téte et le cou sont entrés au stade de dessiccation dés le JE 8 (185,3 ADD).
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Un ralentissement de la décomposition a ensuite été observé sur I'ensemble du corps au JE 19 (361,8 ADD)
jusqu’a la fin de la période d’échantillonnage au JE 63 (1302,2 ADD). Le stade squelettique a été observé
au JE 10(217,0 ADD) sur le visage. Il est a noter que la squelettisation a seulement été observée dans cette
région durant I'ensemble de I’étude. Au dernier jour d’échantillonnage (JE 63; 1302,2 ADD), I'ensemble du
corps était au stade de dessiccation avec exposition de la mandibule et du maxillaire. La durée (en ADD)
de chaque stade de décomposition est représentée graphiquement dans la figure 4.4. En complément, des

photographies prises a chaque stade de décomposition de ce donneur sont présentées a I’'annexe H.

Le début des stades de décomposition des donneurs 5 et 6 est comparable. Les différences observées se
situent plutot dans la durée des stades. Pour le donneur 5, le stade frais fut particulierement long d aux
membres inférieurs qui ont maintenu une apparence relativement fraiche durant plusieurs jours. Il est
difficile d’émettre une hypothese afin d’expliquer cette particularité. Il semble difficile d’envisager que ce
phénomene puisse étre di a des facteurs extrinséques, comme la température, puisque les impacts
auraient été observés sur I'’ensemble du corps. Des facteurs intrinseéques pourraient donc étre a I'origine
de ce phénomeéne. Il est a noter que les températures étaient tout de méme plus froides lors de I'arrivée
du donneur sur le site comparativement a celle du donneur 6. Cependant, le stade gonflé est beaucoup
plus court chez le donneur 5 que chez le donneur 6. Dans I'ensemble, malgré le dépot sur le site a plus
d’un mois d’écart, I'utilisation des valeurs de ADD permet d’observer que la décomposition a progressé de
maniére relativement similaire chez les deux donneurs. Les différences observées peuvent, ici aussi,

étre dues a de nombreux facteurs intrinseques outre les facteurs extrinseques.

4.2.7 Comparaison des stades de décomposition de tous les donneurs

A I'issue de la comparaison des stades de décomposition des trois paires de donneurs, une comparaison

des six donneurs entre eux est présentée dans la figure 4.5.
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Figure 4.5 Durée des stades de décomposition (en ADD) observés pour les six donneurs lors de leur étude
respective sur le site de REST[ES] de ao(it 2020 a ao(t 2021.
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La figure 4.5 met en évidence le caractére comparable des stades de décomposition des donneurs 1, 2, 3,
5 et 6. Seul le développement plus lent du stade squelettique chez le donneur 3 et celui plus long du stade
gonflé chez le donneur 6 different. Globalement, les stades commencent a des valeurs de ADD similaires
et connaissent des durées semblables malgré I'installation des donneurs sur le site de REST[ES] a des
saisons différentes. Il est donc intéressant de constater que malgré I'observation de caractéristiques
différentes chez chacun des donneurs, les stades de décomposition semblent évoluer de maniere

comparable et selon une certaine séquence, a des moments relativement précis.

En ce qui concerne le donneur 4, I'évolution de sa décomposition se démarque par rapport a celle des
autres donneurs principalement par I'absence de deux stades (gonflé et squelettique) et la relativement
courte durée du stade actif. Ce dernier, en plus d’étre bref, ne suit pas le méme ordre d’apparition que
chez les autres donneurs. Cette importante différence au sein du processus de décomposition pourrait
étre liée aux températures plus froides qui ont pu modifier I’évolution « attendue » de la décomposition
telle que décrite a la section 4.2.4. Les températures froides peuvent expliquer en partie les observations
rapportées dans cette étude, mais d’autres facteurs importants pourraient étre a I'origine des différences
observées. En effet, le donneur 3 a lui aussi été soumis a des températures froides et pourtant sa
décomposition globale est comparable a celle des autres donneurs. Deux éléments majeurs peuvent avoir
affecté le processus de décomposition du donneur 4 outre les températures. D’abord, suivant la fonte des
neiges, ce donneur s’est retrouvé dans I'eau pendant deux semaines en raison de son positionnement
topographique sur le site. Les membres inférieurs étaient alors complétement submergés et les membres
supérieurs ainsi que le tronc ont aussi été en contact avec I'eau. Comme mentionné (Section 4.2.4),
la décomposition en milieu aquatique n’est pas comparable a celle en milieu terrestre (Stuart et Ueland,
2017). Il est donc possible que I'immersion temporaire de ce donneur ait eu un impact significatif sur les
modes et vitesses de décomposition. Le second élément particulier au donneur 4 était son indice de masse
corporelle (IMC) (Tableau 2.2). Ce donneur présentait une obésité, cas isolé au sein des donneurs analysés
dans cette étude. Comme discuté a la section 1.5.1, une masse corporelle élevée pourrait ralentir la vitesse
de décomposition d’un individu selon plusieurs études (Ferreira et Cunha, 2013; Zhou et Byard, 2011;
Spicka et al., 2011; Matuszewski et Konwerski, 2014) ce qui est d’ailleurs observé pour ce donneur.
Cependant, aucun consensus clair n’a été émis a ce sujet. En bref, les températures froides,
la décomposition partielle dans I'eau ainsi que I'lMC élevé du donneur 4 sont trois éléments importants
qui distinguent la décomposition de ce donneur de celle des autres donneurs de cette étude (1, 2, 3, 5 et

6). Les multiples différences observées chez le donneur 4 pourraient donc étre attribuables a une
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combinaison complexe de facteurs intrinseques et extrinseques. Cette observation souligne encore
davantage lI'importance de mener des études complémentaires sur la décomposition dans le climat
canadien, et particulierement dans le sud du Québec, sur un plus grand éventail de donneurs afin d’étre
en mesure d’émettre des conclusions claires et de valider ou invalider les hypothéses soulevées dans cette

étude.

70



CHAPITRE 5
ANALYSES QUANTITATIVES

Suivant I’élaboration, I'optimisation et la validation des méthodes d’extraction et d’analyse des acides gras
par GC-MS (Chapitre 3), les échantillons de tissus mous collectés a I'aide d’une aiguille de biopsie dans le
torse et les cuisses des donneurs disposés sur le site de REST[ES] ont été analysés. Les résultats et les
conclusions obtenus sont présentés dans ce chapitre. La chimiométrie a d’ailleurs été appliquée aux jeux
de données obtenues afin d’évaluer les similitudes et les différences entre les paires (donneurs étudiés
lors d’une méme saison (Tableau 2.2)), mais aussi entre les six donneurs étudiés. Enfin, rappelons que pour
rendre les acides gras suffisamment volatils, ces derniers ont été transformés en esters silylés d’acide gras.
Afin d’alléger la lecture, les acides gras triméthylsylilés (TMS) seront désignés par « acides gras » dans

I’ensemble du chapitre.

5.1 Echantillons analysés

Au total, plus de 600 échantillons ont été collectés, soit une centaine par donneur. Considérant la quantité
importante de matériel a analyser, des tests ont été réalisés afin de réduire la quantité d’échantillons tout

en permettant d’observer les variations de concentrations des acides gras.

Tout d’abord, les concentrations en acide gras mesurées entre les tissus mous provenant des c6tés droit
et gauche du torse et des cuisses du donneur 1 ont été comparées afin d’évaluer 'homogénéité de
distribution des acides gras. Un total de 12 échantillons a été analysé soit trois par zone d’échantillonnage
couvrant I'ensemble des stades de décomposition rencontrés (Torse : Jours 0, 14 et 42; Cuisses : Jours 0,
14 et 32). Les concentrations moyennes pour chaque acide gras ont permis la réalisation de graphiques
d’interactions (Figure 5.1). Ce type de graphique permet de comprendre la relation entre deux variables
catégoriques et une mesure continue (Scherrer, 2007). Ces graphiques permettent I'identification rapide
des interactions entre les variables et I'identification de tendances (« patterns ») et différences. Pour les
graphiques présentés a la figure 5.1, la zone d’échantillonnage (To = Torse; Cu = Cuisse), en abscisses, et
le coté échantillonné (Droit = rouge; gauche = bleu), représentées par les couleurs, ont été étudiées afin
d’évaluer les éventuelles différences. L'ordonnée représente les valeurs de concentrations

mesurées (ppm).
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Figure 5.1 Graphiques d’interaction des acides gras du donneur 1 des quatre zones de prélevement, soit le coté droit et gauche du torse
la cuisse.



En observant les graphiques d’interaction produits, il est possible de conclure qu’il n’y a pas de différence
importante entre les régions anatomiques (To et Cu) et les cotés (droit et gauche) pour le donneur 1.
A l'exception de 'acide laurique (cuisses (Cu) seulement), les valeurs moyennes des concentrations sont
similaires pour tous les acides gras. La proximité, voire la superposition des lignes de chaque graphique
d’interaction présenté a la figure 5.1, témoigne de cette similarité. Effectivement, lorsque les lignes sont
paralléles, il y a peu ou pas d’interaction. A I'inverse, plus les lignes se croisent et/ou ont des pentes
abruptes, plus les interactions sont fortes (Scherrer, 2007). Dans le cas de I'acide laurique, la différence se
situe principalement pour les échantillons droits et gauches des cuisses. Pour le torse, les moyennes de
chaque cOté sont presque superposées indiquant une similitude des concentrations des échantillons
provenant de ces deux sites de préléevements (torse droit et gauche). Il est donc possible d’affirmer qu’il
n’y a globalement pas de différence significative entre les six échantillons de tissus mous analysés pour le
donneur 1, et ce pour tous les acides gras étudiés. La distribution des acides gras contenus dans les
triglycérides des lipides du corps semble donc homogéne autant pour le c6té que la région anatomique

étudiée. Afin de valider ces conclusions, des tests statistiques supplémentaires ont été réalisés.

Une analyse de variance (ANOVA) a été effectuée afin de confirmer les conclusions tirées des graphiques
d’interactions de la figure 5.1. Ce type d’analyse statistique permet, entre autres, de déterminer si les
moyennes de différents groupes different significativement (Rutherford, 2011). Concrétement, il a été
possible d’évaluer la présence de différences entre les concentrations moyennes des échantillons
provenant des régions anatomiques (torse et cuisses), des cotés (droit et gauche) et méme les interactions
entre les régions anatomiques et les cotés. Afin de sélectionner le type d’ANOVA le mieux adapté au jeu
de données, des tests doivent étre réalisés pour s’assurer que celui-ci répond aux hypothéses sur
lesquelles s’appuie I’ANOVA. Des tests de normalité et d’homogénéité de variance ont donc été effectués.
En premier lieu, le test de normalité Shapiro-Wilk a été effectué. Ce type de test permet de vérifier la
distribution normale des données. Les valeurs de p obtenues pour sept des neuf acides gras sont
supérieures a 0,05 (Annexe 1) indiquant la normalité dans la distribution des données pour la majorité des
acides gras. Un second test a été effectué avec le méme jeu de données, soit le test d’homogénéité de
variance de Levene. Celui-ci permet d’évaluer si la variance observée dans un groupe est statistiquement
significativement différente. Pour tous les acides gras, les valeurs de p obtenues sont supérieures a 0,05
(Annexe |) indiquant I’'homogénéité de la variance des données. Suivant les résultats de ces tests, il est
possible de confirmer que le jeu de données respecte les hypotheses sur lesquelles une ANOVA classique

a deux facteurs est fondée (Tableau 5.1).
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Tableau 5.1 Résultats d’'une ANOVA classique a deux facteurs pour les échantillons de tissus mous des
guatre zones de prélevement du donneur 1

Acide gras coté Région Coté: Région

Acides gras saturés

Acide laurique 0,6763 0,7834 0,7483
Acide myristique 0,8009 0,8917 0,9674
Acide palmitique 0,8390 0,8255 0,9596

Acide stéarique 0,9795 0,7883 0,9738
Acide arachidique 0,9805 0,9412 0,9845

Acide gras insaturés

Acide myristoléique 0,9077 0,880 0,9680
Acide palmitoléique 0,8354 0,5508 0,8557
Acide oléique 0,8765 0,7585 0,9747
Acide linoléique 0,7945 0,8554 0,8515

Pour ce type d’ANOVA, les valeurs de p inférieures ou égales a 0,05 démontrent la présence de différences
statistiqguement significatives. Toutes les valeurs de p dans le tableau 5.1 sont supérieures a ce seuil,
indiquant qu’il n’y a pas de différence significative entre les régions anatomiques (torse et cuisses) ni entre
les cotés (gauche et droit). Ces résultats confirment les conclusions issues de I'analyse des graphiques
d’interactions. La répartition des acides gras dans les tissus mous des quatre zones d’échantillonnage du
donneur 1 peut étre considérée comme homogene, et ce tout au long du processus de décomposition.
Cette constatation a également été observée pour tous les autres donneurs lors de I'analyse des tissus

mous collectés (Sections 5.4 et 5.6).

Suivant ces tests statistiques, il a été décidé que les échantillons prélevés n’allaient pas tous étre analysés.
Pour chaque jour expérimental (JE) étudié, deux des quatre échantillons prélevés ont été analysés.
Malgré I'homogénéité apparente de la distribution des acides gras dans les tissus mous, il semblait plus
judicieux d’analyser au moins deux échantillons par jour de collecte en raison du nombre limité
d’échantillons (n=12) analysés pour effectuer les tests statistiques et I'extrapolation des résultats
provenant d’un seul donneur a tous les autres donneurs. Considérant que la distribution anatomique des
gras dans le corps peut varier d’'une personne a I'autre et qu’un corps n’est pas toujours retrouvé dans son
ensemble, I'étude de deux régions anatomiques (torse et cuisse) a été favorisée a celle des c6tés (gauche

et droit). Le c6té gauche a arbitrairement été sélectionné pour tous les donneurs.
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Bien que ce processus ait permis de réduire de moitié le nombre total d’échantillons a analyser,
I"analyse de plus de 50 échantillons par donneur aurait représenté une durée d’étude et des colts
supérieurs aux contraintes temporelles et budgétaires de ce projet de recherche. Une approche d’analyse
complémentaire a donc été mise en place pour réduire davantage le nombre d’échantillons a analyser.
L’analyse d’échantillons par intervalle a été choisie et des analyses complémentaires ont par la suite été
effectuées lorsque des valeurs différaient nettement de la valeur mesurée juste avant et de celle mesurée
juste apres (valeurs aberrantes). Par exemple, lorsque des concentrations trés basses étaient mesurées
alors qu’une tendance a la hausse était observée dans un certain intervalle. Si des valeurs semblant
aberrantes étaient rencontrées, elles n’étaient pas exclues pour autant. Effectivement, le processus de
décomposition étant variable et grandement influencé par une multitude de facteurs (Section 1.5),
aucune valeur ne fut exclue. Celles-ci font partie intégrante du phénomene et doivent donc étre prises en

considération.

Le tableau J.1 de I'annexe J présente les échantillons analysés pour chaque donneur. En moyenne,
une vingtaine d’échantillons ont été analysés par donneur en s’assurant de couvrir chaque stade de

décomposition (Tableau 2.1). A noter que le dernier échantillon prélevé au niveau du torse pour le

donneur 5 est différent de celui pour la cuisse en raison de la liquéfaction complete des tissus mous du
torse et/ou de leur dégradation par les charognards invertébrés. La fin de la période d’échantillonnage est

la méme pour les deux régions anatomiques de tous les autres donneurs.

5.2 Concentrations observées des acides gras

Suivant 'analyse par GC-MS des tissus mous collectés, certaines conclusions générales ont pu étre
réalisées en ce qui a trait aux concentrations de chaque acide gras. Pour tous les donneurs, certains acides
gras sont retrouvés en plus grande quantité. Pour les acides gras saturés, il s’agit des acides palmitique et
stéarique. Les acides palmitoléique, oléique et linoléique sont les plus importants chez les acides gras
insaturés. Les valeurs de concentrations maximales observées sont supérieures a 100 ppm et atteigne
jusgu’a 800 ppm pour les acides palmitique et oléique chez certain donneur. Il s’agit d’ailleurs des mémes
acides gras que ceux identifiés dans la littérature comme étant les plus abondants dans les triglycérides
des tissus adipeux (Notter et al., 2009; Pfeiffer et al., 1998; Hirsch et al., 1960). De plus, bien que les unités
de mesure utilisées soient différentes, les tendances observées quant a I'abondance des différents acides

gars sont les mémes que celles rapportées par Ueland et al. (2021).
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Les concentrations observées pour tous les acides gras entre chaque individu sont similaires de maniere
générale. Bien entendu, les acides gras présentant les concentrations les plus élevées sont aussi ceux ou
les variations les plus importantes sont rencontrées entre les donneurs. Cependant, les concentrations en
acides gras peuvent étre considérées comme étant assez semblables d’un individu a I'autre considérant
les différents facteurs intrinséques rencontrés tels le sexe, I’dge, le poids et la cause du déces (Tableau 2.2).
Les quelques dissimilitudes observées peuvent aussi étre expliquées par des différences en ce qui a trait
au processus de décomposition. Cette similarité entre les donneurs est aussi observée entre les régions
anatomiques d’un méme individu. Bref, cette similitude des concentrations des acides gras est un élément
important pour |'utilisation potentielle de ceux-ci a titre de biomarqueurs de I'IPM. Ces observations
générales seront présentées en détail dans les sections suivantes lors de I'étude des variations des

concentrations dans le temps et grace a la chimiométrie.

5.3  Variations des concentrations dans le temps

Les tissus mous échantillonnés sur le site de REST[ES] ont été analysés en laboratoire afin d’évaluer les
concentrations en acide gras contenues dans ceux-ci tout au long du processus de décomposition.
Pour ce faire, des graphiques de concentrations dans le temps ont été produits afin de mettre en évidence
les variations de concentrations et ainsi potentiellement identifier la présence de tendances (« patterns »)
en fonction de I'IPM. L’axe des abscisses présente les valeurs de ADD alors que les concentrations en ppm
sont retrouvées sur I'axe des ordonnées. Les résultats obtenus sont présentés dans la section suivante.
Les donneurs ont une fois de plus été séparés en paire selon les saisons (donneurs 1 et 2, donneurs 3 et 4

et donneurs 5 et 6). Des analyses individuelles et des comparaisons entre donneurs seront présentées.

5.3.1 Donneurl

Tout d’abord, les échantillons provenant du donneur 1 ont été analysés. Les graphiques obtenus pour les

deux régions anatomiques a I’étude sont présentés a la figure 5.2.
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Figure 5.2 Variation des concentrations moyennes des acides gras cibles provenant des tissus mous du torse (To) et de la cuisse (Cu) sur toute la
période d’étude pour le donneur 1.



En observant les concentrations des acides gras contenus dans les tissus mous provenant du torse,
la majorité présente une augmentation significative de leur concentration vers 300 ADD (JE 14). Seuls les
acides arachidique et myristoléique font exception, avec une augmentation de concentration a des valeurs
de ADD plus basses (200 ADD; JE 9). La valeur de 300 ADD (JE 14) correspond a la fin des stades gonflé et
actif, tout juste avant le stade de dessiccation. Cette augmentation rapide des concentrations est
représentative de la libération des acides gras suivant I'hydrolyse des triglycérides. Cette réaction
biochimique est généralement attendue lors des stades gonflé et actif (Pfeiffer et al., 1998). Par la suite,
les concentrations augmentent jusqu’a atteindre un sommet a 660 ADD (JE 42) pour tous les acides gras.
Cette valeur correspond aux stades de dessiccation et squelettique (seulement pour le visage). L’hydrolyse
se poursuivrait donc durant ces stades de décomposition. Par la suite, une diminution des concentrations
est observée pour tous les acides gras. Elle est d’autant plus importante pour les acides palmitique,
stéarique, palmitoléique, oléique et linoléique. Il est donc possible que ce moment marque la fin de la

liquéfaction interne des tissus mous.

La diminution des concentrations pour tous les acides gras provenant du torse est aussi un signe qu’il ne
semble pas y avoir eu d’hydrogénation des acides gras insaturés. En effet, suivant I'hydrolyse des
triglycérides, les concentrations de tous les acides gras devraient augmenter puis une diminution des
concentrations pour les acides gras insaturés devrait étre observée en raison de l'augmentation des
concentrations pour leurs analogues saturés (p. ex., I’hydrogénation des acides oléique et linoléique
menant a la formation de I'acide stéarique). Ce phénomeéne n’est pas observé sur les graphiques présentés.
Dans I'ensemble, les courbes pour tous les acides gras sont similaires. Certains acides gras présentent
cependant des variations de concentrations plus importantes tels les acides palmitique, stéarique,
palmitoléique, oléique et linoléique. A ce titre, ceux-ci pourraient potentiellement étre de meilleurs

indicateurs de I'lPM.

Concernant les acides gras provenant des tissus mous de la cuisse gauche du donneur 1, les courbes
présentées a la figure 5.2 sont similaires a celles du torse. Cependant, I'augmentation rapide des
concentrations ainsi que les concentrations maximales ont été atteintes plus rapidement a I'exception de
I’acide myristique. A 200 ADD (JE 9), soit au moment ou les stades de décomposition gonflé et actif étaient
a leur maximum, les concentrations des acides gras ont subi une augmentation trés nette. Il s’agit d’'un

élément particulier puisque ces stades de décomposition se développent généralement plus rapidement
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pour I'abdomen. Les concentrations maximales ont par la suite été atteintes entre 550 et 600 ADD (JE 31

et 36). A ce moment, le corps était au stade de dessiccation dans son ensemble.

Un des éléments importants des courbes de la cuisse gauche est |'observation du phénomene
d’hydrogénation des acides gras insaturés. Suivant une diminution des concentrations apres |'atteinte d’un
sommet autour de 600 ADD (JE 36), les acides gras saturés, plus particulierement I'acide palmitique et
stéarique, présentent une seconde augmentation de leur concentration. La concentration de leurs
analogues insaturés (p. ex. les acides palmitoléique, oléique et linoléique) diminue de maniére importante.
L’acide stéarique présente méme sa valeur de concentration la plus élevée a la fin de la période d’étude
(965 ADD; JE 70). Considérant que I’hydrogénation de deux acides gras insaturés meéne a la formation de

I'acide stéarique, il semble logique que les concentrations soient plus élevées.

Malgré les quelques différences observées entre les deux régions anatomiques (torse et cuisse),
les deux courbes pour chaque acide gras sont relativement similaires au niveau des concentrations.
De plus, une augmentation importante est observée au départ, signe de I'hydrolyse des triglycérides
durant les stades gonflé et actif. Par la suite, un sommet est atteint avant une diminution des
concentrations. La différence majeure est la seconde augmentation des concentrations pour les acides
gras saturés des échantillons collectés dans la cuisse, indiquant I’'hydrogénation des acides gras saturés

qui n’est pas observée pour les échantillons provenant du torse.

5.3.2 Donneur 2

Les échantillons de tissus mous collectés dans le torse et la cuisse gauche du donneur 2 ont aussi été
analysés afin d’évaluer les concentrations de chaque acide gras cible. Les résultats obtenus sont présentés

a la figure 5.3.
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Figure 5.3 Variation des concentrations moyennes des acides gras cibles provenant des tissus mous du torse (To) et de la cuisse (Cu) sur toute la
période d’étude pour le donneur 2.



Pour les échantillons provenant du torse, une premiére augmentation des concentrations est observée a
200 ADD (JE 9) correspondant a la fin du stade gonflé et au maximum du stade actif. Les concentrations
maximales pour la majorité des acides gras sont atteintes autour de 330 ADD (JE 16), soit au moment ou
I’ensemble du corps était au stade de dessiccation. Par la suite, les acides présentent soit une faible
augmentation jusqu’a la fin de I'étude ou l'atteinte d’un plateau. Il n’y a donc pas d’indication

d’hydrogénation des acides gras insaturés.

Pour les échantillons provenant de la cuisse, une augmentation rapide des concentrations est présente a
200 ADD (JE 9) soit au méme moment que les échantillons du torse. Par la suite, les concentrations
diminuent graduellement apres |'atteinte des concentrations maximales autour de 300 ADD (JE 14),

soit vers la fin du stade actif. Il n’y a pas non plus de signe d’hydrogénation pour ces acides gras insaturés.

Dans I'ensemble, les concentrations pour chaque acide gras sont comparables entre les régions
anatomiques. De plus, I’hydrolyse des triglycérides semble s’étre produite au méme moment pour le torse
et la cuisse. Bien que les courbes présentent certaines dissimilitudes entre elles pour une méme région
anatomique, elles sont relativement similaires pour un méme acide gras provenant des deux régions (torse
et cuisse). La différence principale réside dans la diminution des concentrations pour la cuisse alors que
I'on observe plutét I'atteinte de plateaux pour le torse suivant I'augmentation des concentrations a
200 ADD (JE 9). Dans les deux cas, certains acides gras semblent étre des biomarqueurs potentiels plus
intéressants, soit les acides palmitique, stéarique, palmitoléique, oléique et linoléique étant données leurs

variations de concentration plus importantes dans le temps.

5.3.3 Comparaison entre les donneurs 1 et 2

Suivant l'analyse individuelle des concentrations des acides gras présents dans les tissus mous des
deux régions anatomiques (torse et cuisse) des donneurs 1 et 2, une comparaison peut étre réalisée.
Celle-ci a permis d’identifier d’éventuelles similitudes entre deux donneurs déposés durant une méme
saison (été 2020). Pour ce faire, les courbes de chaque acide gras cible retrouvé dans les tissus du torse
des donneurs 1 et 2 ont été rassemblées en un méme graphique présenté a la figure 5.4. Le méme exercice
a été réalisé avec les courbes produites suivant I'analyse des tissus mous de la cuisse gauche de chaque

donneur (Figure 5.5).
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En observant les graphiques présentés a la figure 5.4, la différence principale est le moment ou I’hydrolyse
des triglycérides se produit. L'augmentation des concentrations pour le donneur 2 est plus rapide
(200 ADD; JE 9) que pour le donneur 1 (300 ADD; JE 14) a I’exception des acides arachidique et
myristoléique qui se produisent au méme moment pour les deux donneurs. Cette différence est d’autant
plus surprenante puisque les deux donneurs ont atteint les stades gonflé et actif quasi simultanément soit
autour de 100 ADD (Figure 4.2). Le donneur 1 avait méme atteint le stade gonflé un peu plus tot que le
donneur 2. Il en va de méme pour les concentrations maximales qui sont atteintes a des valeurs de ADD

beaucoup plus élevées pour le donneur 1 (600 ADD; JE 35) en comparaison au donneur 2 (330 ADD; JE 16).

Une seconde différence se retrouve dans les valeurs de ADD plus élevées. D’abord, pour le donneur 1,
les courbes présentent toutes I'atteinte d’un seul sommet de concentrations au méme moment (600 ADD;
JE 35) suivi d’'une diminution des concentrations. Cela n’est cependant pas observé pour le donneur 2.
La présence de deux plus petits sommets de concentrations a des valeurs de ADD plus ou moins similaires
est plut6ét observée. Par la suite, les concentrations des acides gras ont légérement augmenté ou stagné
et atteint un plateau. Ces différences contrastent avec la similitude observée visuellement lors de la

décomposition de ces deux donneurs (Sections 4.2.1 et 4.2.2).

Malgré ces différences importantes entre les courbes des acides gras, il semble y avoir quelques éléments
similaires entre les deux donneurs. L'un des premiers éléments intéressants est I'augmentation des
concentrations des acides arachidique et myristoléique qui se produisent au méme moment pour les
deux donneurs (200 ADD). Les concentrations passent de zéro a leur valeur de concentration maximale
tres rapidement. Ce moment pourrait donc étre le signe du début de I’hydrolyse des triglycérides. De plus,
a 200 ADD (JE 9 pour les deux donneurs), les donneurs présentaient les stades de décomposition gonflé et
actif qui sont généralement associés au processus d’hydrolyse. Ces deux acides gras pourraient donc étre

pertinents pour identifier le début de I'hydrolyse des triglycérides dans les tissus mous.

Un autre élément similaire entre les deux donneurs est la concentration des acides gras. En effet, bien
gu’il s’agisse de deux individus différents, les concentrations mesurées pour tous les acides sont similaires
tant pour les valeurs de départ que les concentrations maximales atteintes. Il est donc possible que les
concentrations en acides gras d’individus d’'un méme sexe soient semblables malgré des facteurs

intrinséques différents tels I'dge, le poids et la cause du décés (Tableau 2.2).
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En somme, malgré les différences rencontrées, la tendance (« pattern ») d’évolution des concentrations
des acides gras dans le temps en fonction des stades de décomposition observés est similaire.
Une augmentation rapide de la concentration des acides gras se produit suivant I'hydrolyse des
triglycérides durant les stades de décomposition gonflé et actif jusqu’a I'atteinte d’un sommet durant le
stade de dessiccation. Les concentrations sont aussi dans le méme ordre de grandeur pour chaque acide
gras étudié et varient de maniére similaire. Considérant qu’il s’agisse de tissus mous provenant de

deux individus différents, les différences observées ne sont pas majeures.
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Figure 5.5 Variation des concentrations moyennes des acides gras cibles provenant des tissus mous de la cuisse sur toute I'étude pour les

donneurs 1 et 2 (été 2020).



Concernant les échantillons provenant de la cuisse gauche des donneurs 1 et 2, des conclusions similaires
peuvent étre tirées. Dans le cas des courbes présentées a la figure 5.5, les similitudes sont d’autant plus
marquées que celles de la figure 5.4. En effet, I’"hydrolyse des triglycérides semble avoir eu lieu au méme
moment pour la majorité des acides gras (laurique, palmitique, stéarique, palmitoléique, oléique et
linoléique) soit autour de 200 ADD (JE 9) pour les deux donneurs. Cette augmentation est suivie de
I"atteinte d’un sommet puis d’une diminution des concentrations. Les acides palmitique et stéarique font
exception a cette derniere observation pour le donneur 1 ol une seconde augmentation se produit

possiblement di a I’hydrogénation des acides gras insaturés. Ce phénomeéne n’est pas observé chez le

donneur 2.

Un autre élément intéressant entre les deux courbes de chaque acide gras est la présence d’un pic
d’augmentation des concentrations autour de 640 ADD (JE 39), observé chez les deux donneurs qui est
présent au méme moment pour tous les acides gras. L’identification de ce phénomeéne n’a pas été possible
en raison de |’état limité des connaissances actuelles sur le sujet. A ce moment, les deux donneurs étaient

aux stades de dessiccation et squelettique.

Enfin, les concentrations sont une fois de plus dans le méme ordre de grandeur a I'exception de I'acide
palmitoléique olU une différence majeure est observée potentiellement dues aux concentrations

différentes trouvées dans les triglycérides de chaque individu.

Dans I'ensemble, les courbes des acides gras de chaque donneur sont similaires pour les deux régions
anatomiques étudiées et particulierement pour la cuisse. La décomposition biochimique des triglycérides
est donc comparable entre les donneurs de I'été 2020 tout comme les changements morphologiques
extérieurs observés lors de la décomposition. Certains acides gras semblent ainsi étre plus intéressants
que d’autres afin d’estimer I'IPM. Par exemple, les acides palmitique, stéarique, palmitoléique, oléique et
linoléique pourraient étre utiles a titre de biomarqueurs pour I’estimation de I'intervalle post mortem (IPM)
vu les variations de concentrations importantes observées. Les acides arachidique et myristoléique
peuvent quant a eux étre utilisés pour déterminer le début de I’hydrolyse des triglycérides et donc le
passage d’un corps vers les stades gonflé et actif. Le manque de variations dans les concentrations des

acides laurique et myristique les rend moins intéressants a titre de biomarqueurs pour estimer I'lPM.
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5.3.4 Donneur3

Suivant I'analyse des variations de concentrations des acides gras contenus dans les tissus mous des
donneurs 1 et 2 déposés sur le site de REST[ES] a I'été 2020, la méme approche a été effectuée pour le
donneur 3, I'un des deux donneurs déposés a I'automne 2020. Les résultats obtenus sont présentés a la

figure 5.6.
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Figure 5.6 Variation des concentrations moyennes des acides gras cibles provenant des tissus mous du torse (To) et de la cuisse (Cu) sur toute la
période d’étude pour le donneur 3.



En observant les courbes des acides gras provenant des tissus mous du torse, une premiere augmentation
des concentrations vers 100 ADD (JE 7) est visible. A ce moment, le corps était au début du stade gonflé
caractérisé par 'apparition d’une coloration verte sur I'abdomen. Le début de I’hydrolyse des triglycérides
aurait donc eu lieu a ce moment. Un premier maximum des concentrations a été atteint a environ 270 ADD
(JE 33) soit durant le stade gonflé et au début du stade actif pour le thorax et 'abdomen. Une diminution
des concentrations est par la suite observée jusqu’au dernier jour d’échantillonnage a I'automne 2020,
soit a 367 ADD (JE 50), pour tous les acides gras. Aucun échantillon n’a été prélevé durant I’hiver

(Section 4.2.3).

Une seconde augmentation des valeurs de concentrations est ensuite observée a 821 ADD (JE 226)
correspondant a la premiére collecte d’échantillon au printemps 2021. Les concentrations sont soit égales
ou supérieures aux valeurs maximales atteintes a I'automne. A ce moment, le corps était aux stades de
dessiccation et squelettique. Il semble donc que I’hydrolyse des triglycérides et, de maniére générale,
le processus de décomposition se soient poursuivis sous la neige, durant I’hiver. Cependant, une différence
de plus de 450 ADD est observée entre la derniére collecte d’échantillons a I'automne 2020 et la premiere
au printemps 2021. Il est donc possible que I’hydrolyse des triglycérides se soit produite entre la fonte des
neiges et la premiere collecte au printemps. Il nest donc pas possible d’affirmer que I’hydrolyse des

triglycérides s’est poursuivie lorsque les températures ambiantes étaient inférieures a zéro degré Celsius.

Par la suite, les courbes présentent une légére augmentation de leur concentration jusqu’a la fin de I'étude.
Une augmentation plus importante est observée a 1690 ADD (JE 275), mais celle-ci pourrait étre liée a la
faible quantité d’échantillons analysés durant cette période (3 échantillons de 1400 a 1800 ADD).
Il pourrait donc s’agir d’une valeur aberrante qui fait partie intégrante de la décomposition étant donnée,
la nature non controlée des facteurs influengant la décomposition. En somme, les concentrations
mesurées au printemps 2021 sont restées relativement constantes pour tous les acides gras (atteinte de
plateaux). Cela concorde aussi avec les phénomenes observés visuellement puisque le corps n’a pas
changé de stade ni d’apparence de maniéere significative suivant la premiere collecte d’échantillons au

printemps 2021. Enfin, aucun signe d’hydrogénation n’a été observé pour les acides gras insaturés.

Concernant les acides gras présents dans les tissus mous de la cuisse gauche du donneur 3, les mémes
conclusions peuvent étre tirées. De maniere générale, les courbes de ces deux régions anatomiques sont

assez similaires. Les concentrations et I'allure des courbes sont comparables pour chaque acide gras.
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5.3.5 Donneur4

Les courbes représentant les variations de concentrations dans le temps des acides gras retrouvés dans

les tissus mous du torse et de la cuisse gauche du donneur 4 sont présentées a la figure 5.7.
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période d’étude pour le donneur 4.



En observant les courbes des acides gras contenus dans les tissus mous du torse du donneur 4, il est
possible de constater un léger pic des concentrations entre 0 et 280 ADD (JE O et JE 43) pour la majorité
d’entre eux. Cette faible augmentation des concentrations sur I'ensemble de la période d’échantillonnage
de I'automne 2020 concorde avec I'observation d’un stade frais relativement long et I'absence de signe
visuel caractéristique des stades gonflé et actif. Un faible maximum des concentrations est atteint a
180 ADD (JE 25), soit lors du début de la dessiccation du thorax et des jambes du donneur. L’hydrolyse
pourrait donc avoir débuté quelques jours avant cette période bien que les stades gonflé et actif n’aient

pas été visuellement observés.

De plus, les concentrations de I'acide arachidique, qui semblent généralement étre un bon indicateur du
début du processus d’hydrolyse, ne révéle aucune augmentation des concentrations durant cette période.
Elle a plutét eu lieu entre la derniere collecte d’échantillons a 'automne 2020 (278 ADD; JE 43) et la
premiere collecte au printemps 2021 (731 ADD; JE 219). Une augmentation majeure des concentrations
de tous les autres acides gras est d’ailleurs observée au méme moment. Cette différence importante entre
les concentrations pourrait indiquer la poursuite de la décomposition durant I’hiver. Cependant,
une différence de plus de 450 ADD a été notée. La décomposition pourrait donc s’étre produite durant les
premieres journées du printemps plutét qu’a des températures inférieures a zéro degré Celsius. Il n’est

donc pas possible de déterminer si I’hydrolyse des triglycérides s’est produite durant la période hivernale.

Enfin, I'augmentation des concentrations se poursuit graduellement jusqu’a atteindre un sommet autour
de 2140 ADD (JE 296). Ce moment correspond d’ailleurs au stade de dessiccation, mais aussi au moment
ou la liquéfaction des tissus mous semblait achevée (corps d’apparence « dégonflé »). Les concentrations
de tous les acides gras diminuent par la suite. Il n’y a donc pas de signe d’hydrogénation des acides gras

insaturés.

Pour les acides gras provenant des tissus mous de la cuisse, certaines courbes présentent une faible
augmentation des concentrations entre 0 et 280 ADD (JE O et JE 43), alors que d’autres présentent des
augmentations plus importantes ou nulles. Il est donc difficile de déterminer si I’hydrolyse des triglycérides
a effectivement commencé durant la période de collecte d’échantillon a I'automne 2020. L'un des
éléments pouvant indiquer I'absence d’hydrolyse est I’acide arachidique dont les concentrations sont
passées de zéro a environ 35 ppm entre 'automne 2020 et le printemps 2021. Le début du processus

d’hydrolyse aurait donc potentiellement eu lieu entre 278 ADD (JE 43) et 731 ADD (JE 219) comme pour le
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torse. Une fois de plus, cette dégradation des triglycérides n’a pas nécessairement eu lieu durant I'hiver,

mais peut s’étre produite au début de printemps 2021, avant les premieres collectes d’échantillons.

Les concentrations mesurées lors de la premiére collecte d’échantillon au printemps 2021 (731 ADD; JE
219) sont plus élevées ou égales a celles a 'automne 2020 a I'exception des acides myristoléique et
palmitoléique. Ces deux derniers acides gras présentent d’ailleurs des courbes distinctes des autres.
Cela pourrait entre autres étre expliqué par la nature imprévisible de I'étude de matériel biologique.
Une augmentation graduelle des concentrations est ensuite observée jusqu’a I'atteinte d’'un sommet des
concentrations a 1730 ADD (JE 275), soit au moment ol la décomposition active s’est terminée (Figure 4.3).
Par la suite, une petite diminution suivie d’'une augmentation sont observées sans signe d’hydrogénation

des acides gras insaturés.

Dans I’ensemble, en comparant les courbes des acides gras de chaque région anatomique,
les concentrations mesurées sont dans un méme ordre de grandeur. De plus, I'allure des courbes est assez
semblable, soit une augmentation graduelle des concentrations jusqu’a la fin de la période
d’échantillonnage avec I'atteinte d’un sommet au moment ou la liquéfaction compléte des tissus semble
avoir eu lieu. Seules les courbes de I'acide myristoléique présentent des différences plus importantes
surtout au début de I'étude (entre 0 et 500 ADD) qui peut étre expliquée par la variabilité inhérente a

I’étude de tissus humains.

5.3.6 Comparaison des donneurs 3 et 4

Une comparaison de I'évolution des concentrations des acides gras contenus dans les tissus mous des
donneurs 3 et 4 a été réalisée. Les courbes des acides gras du torse et celles de la cuisse gauche sont

présentées dans les figures 5.8 et 5.9, respectivement.
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Figure 5.8 Variation des concentrations moyennes des acides gras cibles provenant des tissus mous du torse sur toute I'étude pour les donneurs 3 et
4 (automne 2020 et printemps 2021).



Tout d’abord, en observant les courbes des acides gras contenus dans les tissus mous des donneurs 3 et 4,
il est possible d’affirmer que I'hydrolyse des triglycérides s’est produite beaucoup plus tot pour le donneur
3. En effet, en observant tous les acides gras et plus particulierement I'acide arachidique,
une augmentation claire est présente a 150 ADD (JE 12). Les premiers signes d’hydrolyse pour le donneur
4 sont quant a eux beaucoup plus tardifs, soit vers 731 ADD (JE 219). Il s’agit d’une différence d’environ
600 ADD. Le début de I'hydrolyse pourrait cependant avoir eu lieu plus tét pour le donneur 4 puisque la
valeur de 731 ADD (JE 219) correspond au premier échantillonnage au printemps. Tel que mentionné
précédemment (donneur 4), ce processus biochimique pourrait avoir débuté avant le premier

échantillonnage au printemps 2021.

En excluant le premier pic d’augmentation des concentrations observé pour le donneur 33270 ADD (JE 33),
les courbes de chaque acide gras ont une allure similaire entre les donneurs. Une différence majeure des
concentrations entre les derniers échantillons collectés a I'automne 2020 et les premiers au printemps
2021 est apparente. Cela est suivi d’une augmentation graduelle des concentrations se terminant par une
petite diminution a la fin de la période d’échantillonnage. De plus, aucun signe d’hydrogénation des acides

gras insaturés n’est observable pour les deux donneurs.

L’évolution similaire des concentrations des acides gras présents dans les tissus mous du torse des
donneurs 3 et 4 contraste avec leur décomposition visuelle respective. En effet, le donneur 3 a rencontré
tous les stades de décomposition dans I'ordre présenté au tableau 2.1. Pour le donneur 4, les stades gonflé
et squelettique n’ont jamais été observés pendant la durée de I'étude et le stade actif s’est produit bien
aprées le début du stade de dessiccation. Cependant, I'un des éléments similaires dans la trajectoire de
décomposition de ces deux donneurs est le passage complet des corps au stade de dessiccation apres
I’hiver. C’'est d’ailleurs a ce moment que les courbes évoluent de maniere semblable (821 ADD; JE 226 pour
le donneur 3 et 730 ADD; JE 219 pour le donneur 4). Leur processus de décomposition apres le dégel serait

donc semblable visuellement et biochimiquement malgré les différences observées a 'automne.

Les concentrations sont aussi dans les mémes ordres de grandeur a I'exception des acides laurique et
palmitique. Cela pourrait étre attribuable aux différences dans la composition des triglycérides entre deux
individus. D’ailleurs, en considérant le poids et I'age de ces donneurs (Tableau 2.2), il est surprenant

d’obtenir des concentrations aussi similaires vues les écarts importants. A premiére vue, I'age, le poids,
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la cause du déces et les régions anatomiques ne semblent donc pas avoir d’'impact significatif sur la

distribution des acides gras dans les triglycérides.

Enfin, il est, ici aussi, possible d’identifier certains acides gras pertinents. Les acides palmitique, stéarique,
palmitoléique, oléique et linoléique varient en concentration de maniére plus importante durant le
processus de décomposition. Il pourrait donc s’agir de potentiels biomarqueurs pour estimer l'intervalle
post mortem (IPM). L’acide arachidique semble, quant a lui, étre utile pour marquer le début de
I’hydrolyse des triglycérides. Normalement, cela indiquerait donc la transition d’un corps vers les stades
gonflé et actif, mais cela ne s’avere pas toujours le cas comme constaté avec le donneur 4.
Les changements biochimiques internes ne sont pas nécessairement corroborés par des changements

morphologiques extérieurs clairs.
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Figure 5.9 Variation des concentrations moyennes des acides gras cibles provenant des tissus mous de la cuisse sur toute I'étude pour les donneurs
3 et 4 (automne 2020 et printemps 2021).



La figure 5.9 présente les courbes des acides gras provenant des tissus mous de la cuisse des donneurs 3
et 4. Une fois de plus, I’hydrolyse des triglycérides a débuté beaucoup plus t6t chez le donneur 3 soit vers
100 ADD (JE 7). Pour le donneur 4, le début de cette réaction biochimique aurait donc potentiellement eu
lieu entre 280 ADD (JE 43) et 731 ADD (JE 219) tel que mentionné lors de I'analyse des graphiques du

donneur 4. Une différence allant de 200 ADD a plus de 600 ADD est donc observée entre ces deux donneurs.

Bien que les courbes présentées a la figure 5.9 soient assez différentes en apparence, il est tout de méme
possible d’observer une augmentation graduelle des concentrations pour les échantillons collectés au
printemps 2021. Effectivement, en comparant les concentrations mesurées lors du premier
échantillonnage au printemps 2021 (821 ADD; JE 226 pour le donneur 3 et 731 ADD; JE 219 pour le donneur
4), elles sont égales ou supérieures aux concentrations mesurées a I'automne 2020 (367 ADD; JE 50 pour
le donneur 3 et 278 ADD; JE 43 pour le donneur 4) pour la majorité des acides gras. Par la suite,
une augmentation graduelle est observable jusqu’a la fin de I'étude. Les différences entre les courbes
restent tout de méme beaucoup plus importantes que celles du torse. Cela peut difficilement étre expliqué
par une raison claire, mais découle probablement des différents facteurs intrinseques et extrinséques
affectant le processus de décomposition d’un individu. Dans tous les cas, aucun signe d’hydrogénation des

acides gras insaturés n’a été observé.

La différence entre les courbes obtenues a partir des échantillons provenant de la cuisse gauche des
donneurs peut s’expliquer par une décomposition différente des corps (Figure 4.3). Comme pour
I’échantillon du torse, la décomposition biochimique des triglycérides durant I'automne différe
grandement pour les deux donneurs tout comme les observations visuelles. En revanche, des similitudes
sont observables entre les courbes pour la période d’échantillonnage ayant eu lieu au printemps 2021 par
I'augmentation graduelle des concentrations. A ce moment, les deux donneurs présentaient une

apparence similaire et les mémes stades de décomposition (dessiccation et squelettique).

Enfin, les concentrations sont variables entre les donneurs pour les acides palmitique, oléique et linoléique.
Le donneur 4 présente des valeurs plus élevées principalement a des valeurs de ADD plus élevées, soit vers
la fin de I'étude. Le donneur 3, n’ayant pas atteint des valeurs de ADD aussi élevées, il est difficile de
confirmer qu’il y ait bel et bien une différence majeure. Les courbes du donneur 3 ont une tendance a la
hausse a la fin de I'’étude. Les concentrations plus élevées du donneur 4 auraient donc pu étre atteintes

par le donneur 3. De plus, comme mentionnées précédemment, ces différences ne sont pas significatives
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considérant qu’il s’agit de deux individus complétement différents. Enfin, les acides gras identifiés comme
biomarqueurs potentiels lors de I'analyse des graphiques du torse (Figure 5.8) sont les mémes pour la

cuisse.

En somme, malgré une décomposition visuellement différente des donneurs 3 et 4 étudiés a
I"automne 2020 et au printemps 2021, I'évolution de la dégradation des lipides présente des similitudes

notables surtout suivant la période de dégel (apres I'hiver).

5.3.7 Donneur5

Les variations des concentrations des acides gras ont aussi été analysées pour le donneur 5, installé sur le

site de REST[ES] au printemps 2021. La figure 5.10 présente les graphiques obtenus pour ce donneur.
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Figure 5.10 Variation des concentrations moyennes des acides gras cibles provenant des tissus mous du torse (To) et de la cuisse (Cu) sur toute
I’étude pour le donneur 5.



Tout d’abord, pour les acides gras provenant des tissus mous du torse, une premiere augmentation des
concentrations est observée entre 110 et 225 ADD (JE 7 et 13). Ces valeurs correspondent au moment ou
le corps était aux stades gonflé et actif. L’hydrolyse des triglycérides s’est donc produite aux stades
attendus dans la littérature (Pfeiffer et al., 1998). Par la suite, un premier sommet est atteint a 600 ADD
(JE 35) pour la majorité des acides gras soit lorsque le corps entre tout juste au stade de dessiccation.
Un second sommet est observable a 800 ADD (JE 50) pour tous les acides gras alors que le corps est
complétement asséché. Il est difficile d’interpréter ce second maximum des concentrations vu la nature
variable des échantillons traités. Cependant, il est tout de méme possible d’observer une diminution des
concentrations suivant I'atteinte du premier sommet a 600 ADD (JE 35) pour les acides gras insaturés alors
gu’une augmentation est plutét rencontrée pour les acides gras saturés. En effet, le second sommet pour
ces derniers présente une concentration maximale plus élevée que le premier particulierement pour les
acides palmitique et stéarique. L'inverse est observé pour les acides gras insaturés. Ceci pourrait étre un

indicateur de I’hydrogénation des acides gras insaturés.

En ce qui a trait aux acides gras de la cuisse, des variations de concentrations similaires sont observées.
Une augmentation graduelle des concentrations se produit vers 200 ADD (JE 12) pour la majorité des
acides gras. A ce moment, le corps présentait les caractéristiques des stades gonflé et actif. L’hydrolyse
des triglycérides s’est donc produite a ce moment. Tout comme pour les acides gras du torse, un premier
pic de concentrations est atteint vers 500 ADD (JE 29), puis un deuxiéme vers 1000 ADD (JE 56) pour les
acides gras insaturés et vers 1700 ADD (JE 92) pour les acides gras saturés. Cette différence entre les
valeurs de ADD pourrait étre expliquée par le processus d’hydrogénation. En effet, I'atteinte d’un
maximum de concentrations pour les acides gras insaturés suivi d’'une importante diminution des
concentrations est d’autant plus marquée pour les courbes des acides gras insaturés de la cuisse. Il en va
de méme pour les acides gras saturés ou une nette augmentation des concentrations a été mesurée au

moment ou celles de leurs analogues insaturés diminuaient.

Dans I'ensemble, les courbes de chaque acide gras pour les deux régions anatomiques sont tres similaires.
Les mémes variations sont observées a des moments semblables. Le processus d’hydrogénation des acides
gras insaturés semble étre plus marqué pour les échantillons provenant de la cuisse. Cependant,
cela pourrait s’expliquer par la durée de la période d’échantillonnage plus longue pour la cuisse.
Les augmentations de concentrations les plus importantes sont observées suivant la fin de la période

d’échantillonnage du torse (aprés 1400 ADD; JE 78). Malgré cela, il est possible d’affirmer que les courbes
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présentent plusieurs similarités entre les acides gras d’'une méme région anatomique et entre les mémes

acides gras pour les deux régions. De plus, les concentrations sont aussi comparables.

5.3.8 Donneur 6

Les échantillons du donneur 6, soit le dernier ayant été étudié dans le cadre de ce projet, ont aussi été
analysés en laboratoire afin d’évaluer les variations de concentrations des acides gras cibles. Les résultats

obtenus sont représentés graphiquement a la figure 5.11.
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Tout d’abord, pour les acides gras contenus dans les tissus mous du torse, une nette augmentation des
concentrations est observable a 230 ADD (JE 11) correspondant au début de I’'hydrolyse des triglycérides.
A ce moment, le corps se trouvait aux stades gonflé et actif. Le sommet de ce premier pic est rapidement
atteint vers 290 ADD (JE 14), soit lors des mémes stades de décomposition. Par la suite, les concentrations
diminuent pour retrouver des valeurs similaires a celles de départ. Un plus petit sommet est présent a
600 ADD (JE 30) au moment ou I'abdomen du donneur était au stade gonflé et en dessiccation. Un plateau
de concentrations a des valeurs similaires a celles du départ est ensuite observé jusqu’a la fin de I'étude

pour tous les acides gras. |l n’y a donc pas de signe d’hydrogénation des acides gras insaturés.

Dans I'ensemble, les courbes de tous les acides gras a I’exception de I'acide arachidique, présentent des
variations de concentrations comparables avec la présence de deux pics de concentration au méme
moment. Il est a noter que |'acide arachidique fait exception a cela d{ a la concentration nulle mesurée a
700 ADD (JE 35). Celle-ci pourrait étre une valeur aberrante. Elle n’a cependant pas été exclue di a la
variabilité des échantillons étudiés qui peuvent étre influencés par une multitude de facteurs non

controlés.

Pour les échantillons provenant de la cuisse du donneur 6, les courbes présentent quelques similarités
avec celles produites suivant I'analyse des échantillons du torse. Deux sommets de concentrations
maximales sont atteints a des moments comparables pour la majorité des acides gras, soit un premier vers
200 ADD (JE 9) et un second a 600 ADD (JE 30). Les stades gonflé et actif étaient observés chez le donneur
6 pour le premier pic et les stades gonflé et de dessiccation pour le deuxieme. Cependant, a l'inverse des
courbes du torse, le second sommet présente des concentrations plus élevées que le premier pour
I’ensemble des acides gras ainsi qu’'une augmentation graduelle de celles-ci jusqu’a la fin de la période
d’échantillonnage. Les valeurs finales sont les plus élevées a I'inverse des acides gras du torse ou les valeurs
finales sont presque aussi basses que les valeurs initiales. Aussi, le début de I’hydrolyse des triglycérides
est plus rapide pour les échantillons provenant de la cuisse soit entre 70 et 160 ADD (JE 3 et 7).
Cela correspond au début des stades gonflé et actif. Les valeurs maximales ont cependant été atteintes

durant les stades de dessiccation et squelettique.

En observant ces graphiques, il semble que I’'hydrolyse des triglycérides du torse se soit produite sur une
tres courte période et n’ait pas continué sur I’'ensemble de I'étude comme observée pour ceux de la cuisse.

Cette différence majeure est difficilement explicable. Les courbes présentent tout de méme quelques
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similitudes, mais les concentrations observées sont tres différentes. L’'une des hypothéses pouvant étre
apportées est la décomposition particuliere du donneur 6. En effet, ce donneur a présenté des signes de
gonflement de I'abdomen pendant une trés longue période alors que le reste du corps avait atteint le
stade de dessiccation. Les jambes ont subi une décomposition plus « normale » avec I'observation des
stades gonflé, actif et de dessiccation dans I'ordre présenté au tableau 2.1. Malgré des signes évidents de
dégradation des tissus mous du torse du donneur 6 a un certain moment, celle-ci semble s’étre arrétée ou
terminée trés rapidement. Enfin, dans tous les cas, aucun signe d’hydrogénation des acides gras insaturés

n’a été observé pour les deux régions anatomiques.

5.3.9 Comparaison des donneurs 5 et 6

Suivant I'analyse des échantillons des tissus mous collectés au printemps et a I'été 2021 sur les donneurs
5 et 6, les variations de concentrations des acides gras cibles pour ce projet ont été comparées.

Les figures 5.12 et 5.13 présentent les courbes obtenues pour le torse et la cuisse respectivement.
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En observant les courbes présentées a la figure 4.17, une similitude principale est rencontrée, soit la
présence de deux pics d’augmentation des concentrations pour la majorité des acides gras. Cependant,
les valeurs maximales de ceux-ci ne sont pas observées aux mémes moments. Les sommets sont atteints
beaucoup plus tot pour le donneur 6 soit a 200 ADD (JE 9) et a 600 ADD (JE 30) comparativement a 600 ADD
(JE 35) et 800 ADD (JE 50) pour le donneur 5. Cela concorde avec les observations visuelles des stades de
décomposition. Le donneur 6 a atteint plus rapidement les stades gonflé et actif (120,6 ADD; JE 10 pour
les deux stades) en comparaison au donneur 5 (173,5 ADD; JE 10 et 130,8 ADD; JE 8 respectivement).
Les jours expérimentaux sont similaires pour les deux donneurs, mais les températures moyennes plus
chaudes rencontrées pour le donneur 6 (Figure 4.1.e) ont probablement favorisé une hydrolyse plus rapide
d’une quantité importante de triglycérides. Cependant, le début de I'hydrolyse semble s’étre produit plus
tot pour le donneur 5. Une légere augmentation des concentrations est observable entre 110 et 225 ADD
(JE 7 et 13), alors qu’une valeur de 230 ADD (JE 11) est plutot rencontrée pour le donneur 6. La différence
est cependant mineure et I'hydrolyse peut presque étre considérée comme ayant eu lieu aux mémes
valeurs de ADD. L’augmentation des concentrations est beaucoup plus rapide dans le cas du dernier

donneur expliquant I'atteinte d’un premier sommet avant le donneur 5.

Bien que ces deux donneurs présentent quelques similitudes, plusieurs différences importantes sont
observées. Tout d’abord, les tendances des courbes entre les donneurs différents pour plusieurs acides
gras. Pour le donneur 5, une augmentation graduelle des concentrations sur I'ensemble de I'étude est
observable pour les acides gras saturés alors qu’une augmentation puis une diminution des concentrations
aprés l'atteinte de concentrations maximales ont été mesurées pour les acides gras insaturés.
Cette observation est d’ailleurs un indicateur de I’hydrogénation potentiel des acides gras insaturés.
Pour le donneur 6, une augmentation rapide des concentrations suivie par I'atteinte rapide d’'un maximum
est d’abord observée. Par la suite, une diminution majeure des concentrations de tous les acides gras est
rencontrée et un plateau est atteint pour le reste de I’étude. Il n’y a aucun signe d’hydrogénation des
acides gras insaturés. Aussi, les concentrations de certains acides gras sont difficilement comparables par
exemple pour les acides palmitique, stéarique et oléique. Les valeurs sont beaucoup plus faibles pour le
donneur 5. Une fois de plus, cela pourrait étre expliqué par une composition différente des acides gras
majoritaires contenue dans les lipides des donneurs ou encore a des facteurs intrinséques et extrinséques

affectant le processus de décomposition.
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En somme, les courbes des acides gras du torse sont difficlement comparables entre les donneurs.
D’un c6té, la présence de deux pics d’augmentation des concentrations et le début de I’hydrolyse des
triglycérides sont des points communs importants. En revanche, malgré des concentrations similaires pour
certains acides gras, les variations de celles-ci different grandement rendant difficile la comparaison de
ces courbes. De plus, I'absence d’indication d’hydrogénation des acides gras insaturés pour le donneur 6
est une différence notoire. La décomposition particuliere de I'abdomen du donneur 6 pourrait expliquer

ces différences.
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donneurs 5 et 6 (printemps et été 2021).



Pour les acides gras contenus dans les tissus mous de la cuisse gauche des donneurs 5 et 6, les courbes
sont plus similaires (Figure 5.13) que celles du torse. Tout d’abord, le début du processus d’hydrolyse des
triglycérides se produit a des valeurs de ADD similaires soit vers 200 ADD (JE 12) pour le donneur 5 et entre
70 et 160 ADD (JE 3 et 7) pour le donneur 6. L’hydrolyse s’est donc produite un peu plus rapidement pour
le dernier donneur qui a d’ailleurs présenté les premiers signes des stades gonflé et actif plus rapidement
tels que mentionnés précédemment. Les observations visuelles s’accordent donc avec la dégradation des

triglycérides des tissus mous des cuisses de ces donneurs.

Aussi, les mémes tendances sont observées pour les variations de concentrations. Une augmentation
graduelle des concentrations sur I'ensemble de la période d’étude est observable pour les acides gras
saturés des deux donneurs. Pour les acides gras insaturés, une augmentation graduelle des concentrations
jusqu’a I'atteinte d’un maximum a la fin de I'étude a été mesurée pour le donneur 6. Pour le donneur 5,
la méme tendance est rencontrée jusqu’a la fin de I’étude du donneur 6 (2030 ADD; JE 106) puis une
diminution des concentrations potentiellement liée au phénoméne d’hydrogénation des acides gras
insaturés est observée. Cette différence entre les deux donneurs pourrait donc étre expliquée par la
période d’échantillonnage plus courte pour le donneur 6. Les acides gras insaturés n’auraient
possiblement pas été soumis au processus d’hydrogénation avant la fin de I’échantillonnage. En collectant
des échantillons sur une plus longue période, cette réaction biochimique aurait peut-étre pu étre observée
comme dans le cas du donneur 5. De plus, les concentrations sont similaires aux mémes valeurs de ADD

démontré par la quasi-superposition des courbes pour la majorité des acides gras.

Bref, les courbes des acides gras des donneurs 5 et 6 présentées a la figure 4.18 sont particulierement
similaires. Cela contraste grandement avec les courbes des acides gras du torse ou beaucoup de
différences ont été soulevées. Cela pourrait étre expliqué par la décomposition différente de ces
deux régions anatomiques. Les abdomens des donneurs ne se sont pas visuellement décomposés de la
méme maniere. Pour le donneur 5, les stades de décomposition se sont enchainés dans 'ordre présenté
au tableau 2.1. L'abdomen s’est gonflé (173,5 ADD; JE 10), puis les tissus mous ont été consommeés par les
insectes et/ou liquéfiés durant le stade actif pour ensuite présenter une apparence « dégonflée »
(Annexe G). La décomposition de I'abdomen du donneur 6 ne s’est pas produite de la méme maniére.
L’abdomen a présenté des signes de gonflement sur une tres longue période (121 a 843 ADD ; JE 5 a 43)
perdurant aprées le stade actif (121 a 361 ADD ; JE 5 a 18). De plus, la décomposition active ne présentait

pas autant d’activité entomologique que celle du donneur 5. A |a fin de la période d’étude (2030 ADD; JE
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106), le donneur 6 n’avait pas I'aspect « dégonflé » comme le donneur 5 (Annexes G et H) et donc la
liguéfaction interne ne semblait pas terminée. Cela pourrait alors expliquer les différences observées.
Les cuisses des deux donneurs ont plutét présenté une décomposition similaire expliquant possiblement
la ressemblance entre les courbes. A la fin de la période d’échantillonnage du donneur 6, la liquéfaction
des tissus mous des cuisses ne semblait pas compléte puisqu’elles étaient toujours d’apparence
« gonflée » a linverse les cuisses du donneur 5 qui était totalement « dégonflées » (Annexe G).
Cela pourrait alors expliquer la différence notée quant a I’hydrogénation des acides gras insaturés a des
valeurs de ADD plus élevées. En somme, les observations visuelles effectuées pour ces deux donneurs

semblent s’accorder aux observations chimiques réalisées.

Enfin, les donneurs 5 et 6 présentent aussi des acides gras pouvant étre de bons biomarqueurs afin
d’estimer I'IPM soit les acides palmitique, stéarique, palmitoléique, oléique et linoléique. De plus,
tout comme les autres donneurs étudiés, I’acide arachidique semble aussi étre utile pour marquer le début

du processus d’hydrolyse des triglycérides.

5.3.10 Discussion

Suivant I’étude des variations de concentrations des acides gras dans le temps pour chaque donneur,
certaines similarités ont été observées. La ressemblance majeure chez tous les donneurs, a I'exception du
donneur 4, est le début de I’hydrolyse des triglycérides. Ce processus biologique a toujours lieu vers
200 ADD dans le cadre de cette étude. A la connaissance de I'auteur, aucune valeur en ADD n’a été
rapportée dans la littérature quant au moment ou ce phénomene se produit. En revanche, cette valeur
correspond aux stades gonflé et actif tel qu’attendue (Pfeiffer et al., 1998). Les acides myristoléique et
arachidique pourraient d’ailleurs étre de bons indicateurs de I'hydrolyse des triglycérides. En effet,
des valeurs de 0 ppm sont mesurées lors du stade frais pour ensuite atteindre rapidement leur
concentration maximale lors de I'hydrolyse des triglycérides. Il pourrait donc s’agir de bons indicateurs de
cette transition. Enfin, tel que mentionné, le donneur 4 fait exception a cette observation puisqu’il n’a pas
été possible de déterminer le moment exact du début de I'hydrolyse des triglycérides. Celle-ci s’est
produite entre le dernier échantillonnage a I'automne 2020 (278 ADD; JE 43) et le premier au printemps
2021 (731 ADD; JE 219). La barre des 200 ADD avait tout de méme été atteinte a I'automne, mais aucun

signe d’hydrolyse n’a été observé.
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Ensuite, un second élément commun a tous les donneurs est I'atteinte d’un premier maximum de
concentrations au début du stade de dessiccation (varie entre 300 et 600 ADD). L’hydrolyse des
triglycérides débuterait donc lors des stades gonflé et actif et se poursuivrait durant le stade de
dessiccation jusqu’a atteindre des valeurs de concentrations maximales. D’ailleurs, pour les donneurs 3, 4,
5 et 6, plusieurs sommets des concentrations ont été atteints durant la décomposition lors du stade de
dessiccation. Les sommets atteints n’ont cependant pas des valeurs semblables entre les donneurs d’une
méme paire ni entre les paires de donneurs. Aucune corrélation claire ne peut donc étre établie. Il n’est
pas possible d’émettre d’hypothese claire par rapport a ceux-ci. La variabilité de la décomposition d’un
individu a un autre pourrait expliquer en partie les différences observées. Cela pourrait aussi expliquer
I'allure générale variable des courbes de concentrations suivant I'atteinte du premier maximum de
concentrations. En effet, suivant I'hydrolyse des triglycérides et I'atteinte d’un premier sommet de
concentration, les courbes des différents donneurs présentent parfois des plateaux, une diminution des
concentrations suivie d’'une augmentation ou encore une diminution jusqu’a la fin de I’étude. Il n’est pas
possible de déterminer une tendance (« pattern ») similaire a tous les donneurs. Seules les similarités

interpaires mentionnées dans les sections précédentes (Section 4.2.3, 4.2.6 et 4.2.9) sont observables.

En revanche, une troisieme similarité non négligeable concerne les concentrations mesurées pour chaque
acide gras. Les intervalles de variation de concentrations sont trés similaires pour tous les donneurs dans
les deux régions anatomiques étudiées a |'exception du torse de donneur 6. Par exemple, I'acide
myristoléique varie de 10 a 20 ppm sur I'ensemble de I'étude pour tous les donneurs. Les intervalles de
variations sont un peu plus grands pour les acides palmitique, oléique, linoléique et stéarique qui sont
ceux retrouvés en plus grande quantité dans les triglycérides. Il s’agit d’ailleurs de ceux ayant été identifiés
comme biomarqueurs potentiels afin d’estimer I'intervalle post mortem (IPM) pour tous les donneurs en
plus de I'acide palmitoléique. Il semble donc que malgré les attributs intrinseques de chaque donneur,
les concentrations attendues pour les acides gras cibles se retrouvent dans un méme intervalle. Il s’agit
d’un élément tres important qui pourrait soutenir I’utilisation des acides gras a titre de biomarqueurs afin

d’estimer I'lPM.

Enfin, un dernier élément commun a deux donneurs provenant de deux paires différentes est
I’hydrogénation des acides gras insaturés pour les échantillons de la cuisse du donneur 1 ainsi que les
échantillons provenant des deux régions anatomiques du donneur 5. Ce phénomeéne s’est produit au stade

de dessiccation pour les deux donneurs, mais les valeurs de ADD ne sont pas semblables soit vers 620 ADD
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pour le donneur 1 et 1000 ADD pour le donneur 5. Il n’est donc pas possible d’associer I’hydrogénation
des acides gras insaturés a un moment précis de la décomposition excepté qu’elle a lieu au stade de

dessiccation.

Les hypotheses et conclusions émises suivant I'analyse des graphiques de concentrations des acides gras
dans le temps pourront étre évaluées grace a la chimiométrie dans la section suivante. De plus, il est a
noter qu’un nombre plus élevé de donneurs devra étre étudié durant chaque saison afin de mieux

expliquer certaines des variations soulevées en plus de permettre la confirmation des conclusions rendues.

5.4  Graphiques d’interactions

Des graphiques d’interactions ont été réalisés pour chaque paire de donneurs (donneurs 1 et 2, donneurs
3 et 4, donneurs 5 et 6). Le principe est le méme qu’a la section 5.1 soit I'évaluation d’effets d’interactions
entre deux variables catégoriques et une variable continue. Cependant, il s’agit de comparer les régions
anatomiques (torse et cuisse) des donneurs entre eux et non plus des cotés droit et gauche d’'un méme
donneur. Cela a permis de mettre en lumiére les similitudes et différences entre les régions anatomiques,

mais aussi entre les donneurs d’'une méme saison pour les neuf acides gras étudiés.

5.4.1 Donneurslet?

Les graphiques d’interactions des acides gras analysés pour les donneurs 1 et 2, soit ceux étudiés a I'été

2020, sont présentés a la figure 5.14.
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Tout d’abord, ce type de graphique permet I'analyse des tendances pouvant étre observées pour les
deux régions anatomiques étudiées pour chaque donneur respectivement. Pour le donneur 1, il est
possible d’affirmer que les concentrations moyennes des acides gras sont plus élevées pour les
échantillons provenant de la cuisse plus particulierement pour les acides palmitique, stéarique,
palmitoléique et oléique en s’appuyant sur les graphiques de la figure 5.14. A I'inverse, dans le cas du
donneur 2, les valeurs moyennes des concentrations sont plus élevées pour le torse pour les acides
myristique, oléique et linoléique. Malgré ces quelques différences, il est possible d’affirmer qu’il ne semble
pas y avoir de tendance majeure en fonction de la région anatomique étudiée. La distribution des acides
gras serait donc relativement homogéne dans le corps pour les deux donneurs, ce qui appuie les
conclusions tirées a la section 5.1. C’est aussi ce qui avait été conclu auparavant par Makristathis et al.,
(2002) et plus récemment par Ueland et al. (2021) lors de I'analyse de trois régions anatomiques

différentes.

Des différences importantes sont cependant rencontrées entre les donneurs pour certains acides gras.
Les acides palmitique et stéarique sont ceux ol des dissimilitudes sont les plus marquées. La distance
importante entre les lignes et donc entre les concentrations moyennes obtenues pour chaque région
anatomique témoigne de cette différence. Le donneur 2 présente des concentrations plus élevées pour
les deux régions anatomiques pour ces deux acides gras. Les acides palmitoléique, oléique et linoléique
présentent aussi des différences par le croisé des lignes. Dans ce cas, il n’est pas possible d’affirmer qu’un
donneur présente des concentrations en acide gras plus importantes que l'autre puisque les lignes se
croisent. Pour les autres acides gras (p. ex. laurique, myrsitique, arachidique et myristoléique), la proximité
voire la quasi-superposition des lignes dans certains cas, démontre la similarité des valeurs de
concentrations obtenues. Ces résultats pourraient indiquer que les concentrations de ces derniers sont
moins variables d’un individu a l'autre. Il pourrait alors s’agir de bons biomarqueurs pour estimer
I'intervalle post mortem (IPM). Cependant, ces conclusions s’opposent aux résultats obtenus lors de
I'analyse des graphiques de variations des concentrations dans le temps (Section 5.3). Cela pourrait étre
expliqué par la nature des graphiques d’interactions. En effet, ceux-ci ne permettent pas d’évaluer les
variations de concentrations dans le temps qui sont primordiales afin d’estimer I'intervalle post mortem
(IPM). Ces graphiques permettent seulement I'observation d’une moyenne des concentrations obtenues
pour I'ensemble de la période étudiée. Des tests statistiques supplémentaires permettront donc de
complémenter les résultats obtenus afin d’identifier les acides gras pouvant étre de bons biomarqueurs

de l'intervalle post mortem (IPM).
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5.4.2 Donneurs3et4

Pour les donneurs 3 et 4, étudiés a 'automne 2020 et au printemps 2021, les graphiques d’interactions

résultant de leurs jeux de données respectifs sont présentés a la figure 5.15.

116



Acide laurigue Acide myristique Acide palmitique
80

(o] [e]
§ 2 & E 600
(= Q. (=%
= = 60 o) -
wv w v
c o] . c = X
o @ o il
B 20 8 o s 5 400
€ € 40 1=
8 1s = 8 § 20
o o
® 20 ¥ £
X 0 292 eSS
To Cu To Cu To Cu
Acide stéarique Acide arachidique Acide myristoléique
125 [o} 40 e ]
. . oo o . -
£ E ootoo aid E 18
Q. 100 (=% (=
= 8 3 a A
w . (%] (%] o]
5 - = 5 5 16 o] -
.‘;u 75 ® oo -ﬁ 20 - B ﬁ n s :
=] =] b= ' — =
c T c [ 2 : ] c _r'__)_.————¥
g : g $ 14 — &
£ 50 & - G @
8 g " S
25 [eesee IT 0 TIT 12
To Cu To Cu To Cu
Acide palmitoléigue Acide oléique Acide linoléigue
100 800 001
o o
£ . E £
a7s e o 8007 o 300
w (o] w w
= = = C
S s S o
= £ 400 T 200 &
5 50 5 & i
c c c b
u (‘I.l o & - )
9 e g & 222
3 g 2001 S 100 :
o © © o 00
% & g
ol T2
To Cu To Cu To Cu

Légende: Donneur3 Donneur4  To:Torse  Cu: Cuisse
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En premier lieu, tous les acides gras du donneur 3 présentent des moyennes de concentrations similaires
pour les deux régions anatomiques étudiées (torse et cuisse). Il en va de méme pour le donneur 4 a
I’exception de I'acide myristoléique. Dans ce cas, les concentrations pour la cuisse sont beaucoup plus
élevées que celles du torse. Malgré cela, il semble une fois de plus que les acides gras soient uniformément

distribués dans les lipides corporels d’un méme individu.

Deuxiémement, bien que les moyennes entre les régions anatomiques pour un méme donneur soient
similaires, des différences importantes sont observées entre les deux donneurs pour certains acides gras.
L'acide arachidique est celui présentant la différence la plus importante considérant qu’il n’y a méme pas
recouvrement des barres d’erreurs. Il en va de méme pour l'acide laurique. Il s’agit d’ailleurs des
deux acides gras présentant des concentrations plus élevées pour le donneur 3 pour les deux régions
anatomiques. Celui-ci pourrait donc étre différencié du donneur 4 par ces deux acides gras. Les acides
myristique, stéarique et myristoléique présentent quant a eux de légeres variations pour la cuisse alors
gue les acides palmitique et myristoléique en présentent pour le torse. Tous les autres acides gras sont
similaires, soit les acides palmitoléique, oléique et linoléique. Ces derniers semblent étre particulierement
similaires pour les deux donneurs. Il pourrait alors s’agir de bons biomarqueurs tels qu’observés dans les
graphiques de variation de concentrations présentés a la section 5.3. Cependant, I'évolution des

concentrations dans le temps n’est pas prise en considération une fois de plus.

5.4.3 Donneurs5etb6

Les graphiques d’interactions des deux derniers donneurs étudiés dans le cadre de cette étude, soit les

donneurs 5 et 6 au printemps et a I'été 2021, sont présentés a la figure 5.16.
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Tout d’abord, pour le donneur 5, les valeurs moyennes de concentrations observées pour le torse et la
cuisse sont trés similaires pour tous les acides gras témoignant de 'homogénéité de la répartition des
acides gras dans les triglycérides des tissus mous pour ces deux régions anatomiques. Cette conclusion a
été tirée pour chacun des donneurs étudiés jusqu’a présent. Le donneur 6 fait cependant exception a cette
régle. Il est clair en observant les graphiques d’interactions de la figure 5.16 qu’il y a une différence
majeure entre les deux régions anatomiques. Tous les acides gras présentent des concentrations
moyennes beaucoup plus élevées pour la cuisse. C'est d’ailleurs ce qui avait été observé sur les graphiques
de variation des concentrations a la section 5.3. |l est difficile d’expliquer cette différence de concentration.
La décomposition plus lente de I'abdomen pourrait étre a I'origine de cet écart (Section 4.2.6). En effet,
il serait possible que le processus d’hydrolyse des triglycérides n’ait pas eu lieu ou faiblement
comparativement aux jambes. Le stade gonflé a perduré sur une longue période pour ce donneur et la
décomposition active n’a pas été aussi intense autant au niveau de I'activité entomologique que pour la
liquéfaction des tissus mous. Il est donc possible que les tissus mous ne se soient pas dégradés au méme

rythme, entrainant donc cet écart.

Considérant les variations observées pour le donneur 6, il est clair que des différences importantes sont
aussi présentes entre les deux donneurs. Il est tout de méme possible d’observer certaines tendances
telles que des concentrations moyennes similaires pour les acides myristique, palmitique, stéarique,
myristoléique et palmitoléique pour les cuisses des donneurs. A I'inverse, les acides laurique et linoléique
ont des concentrations moyennes similaires pour le torse de chacun des donneurs. Malgré cela, il s’avere
difficile d’évaluer adéquatement les acides pouvant étre de bons biomarqueurs afin d’estimer I'intervalle
post mortem (IPM). L'absence de ligne paralléle et adjacente, voire superposée, indique qu’il y a une
importante variabilité entre les acides gras des deux donneurs. Des analyses statistiques supplémentaires
devront étre réalisées afin d’évaluer le potentiel de chaque acide gras comme biomarqueurs potentiels

pour estimer I'IPM.

5.5 Analyse en composantes principales (PCA)

Par la suite, une technique d’analyse dite non supervisée, I'analyse en composantes principales (PCA),
a été appliqguée aux jeux de données résultants de l’analyse des échantillons de tissus mous des
six donneurs. Une PCA permet de réduire la dimensionnalité d’'une matrice de données brutes par la
projection de chacune d’elles sur des composantes principales tout en conservant un maximum de

variance entre les échantillons (Varmuza et Filzmoser, 2016). Les données seront alors réexprimées sous
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une autre forme et selon un nombre de dimensions différentes. Seules les composantes principales
permettant d’exprimer un maximum de variance seront conservées afin de créer un graphique de
distribution des données dans le nouvel espace cartésien appelé un « score plot » (Malik et Tuckfield, 2019;
Varmuza et Filzmoser, 2016). Ainsi, la structure sous-jacente des données et de la maniere dont différents
attributs sont liés les uns aux autres (similarités et différences) (Malik et Tuckfield, 2019) ont pu étre
évaluées par la formation de groupes d’échantillons. Un autre type de graphique est aussi créé lors de
I'analyse en composantes principales (PCA) soit le « loading plot ». Celui-ci permet de visualiser
I'importance des variables étudiées pour chaque composante principale. En combinant ces
deux représentations graphiques, il est possible d’observer le poids de certaines variables sur un groupe

d’échantillon donné. Ce type de représentation est nommé « bi-plot » (Varmuza et Filzmoser, 2016).

Une fois de plus, les donneurs ont été séparés en fonction des saisons (donneurs 1 et 2, donneurs 3 et 4,
donneurs 5 et 6) pour la comparaison des données recueilles. Pour chaque paire de donneurs, le « score
plot » et le « bi-plot » ont été analysés. Le premier permet d’identifier les sous-groupes potentiels et
d’observer s’il existe une séparation entre les donneurs. Le second permet d’identifier les acides gras
exercant une influence sur les composantes principales et donc sur la distribution des échantillons dans le
plan cartésien. Une PCA de tous les donneurs est aussi présentée a la fin de cette section pour évaluer la

présence de corrélation entre les acides gras et I'intervalle post mortem.

Afin de faciliter la description des figures présentées, les quatre sections délimitées par les axes
des deux composantes principales choisis seront nommées tels les quadrants d’'un plan cartésien,

le premier quadrant étant celui en haut a droite. Les autres sont numérotés dans le sens antihoraire.

5.5.1 Donneurlet?2

Le « score plot » et le « bi-plot » des donneurs 1 et 2, soit ceux étudiés a I'été 2020, sont présentés aux

figures 5.17 et 5.18 respectivement.
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En observant le « score plot » présenté a la figure 5.17, le groupe rapproché d’échantillons situé a
I’'extréme gauche du quadrant trois se démarque du reste des échantillons du graphique qui sont
beaucoup plus dispersés. Il s’agit des échantillons provenant des jours 0 a 10 (21 a 219 ADD) pour les
deux donneurs a I'exception du D2 JE10-To. Durant cette période, le premier donneur est passé par le
stade frais et le début des stades gonflé et actif. En observant les graphiques de concentrations des acides
gras présentés a la section 5.3.1, I’hydrolyse des triglycérides du donneur 1 semble avoir débuté au JE 9
(203 ADD) pour la cuisse et au JE 14 (294 ADD) pour le torse. Cela peut aussi étre observé sur la figure 5.17.
Les échantillons du JE 14 (294 ADD) ne se retrouvent pas dans le groupe des premiers jours. Il est aussi
intéressant de noter que I'échantillon D1 JE14-To est beaucoup plus prés du groupe des premiers jours
que I"échantillon D1 JE14-Cu. Cela concorde alors avec le début de I’hydrolyse des triglycérides plus rapide
pour les échantillons provenant de la cuisse du donneur 1. Pour le donneur 2, les stades frais et gonflé
ainsi que le début du stade actif ont été observés durant les jours 0 a 10 (21 a 219 ADD). Par la suite,
tout comme le donneur 1, le début de I’hydrolyse des triglycérides au JE 9 (200 ADD) jusqu’a I’atteinte des
concentrations maximales pour la majorité des acides gars au JE 16 (330 ADD), permet d’expliquer une
fois de plus la distinction entre les premiers jours d’échantillonnage et le reste de I'étude. Il est donc
possible de distinguer les tissus mous collectés durant le stade frais et le début des stades gonflé et actif
du reste des échantillons, et ce pour les deux donneurs. De plus, aucune distinction ne peut étre faite
entre les donneurs, les régions anatomiques et les jours dans ce groupe. Ces échantillons peuvent donc

étre considérés comme indifférenciables.

Par la suite, pour les jours 11 a 70 (236 a 966 ADD), une séparation entre les donneurs est observable.
Tout d’abord, pour le donneur 1, un groupe des jours 14 (excluant JE14-To) a 37 (294 a 624 ADD) se
retrouve dans le quadrant quatre. Cet intervalle de temps correspond a la fin des stades gonflé et actif et
au début des stades de dessiccation et squelettique. Les échantillons des derniers jours, soit des jours 42
a70(661a966 ADD) (excluant JE42-To) sont plutdt dispersés dans les quadrants deux et trois. Ils se situent
donc entre les échantillons des premiers jours et ceux du milieu de I'étude. Une séparation similaire est
observée pour les échantillons du donneur 2. Bien que moins marqués, les jours 28 a 70 (509 a 966 ADD)
se situent entre les premiers jours d’échantillonnage et les échantillons collectés en milieu d’étude.
Une diminution de la concentration des acides gras a d’ailleurs été remarquée durant ces périodes pour
les deux donneurs dans les graphiques présentés a la section 5.3.3. Cela pourrait expliquer le
positionnement des échantillons des derniers jours. De plus, cette distribution a aussi été observée dans

une étude menée par Ueland et al. (2021). Il s’agirait de I'observation de la transition des acides gras
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insaturés vers leurs analogues saturés. L’analyse du « bi-plot » de cette PCA, présenté a la figure 5.18,
a d’ailleurs permis de mieux comprendre la séparation des groupes et de supporter les résultats obtenus
dans l'article précédemment mentionné. Enfin, I'analyse du « bi-plot» a aussi permis de mieux
comprendre la séparation observée entre les donneurs pour les échantillons du milieu et de la fin de

I’étude qui forme des groupes épars, mais distincts les uns des autres.
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Tout d’abord, les deux acides gras ayant le plus d’influence sur la séparation des échantillons sont les
acides palmitique (C16:0) et oléique (C18:1) autant pour la premiere que la deuxieme composante
principale. Les acides palmitoléique (C16:1), linoléique (C18:2) et stéarique (C18:0) exercent aussi une
certaine influence sur la distribution des échantillons, mais de maniére beaucoup moins importante.
En effet, les variables se retrouvant a l'intersection des deux axes sont corrélées et donc moins
importantes pour décrire et séparer les échantillons. Les cing acides mentionnés correspondent d’ailleurs
a ceux ayant été identifiés comme biomarqueurs potentiels pour I'estimation de I'intervalle post mortem

(IPM) par I'analyse des graphiques a la section 5.3.3.

En ce qui a trait a la séparation des échantillons entre les premiers et les derniers jours d’échantillonnage
pour les deux donneurs, la transition des premiers stades de décomposition vers les stades plus avancés
est observable et influencée par les acides gras mentionnés précédemment. Tel qu’observé par Ueland
et al. (2021), qui ont effectué une étude similaire a celle-ci, mais dans un environnement beaucoup plus
chaud (Australie), les jours du milieu sont séparés des premiers jours d’échantillonnage par les acides
palmitique, oléique et linoléique qui sont ceux retrouvés en quantité importante dans les tissus mous.
L’hydrolyse des triglycérides menant a la libération des acides gras lors des stades gonflé et actif est donc
clairement observée pour les deux donneurs dans cette PCA. Par la suite, la différenciation entre les jours
du milieu et les derniers jours est caractérisée par le passage des acides gras insaturés vers les acides gras
saturés. En effet, pour les deux donneurs, les derniers jours d’échantillonnage sont situés dans les
guadrants un et deux. Les acides palmitique, stéarique et arachidique sont les principaux responsables de
la séparation de ces échantillons. Cela représenterait donc le passage des donneurs a des stades de
décomposition plus avancée. De plus, les jours du milieu sont ceux ou les concentrations les plus élevées
ont été observées (Section 5.3.3) expliquant qu’ils se retrouvent a I'opposé des premiers jours ou les
concentrations étaient trés faibles. Les échantillons des derniers jours se situent quant a eux entre les deux
puisque les concentrations sont en majorité plus faible que les jours du milieu, mais plus élevés que les

premiers jours.

L'analyse des « loadings » permet aussi de comprendre la séparation observée entre les deux donneurs
pour les échantillons collectés en milieu d’étude. Celle-ci est principalement due aux acides palmitique et
oléique. En observant la position relative du groupe d’échantillons du donneur 1 dans le quadrant 4,
la variable (« loading ») ayant le plus d’influence est I’acide oléique. A I'inverse, pour les échantillons du

donneur 2, la majorité des échantillons se retrouve plus prés de I'acide palmitique. Les concentrations
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observées pour ce donneur sont d’ailleurs plus importantes que celle du donneur 1 qui présente plutot
des concentrations plus élevées pour 'acide oléique. La composition des triglycérides contenue dans les
tissus mous de ces donneurs entraine possiblement cette différenciation entre les échantillons. Cependant,
il ne semble pas y avoir de différence entre les régions anatomiques d’'un méme donneur tel qu’observé

par I'analyse des graphiques d’interactions (Section 5.4).

En somme, suivant I'analyse des « score plot » et « bi-plot » résultant de la PCA réalisée a partir de la
matrice de données des donneurs 1 et 2, plusieurs conclusions intéressantes ont pu étre tirées.
Tout d’abord, les premiers jours d’échantillonnages des deux donneurs sont indifférenciables et forme un
groupe rapproché correspondant au stade frais et au début des stades gonflé et actif. Une séparation
importante est par la suite observée lors de I’"hydrolyse des triglycérides se produisant a la fin des stades
gonflé et actif et au début du stade de dessiccation. Cette séparation est majoritairement due aux
concentrations élevées en acides gras insaturés (oléique et linoléique) ainsi que I'acide palmitique.
La transition des acides gras insaturés vers les acides gras saturés (stéarique et palmitique) est quant a elle
indicatrice de I'avancement de la décomposition vers des stades plus avancés (dessiccation et
squelettique). Les échantillons correspondants a ces stades se situent entre ceux des premiers jours et
ceux du milieu de I'étude. Ces tendances sont observées, de maniere générale peu importe la région
anatomique étudiée (torse et cuisse) et entre les donneurs, et ce malgré des différences entre les acides
gras dominants pour les deux donneurs (acide oléique pour le donneur 1 vs acide palmitique pour le
donneur 2). Enfin, certains acides gras sont plus importants que d’autres pour la séparation des
échantillons, soit les acides palmitique, palmitoléique, oléique, linoléique et stéarique. Il s’agit des mémes
que ceux identifiés lors de I'analyse des graphiques de concentration a la section 5.3.3. Cela soutient donc
I’hypothese selon laquelle il s’agirait de bons biomarqueurs pour I’estimation de I'intervalle post mortem

(IPM).

5.5.2 Donneurs3et4

Le méme exercice a été répété pour les échantillons des donneurs 3 et 4, soit ceux étudiés de I'automne
2020 au printemps 2021. Le « score plot » et le « bi-plot » obtenus sont présentés aux figures 5.19 et 5.20

respectivement.
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Figure 5.19 « Score plot » résultant de I'analyse en composantes principales (PCA) des échantillons provenant du torse et de la cuisse gauche des
donneurs 3 et 4 installés sur le site de REST[ES] a I'automne 2020.



Tout d’abord, le « score plot » a la figure 5.19 présente un groupe d’échantillons rapprochés dans le

guadrant deux. Celui-ci est constitué des premiers jours d’échantillonnage des deux donneurs.

Pour le donneur 3, les jours 0 a 7 (20 a 99 ADD) sont retrouvés dans ce groupe. Les jours 12 a 50 (152 a
367 ADD), correspondant aux autres échantillons collectés a I'automne 2020, forment un groupe épars
dans les quadrants 3 et 4 a I'exception de JE50-To et JE32-Cu. Cette séparation avec les premiers jours
d’échantillonnage concorde avec le début de I'hydrolyse des triglycérides ayant eu lieu lors des stades
gonflé et actif au JE 5 (80 ADD) et JE 11 (138 ADD) respectivement. Cela correspond aussi a I'augmentation
des concentrations en acide gras observé dans les graphiques présentés a la figure 5.6 débutant au jour 7
(100 ADD). Il est donc possible de différencier les échantillons de tissus mous ayant subi le processus
d’hydrolyse des échantillons n’y ayant pas été soumis. Pour le reste des échantillons collectés a
I"automne 2020 (JE 12 a JE 50; 152 a 367 ADD), le corps était aux stades gonflé et actif majoritairement et
au début du stade de dessiccation pour la téte (JE 42; 317 ADD). Il est donc possible de distinguer les
échantillons en fonction des stades de décomposition observés durant la période automnale. En ce qui a
trait aux échantillons collectés au printemps 2021 (JE 226 a 282; 821 a 1820 ADD), ils forment un groupe
adjacent a celui des jours 12 a 50 (152 a 367 ADD) dans le quatrieme quadrant. Durant cette période,
le corps présentait les stades de dessiccation et squelettique exclusivement. La distinction entre le groupe
de lI'automne et celui du printemps est mince. Certains échantillons se retrouvent méme dans le
« mauvais » groupe comme JE32-Cu qui est au centre du groupe d’échantillons collectés au printemps.
Les concentrations en acide gras observées lors de I'analyse des tissus mous pourraient expliquer ce
manque de distinction. En effet, toujours en observant les graphiques a la figure 5.6, les différences de
concentrations entre les maximums atteints a I'automne 2020 et ceux atteints au printemps 2021 sont
relativement faibles. Cela pourrait donc expliquer le manque de séparation claire entre les groupes. Il n’est
donc pas possible de différencier adéquatement les échantillons de I'automne de ceux du printemps
malgré I'observation de stades de décomposition différents. Seuls les échantillons collectés durant le stade
frais peuvent étre distingués adéquatement de tous les autres échantillons prélevés durant le reste de

I’étude.

Pour le donneur 4, des observations différentes peuvent étre faites a partir de la PCA présentée a la
figure 5.19. Effectivement, une distinction claire est observable entre les échantillons collectés a
I"automne 2020 et ceux du printemps 2021. Tous ceux prélevés durant I'automne (JE 0 a JE 50, 11 a

258 ADD) se retrouvent dans le quadrant deux, soit dans le méme groupe rapproché que les premiers
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jours du donneur 3. Tous les échantillons collectés au printemps 2021 (JE 219 a JE 324; 731 a 2741 ADD)
sont quant a eux dispersés dans les quadrants 1 et 4 (a I'exception du JE219-Cu). Cette importante
différence entre ces deux saisons peut étre expliquée par les stades de décomposition observés durant
ces périodes ainsi que les variations des concentrations en acides gras. La majorité du corps du donneur 4
est resté frais durant I'ensemble de I'étude réalisée a I'automne. Quelques régions présentaient des signes
de dessiccation (visage, haut du thorax et jambes) sans que les stades gonflé et actif n’ai été observés.
Suivant la fonte des neiges, le corps s’est retrouvé au stade de dessiccation dans son ensemble.
Cette différence majeure pourrait donc étre a l'origine de cette distinction importante. De plus,
des conclusions similaires avaient été soulevées lors de I'analyse des graphiques de concentration
présentée a la figure 5.7. Une augmentation notoire entre les concentrations des acides gras avant et
apres I'hiver est observable. L’hydrolyse des triglycérides se serait produite entre la derniere collecte
d’échantillons a I'automne et la premiére ayant eu lieu au printemps. La libération des acides gras serait a
I’origine de la séparation des échantillons observée pour cette PCA. Pour ce donneur, il est donc possible
de différencier clairement les échantillons provenant de chacune des saisons. De plus, la distinction entre
le stade frais et le stade de décomposition avancée de dessiccation est évidente due a I’hydrolyse des
triglycérides. Les stades gonflé et squelettique n’ayant pas été observés pour ce donneur (Section 4.2.4),
aucune conclusion ne peut étre tirée pour ceux-ci. Pour le stade actif, aucune distinction n’a été observée

pour les échantillons prélevés suivant la fin de ce stade (JE 253; 1312 ADD).

Une séparation est aussi observable entre les deux donneurs pour certains échantillons.
Comme mentionné précédemment, les échantillons des premiers jours du donneur 3 et tous ceux
collectés a I'automne 2020 pour le donneur 4 forment un groupe rapproché dans le quadrant 2. Ceux-ci
peuvent donc étre considérés comme indifférenciables. Durant ces périodes, les deux corps étaient au
stade frais et le processus d’hydrolyse des triglycérides n’était pas commencé. Suivant cela, une distinction
peut étre faite entre les échantillons des deux donneurs. Ceux du donneur 3 sont principalement
regroupés dans les quadrants 3 et 4, alors que ceux du donneur 4 se retrouvent plutot dans les quadrants
1 et 4. Cette séparation entre les donneurs peut étre expliquée par I'analyse des « loadings » du « bi-plot »

présenté a la figure 5.20.
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La distribution des échantillons provenant des donneurs 3 et 4 est principalement influencée par les acides
palmitique (C16:0), oléique (C18:1) et linoléique (C18:2) pour la premiére composante principale.
Les acides myristique (C14:0), palmitoléique (C16:1) et stéarique (C18:0) exercent aussi une influence sur
cette composante, mais de maniere beaucoup plus faible. La seconde composante principale est quant a
elle influencée par les acides palmitique (C16:0) et linoléique (C18:2) ainsi que plus faiblement par I'acide

palmitoléique (C16:1).

Pour le donneur 3, la séparation est majoritairement due aux acides gras ayant un impact sur la premiere
composante principale puisque les échantillons sont dispersés en longueur plutét qu’en hauteur.
La séparation entre les échantillons des jours 0 a 7 (20 a 99 ADD) du reste des échantillons collectés est
expliquée par la libération des acides gras lors du processus d’hydrolyse. Effectivement, vu I'abondance
importante des acides palmitique, oléique et linoléique dans les triglycérides, I'augmentation de leur
concentration indique le début du processus d’hydrolyse et par le fait méme, une différence entre les
stades de décomposition (frais vs gonflé et actif). En ce qui a trait aux échantillons collectés pour le reste
de I"'automne 2020 et ceux du printemps 2021, la mince distinction observée semble étre influencée par
les mémes acides gras. En observant les graphiques de variations des concentrations a la figure 5.6,
les acides palmitique, oléique et linoléique sont ceux présentant les concentrations les plus élevées en
plus d’atteindre des maximums de concentrations durant la période printaniere. Cela explique donc la
proximité des échantillons prélevés durant cette saison aux « loadings» de ces acides gras
comparativement a ceux de I'automne qui se retrouve un peu plus loin. Cette légere distinction ne peut
cependant pas permettre une bonne différenciation des échantillons provenant de ces deux saisons

puisqu’il n’y a pas de différence majeure entre les acides gras influengant la séparation.

Pour le donneur 4, une distinction claire entre les échantillons collectés a I'automne 2020 et ceux du
printemps 2021 est observable. En observant le « bi-plot » a la figure 5.20, les échantillons semblent étre
séparés autant par les acides gras influengant la composante principale 1 (séparation en longueur) que par
ceux ayant un impact sur la composante principale 2 (séparation en hauteur). Dans les deux cas, les acides
palmitique, oléique et linoléique restent ceux ayant le plus d’influence. L’observation des « loadings »
permet d’ailleurs de confirmer I'absence d’hydrolyse des triglycérides durant I'automne. Ce processus
biochimique s’est donc produit entre I'automne et le début de la premiére collecte au printemps. Il serait

donc possible de différencier un échantillon prélevé a I'automne d’un autre collecté au printemps a l'aide
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de cette PCA. Ces observations concordent avec les stades de décomposition observés pour ce donneur

soit majoritaire frais pour 'automne et en dessiccation compléte au printemps.

Pour les deux donneurs, aucune différence significative n’a été observée entre les échantillons prélevés
en milieu d’étude (durant les stades gonflé, actif et au début du stade de dessiccation) et les derniers
échantillons (lors des stades de dessiccation et squelettique). Aucune transition des acides gras insaturés
vers leurs analogues saturés n’a donc été observée pour les stades de décomposition avancée malgré la

durée de I’étude (282 jours; 1820 ADD pour le donneur 3 et 324 jours; 2741 ADD pour le donneur 4).

Enfin, la séparation entre les donneurs peut quant a elle étre expliquée par deux acides gras principaux,
soit I'acide palmitique et I'acide oléique. Les échantillons du donneur 4 présentent des concentrations plus
élevées pour la majorité des acides gras, mais principalement pour ces deux derniers. De plus, le donneur
3 présente de faibles concentrations en acide palmitique expliquant le regroupement des échantillons
dans les quadrants 3 et 4 soit plus prés des « loadings » des acides oléique et linoléique et plus éloignés
de I'acide palmitique. Une fois de plus, la différence dans I'abondance des acides gras dans les triglycérides
des tissus mous permet d’observer une séparation entre deux donneurs. Cela pourrait d’ailleurs étre
expliqué par I'lMC de chaque donneur. En effet, le donneur 4 présentait des signes d’obésité (Tableau 2.2)

pouvant étre a I’origine des quantités plus importantes en acides gras saturés mesurés pour celui-ci.

En somme, suivant I'analyse des deux graphiques résultant de la PCA effectués a partir des jeux de données
des donneurs 3 et 4, plusieurs conclusions peuvent étre tirées. Tout d’abord, seuls les échantillons
collectés durant le stade frais peuvent étre différenciés des autres échantillons pour les deux donneurs.
Cette distinction est due a I’hydrolyse des triglycérides des tissus mous se produisant lors des stades gonflé
et actif. Pour les autres stades de décomposition, il n’est pas possible de différencier les échantillons. Il en
va de méme pour les régions anatomiques étudiées qui ne peuvent étre différenciées. La transition des
acides gras insaturés vers ceux saturés observés pour les donneurs 1 et 2 et par Ueland et al. (2021),
n’a pas été observée dans ce cas ne permettant pas de voir I'évolution vers des stades plus avancés.
Une séparation entre les donneurs est cependant présente pour les échantillons collectés suivant la fin du
stade frais des donneurs (JE 0 a 7; 20 a 99 ADD pour donneur 3 et JE 0 a JE 50, 11 a 258 ADD pour
donneur 4). Cette distinction entre ceux-ci est principalement influencée par les concentrations
différentes des acides palmitique et oléique retrouvés dans leurs triglycérides. Ces deux acides gras font

d’ailleurs partie de ceux ayant le plus d’influence sur la distribution des échantillons en plus des acides
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linoléique et palmitoléique. Il s’agit une fois de plus des acides gras ayant été identifiés comme
biomarqueurs potentiels pour I'estimation de lintervalle post mortem (IPM) lors de I'analyse des
graphiques de variations des concentrations (Section 5.3.6). Enfin, I'une des particularités importantes du
donneur 4 est la séparation des échantillons en fonction des saisons qui n'est pas observée pour le
donneur 3. En effet, di a la décomposition particuliéere du donneur 4 qui présentait une apparence
générale fraiche pour tout I'automne 2020 et I'absence d’hydrolyse des triglycérides, une distinction claire
est obversable entre les échantillons collectés a I'automne et ceux collectés au printemps 2021. Cela n'est
cependant pas observé pour le donneur 3 ol les stades gonflé et actif ont eu lieu durant I'automne

entrainant I'hydrolyse des triglycérides.

5.5.3 Donneurs5et6

Les jeux de données produits suivant I'analyse des échantillons de tissus mous des donneurs 5 et 6,
soit ceux étudiés du printemps a I'été 2021, ont permis de réaliser une analyse en composantes principales

(PCA). Le « score plot » et le « bi-plot » résultants sont présentés aux figures 5.21 et 5.22 respectivement.
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Tout d’abord, pour le donneur 5, un groupe d’échantillons rapprochés est observable a gauche du
qguadrant 2 du « score plot » de la figure 5.21. Ceux-ci correspondent aux premiers échantillonnages
réalisés soit des jours 0 8 7 (9 a 113 ADD). A ce moment, le corps était au stade frais. Une premiére
séparation est observée avec les deux échantillons du jour 13 (226 ADD) qui sont séparés du groupe,
mais se situe toujours dans le deuxiéme quadrant. C’'est d’ailleurs entre ces jours expérimentaux qu’une
importante augmentation des concentrations pour tous les acides gras a été observée sur les graphiques
de la figure 5.10. Le début de I’hydrolyse des triglycérides serait donc responsable de la séparation de ces
échantillons. Cette observation concorde aussi avec I'entrée du donneur 5 aux stades gonflé et actif durant
cet intervalle de temps soit au JE 10 (174 ADD) et au JE 8 (131 ADD) respectivement. Le stade actif était a
son maximum au jour 13 (226 ADD) pour I’'ensemble du corps. Par la suite, un groupe plus épars est formé
dans le quadrant un pour les jours 24 a 43 (384 a 743 ADD) (excluant JE43-To). Un premier sommet de
concentrations des acides gras avait été atteint durant cette période soit au JE 35 (600 ADD) pour le torse
et au JE 29 (500 ADD) pour la cuisse. C’est aussi a ce moment que le stade actif s’est terminé (JE 27;
457 ADD) pour entrer graduellement aux stades avancés de décomposition. Un quatriéeme groupe,
composé des échantillons des jours 50 a 57 (895 ADD a 1019 ADD) a I'exception de JE57-To, se situe sous
les échantillons précédents dans le quatrieme quadrant. Durant cet intervalle de temps, un second
sommet de concentrations pour les acides gras contenus dans les tissus mous du donneur 5 a été atteint,
soit au JE 50 (800 ADD) pour le torse et au JE 56 (1000 ADD) pour la cuisse. Le corps était alors entierement
aux stades de dessiccation et squelettique. Enfin, les derniers jours d’échantillonnages (JE 78 a 106; 1428
a 2030 ADD) forme un cinquieme groupe d’échantillons dans le quadrant 3. Ils se retrouvent donc entre
les premiers jours d’échantillonnage et les jours du milieu tel qu’observé pour les donneurs 1 et 2.
En somme, plusieurs sous-groupes ont été formés a partir de la matrice de données du donneur 5
correspondant a diverses observations réalisées a partir des graphiques de concentration ainsi qu’aux

transitions vers différents stades de décomposition.

Pour le donneur 6, un groupe rapproché d’échantillons des premiers jours expérimentaux (JE0 a 7; 15 a
167 ADD) excluant JE7-Cu, est retrouvé dans le second quadrant du graphique de la figure 5.21 avec les
échantillons des premiers jours du donneur 5. Cet intervalle de temps correspond a I'entiéreté du stade
frais et au début des stades gonflé et actif (JE 5; 121 ADD pour les deux stades). L’échantillon JE11-To est
aussi retrouvé dans ce groupe. Ces observations correspondent aux différences rapportées lors de
I'analyse des graphiques de concentrations de ce donneur (Figure 5.11). Effectivement, I'augmentation

des concentrations des acides gras, aussi représentative de I’hydrolyse des triglycérides contenus dans les
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tissus mous du donneur, c’est fait plus tardivement pour le torse (JE 11; 230 ADD) comparativement a la
cuisse (JE 9; 200 ADD). Cette différence de séparation des échantillons peut donc s’expliquer par une
dégradation différente des triglycérides pour les deux régions anatomiques analysées. Cette différence est
par la suite observée pour le reste de I'étude. En effet, pour les jours 11 a 63 (234 a 1302 ADD) en excluant
JE11-To, les échantillons provenant du torse forment un groupe adjacent a celui des premiers jours
expérimentaux dans le deuxieme quadrant. Seuls les échantillons JE14-To et JE30-To sont dissociés de ce
groupe s’expliquant par I'atteinte de sommet de concentration a ces moments sur les graphiques de
concentrations de la figure 5.11. Les échantillons de la cuisse (JE 7 a 63; 167 a 1302 ADD) sont plutét
distribués sur I'ensemble de la composante principale 1 du troisieme quadrant. Les derniers jours
d’échantillonnage se situent a I'extréme droite de ce quadrant alors que les jours du centre sont plus a
gauche. Cela peut correspondre a I'augmentation graduelle de la majorité des acides gras observée sur les
graphiques a la figure 5.11 lors des derniéres journées d’échantillonnage. A ce moment, le corps était aux

stades de dessiccation et squelettique.

Dans I'ensemble, il ne semble pas y avoir de distinction majeure entre les différents stades de
décomposition du donneur 6, peu importe la région anatomique étudiée a I'exception du stade frais qui
forme le groupe rapproché dans le second quadrant. L’hydrolyse des triglycérides se déroulant lors des
stades gonflé et actif permet de distinguer le premier stade de décomposition des échantillons ayant été
collectés lors des stades plus avancés. Ce donneur ne présente pas de distinction importante entre les
derniers jours d’échantillonnage et ceux en milieu d’étude tel qu’observé pour le donneur 5. En revanche,
une particularité dans la décomposition visuelle du donneur 6 pourrait expliquer la séparation entre les
échantillons de chacune des régions anatomiques. Le gonflement prolongé de I'abdomen (JE5 aJE 43; 121
a 843 ADD) et la décomposition active moins importante dans cette région pourraient expliquer cette
distinction. La cuisse du donneur 6 semble s’étre décomposée plus rapidement et avoir subi une hydrolyse
des triglycérides plus importante que I'abdomen. C’'est d’ailleurs ce qui avait été observé sur les graphiques
de concentrations de la figure 5.11. Il s’agit du seul donneur étudié présentant une séparation entre les
régions anatomiques. Cela avait d’ailleurs été noté a la section 5.4.3 lors de I'analyse des graphiques

d’interactions.

Enfin, il n'y a pas de séparation importante entre les échantillons provenant des deux donneurs.
Le donneur 5 présente plusieurs petits groupes séparés autant par la premiere que la seconde composante.

Le donneur 6 est principalement distribué sur la premiére composante. Il y a donc un mélange des
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échantillons particulierement pour les jours expérimentaux en milieu d’étude du donneur 5 et ceux
provenant de la cuisse du donneur 6. Il y a cependant une différenciation pour les derniers jours du
donneur 5 qui sont dans les quadrants 3 et 4 alors que tous les échantillons du donneur 6 sont dans les
quadrants 1 et 2 a I'exception de JE14-To. Le « bi-plot » présenté a la figure 5.22 permet de mieux
comprendre cette séparation et la distribution générale des échantillons en fonction des

deux composantes principales.
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Afin de mieux comprendre la distribution des échantillons, il faut analyser les « loadings » ayant le plus
d’influence sur chacune des composantes principales dans le « bi-plot » de la figure 5.22. Pour la premiére
composante principale, les acides palmitique (C16:0), oléique (C18:1) et linoléique (C18:2) sont ceux ayant
le plus grand impact suivi des acides palmitoléique (C16:1) et stéarique (C18:0). Les acides palmitique
(C16:0), oléique (C18:1) et stéarique (C18:0) sont ceux ayant le plus d’influence sur la seconde composante
principale. Les acides myristique (C14:0) et linoléique (C18:2) peuvent aussi étre considérés comme
exercant une influence sur celle-ci, mais plus faiblement. Tous les autres acides gras se retrouvent a
I'intersection des deux droites indiquant qu’ils sont corrélés entre eux et n’ont donc pas d’influence

majeure sur la distribution des échantillons.

Pour le donneur 5, plusieurs distinctions entre les échantillons provenant de divers stades de
décomposition sont observables par les nombreux sous-groupes formés. Il est d’ailleurs possible de mieux
comprendre leur formation en analysant les « loadings ». Les premiers jours (JEO a 7; 9 a 113 ADD) sont
regroupés et loin des « loadings » vu leurs faibles concentrations en acides gras. Cependant, lorsque la
décomposition passe du stade frais aux stades gonflé et actif, une distribution graduelle des échantillons
est observée sur I'ensemble de la composante principale 1 se rapprochant ainsi des « loadings » puisque
les concentrations en acides gras augmentent d{ a I’hydrolyse des triglycérides. Au milieu de I'étude,
soit des jours 24 a 43 (384 a 743 ADD) (excluant JE43-To), la distribution des échantillons est
principalement influencée par les acides oléique, linoléique et palmitique. Il est par la suite possible
d’observer la transition graduelle des acides gras insaturés vers les acides gras saturés alors que la
décomposition avance. En effet, le groupe des jours 50 a 57 (895 a 1019 ADD) (excepté de JE57-To) est
séparé des jours précédents dus a l'influence plus importante des acides palmitique et stéarique et donc
une diminution des acides gras insaturés. L’hydrogénation des insaturations des acides gras insaturés lors
des stades de décomposition avancés est a l'origine de cette modification. Cette observation avait
d’ailleurs été faite lors de I'analyse des graphiques de concentrations (Section 5.3.7). Cette transition est
d’autant plus marquée pour les échantillons des derniers jours. Ceux-ci se retrouvent d’ailleurs entre les
échantillons provenant des premiers jours et ceux collectés en milieu d’étude telle qu’observée pour les
donneurs 1 et 2 ainsi que dans le cadre de I'étude de Ueland et al. (2021). Les acides gras permettent donc
de suivre I"évolution de la décomposition de ce donneur en passant par |'observation du début de
I’hydrolyse des triglycérides jusqu’a la transition des acides gras insaturés vers les acides gras saturés lors

de I'atteinte de stades de décomposition plus avancés.
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Pour le donneur 6, les conclusions pouvant étre tirées du « bi-plot » présenté a la figure 5.22 sont assez
différentes. Seul le début de I'hydrolyse des triglycérides peut étre observé pour ce donneur par la
séparation entre les échantillons des premiers jours et les autres échantillons plus prés des « loadings »
des acides gras. D’ailleurs, les acides gras ayant le plus d’influence sur la séparation de ces échantillons
sont ceux ayant un impact sur la premieére composante principale, soit les acides oléique, linoléique et
palmitique majoritairement. Les échantillons des derniers jours sont d’ailleurs fortement influencés par
I'acide oléique alors que I'acide linoléique impact de maniére plus importante les échantillons collectés en
milieu d’étude. Aucune transition des acides gras insaturés vers leur analogue saturé n’a été observée.
Les « loadings » permettent aussi de comprendre la séparation entre les échantillons provenant des deux
régions anatomiques. Les échantillons du torse sont beaucoup plus éloignés des loadings indiquant la
faible influence des acides gras comparativement aux échantillons de la cuisse qui se retrouvent beaucoup
plus pres des différents « loadings ». Par ailleurs, les échantillons provenant du torse sont tres pres du
groupe des premiers jours indiquant leur faible concentration en acide gras. Cela est d’ailleurs clairement
observé sur les graphiques de concentrations de la figure 5.11 et sur les graphiques d’interactions de la

figure 5.16.

Enfin, en observant les acides gras ayant un impact sur la seconde composante principale, il est possible
de mieux comprendre la séparation observée entre certains échantillons provenant des deux donneurs.
Considérant que les échantillons des derniers jours expérimentaux du donneur 5 se retrouvent tous dans
les quadrants 3 et 4, il est clair que leur distribution est largement influencée par les acides palmitique et
stéarique. Le donneur 6 est plut6t influencé majoritairement par I'acide oléique. Cette différence pourrait
découler d’une dissimilitude dans la composition des triglycérides des deux donneurs, mais elle pourrait

aussi étre expliquée par la décomposition différente de ceux-ci.

En somme, les échantillons collectés lors des premiers jours (JEO a 7,9 a 151 ADD pour le donneur 5 et 15
a 167 ADD pour le donneur 6) pour les donneurs 5 et 6, alors qu’ils étaient au stade frais, se retrouvent
dans un petit groupe rapproché. Il est donc impossible de les différencier. Une distinction avec les autres
jours est ensuite observée di a I'hydrolyse des triglycérides induisant I'augmentation des concentrations
des acides gras libres. Pour le donneur 5, plusieurs sous-groupes sont formés en fonction des différents
stades de décomposition observés. Il est d’ailleurs possible d’observer la transition des acides gras
insaturés vers ceux saturés lors de I'atteinte de stades avancés. A l'inverse, il n’est pas possible de

différencier les échantillons du donneur 6 en fonction des stades de décomposition a I'exception du stade
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frais. De plus, ce donneur présente une séparation entre les deux régions anatomiques étudiées.
Les triglycérides provenant des échantillons de tissus mous du torse semblent s’étre moins dégradés que
ceux de la cuisse. La décomposition particuliere du donneur 6 pourrait étre a I'origine des différences
observées entre les régions anatomiques ainsi que de I'absence de sous-groupes selon les stades de
décomposition. Malgré cela, les échantillons provenant des deux donneurs ne présentent pas une
séparation claire. En effet, les échantillons collectés en milieu d’étude pour le donneur 5 sont
indifférenciables des échantillons provenant de la cuisse du donneur 6. Seuls les échantillons des derniers
jours du donneur 5 peuvent étre différenciés des autres adéquatement. Finalement, les acides gras
exercant une influence sur la séparation des échantillons sont aussi ceux pouvant étre de bons
biomarqueurs potentiels pour I'estimation de I'IPM. Il s’agit des mémes que ceux identifiés suivant
I'analyse des PCA des autres donneurs ainsi que par I'observation des graphiques de la section 5.3.9 soit

les acides palmitique, oléique, linoléique et stéarique.

5.5.4 Tous les donneurs (13 6)

La figure 5.23 présente le « score plot » résultant de la PCA des jeux de données de tous les donneurs

étudiés (13 6).
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L'élément le plus important du « score plot » présenté a la figure 5.23 est le groupe d’échantillons
rapprochés dans le quadrant 2. Celui-ci est composé de tous les échantillons collectés lors du stade frais
de chaque donneur. Par la suite, I'observation d’'une séparation graduelle des échantillons dans le reste
du plan cartésien est rencontrée suivant I’'hydrolyse des triglycérides se produisant alors que les donneurs
présentent les stades gonflé et actif. Cela se produit autour de 200 ADD pour tous les donneurs a
I’exception du donneur 4. En ce qui a trait au reste de la PCA, aucun groupe d’échantillons particulier n’est
observé. Il ne semble donc pas possible de faire une corrélation directe entre les stades de décomposition
et les concentrations des acides gras a partir d’une PCA. Seul le passage du stade frais vers les stades gonflé

et actif est adéquatement observable, bien que la séparation des groupes ne soit pas claire.

Cependant, malgré le manque de corrélation apparent pour les derniers stades de décomposition
(dessiccation et squelettique), un autre point important a noter est I'absence de distinction majeure entre
les donneurs. Lors des comparaisons entre les donneurs d’'une méme saison (Sections 5.5.1 a 5.5.3),
guelques distinctions entre les donneurs étaient observées par la présence de sous-groupes. Dans la
présente PCA (Figure 5.23), il n’est pas possible de différencier les échantillons provenant des différents
donneurs a I'exception d’un petit groupe correspondant aux derniers jours d’échantillonnage du donneur
5 et I'échantillon D4 JE310-To. Cela permet donc d’appuyer les conclusions émises dans les sections
précédentes concernant ’homogénéité de distribution des acides gras dans les tissus adipeux de différents
individus. Le « bi-plot » présenté a la figure 5.24 permet d’ailleurs de valider cela ainsi que d’expliquer la

distribution des échantillons dans le plan cartésien.
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En observant les « loadings » du « bi-plot » de la figure 5.24, les acides gras ayant le plus d’influence sur
les deux composantes principales retenues sont les acides palmitique (C16:0), stéarique (C18:0), oléique
(C18:1) et linoléique (C18:2). Comme conclu dans les différentes sections précédentes (Sections 5.2 a 5.4),
ces acides gras présentent un potentiel plus important a titre de biomarqueurs de I'lPM. |l s’agit d’ailleurs

de ceux identifiés dans les différentes PCA présentées dans la présente section (Section 5.5).

En somme, malgré I'absence de corrélation claire entre les concentrations des acides gras et les stades de
décomposition observés chez les donneurs sur certaines des PCA présentées, les acides gras présentent
définitivement un potentiel pour I'estimation de I'IPM, plus particulierement les acides palmitique,
stéarique, oléique et linoléique. Ces résultats appuient d’ailleurs les conclusions émises par Ueland et al.
(2021) dans leur étude sur la décomposition des lipides dans le climat australien. Aussi, I'observation de
I’hydrolyse des triglycérides lors des stades gonflé et actif est un élément non négligeable qui pourrait
éventuellement permettre de déterminer I'IlPM pour les premiers stades de décomposition (frais, gonflé

et actif).

5.6  Analyses de variance (ANOVA)

Enfin, des analyses de variance (ANOVA) a deux facteurs ont été réalisées. Celles-ci permettent d’observer
les différences entre les six donneurs, les deux régions anatomiques étudiées et les interactions entre les
donneurs et les régions. Tout d’abord, une ANOVA classique a deux facteurs avec une correction de type
Il a été réalisée. Ce type de correction doit étre utilisé puisque les groupes du jeu de données n’étaient
pas balancés (p. ex. les groupes n’ont pas le méme nombre de données). La correction de type Il permet
d’ajuster les sommes des carrées afin d’estimer ce qu’ils seraient si le jeu de données était balancé
(Hershberger, 2014). L'utilisation d’'une ANOVA classique repose cependant sur I’hypothése de normalité
et d’homogénéité du groupe de données. De plus, une ANOVA classique est sensible aux données
aberrantes. Des tests de normalité et d’homogénéité ont donc été effectués afin de vérifier si le jeu de
données répondait aux hypotheses posées. Pour le test de normalité Shapiro-Wilk, les valeurs de p
obtenues pour chaque acide gras étaient inférieures a 0,05 (Annexe K) indiquant une absence de normalité
dans la distribution des données. Concernant le test d’homogénéité de variance de Levene, les valeurs de
p obtenues étaient inférieures a 0,05 (Annexe K) pour deux acides gras saturés seulement indiquant
I’'homogénéité de la variance de la majorité des acides gras. En raison de la violation de I'un de ces tests,

un autre type d’ANOVA doit étre utilisé. Une ANOVA robuste a deux facteurs a donc été réalisée. Ce type



d’analyse de variance résiste aux écarts par rapport aux hypotheses de ’ANOVA classique. Elle est aussi

plus robuste aux valeurs aberrantes.

Le tableau 5.2 présente les résultats d’'une ANOVA classique a deux facteurs avec correction de type Ill et
ceux d’'une ANOVA robuste a deux facteurs. Malgré la violation des hypothéses de normalité et
d’homoscédacité, Mair et Wilcox (2020) suggérent de comparer les résultats de la méthode robuste a celle

de la méthode classique.

Tableau 5.2 Résultats de 'ANOVA classique a deux facteurs et de 'ANOVA robuste a deux facteurs.
Les cellules en jaune indiquent la présence d’un résultat statistiquement significatif (valeur de p < 0,05)

ANOVA classique a deux facteurs ANOVA robuste a deux facteurs
Analyte Donneur Région Donneur: Donneur Région Donneur:
Région Région

Acide gras saturés

Acide laurique 1,78 x 107 0,3915 0,8942 0,001 0,251 0,056
Acide myristique 0,03478 0,29332 0,2808 0,077 0,194 0,063
Acide palmitique 0,1718 0,1246 0,3435 0,193 0,089 0,488

Acide stéarique 0,00533 0,32119 0,82692 0,083 0,316 0,378
Acide arachidique 0,1159 0,5248 0,7726 0,082 0,492 0,382

Acide gras insaturés

Acide myristoléique 4,31x10% 0,07297 0,0659 0,002 0,00140 0,063
Acide palmitoléique 0,07332 0,01963 0,5312 0,008 0,031 0,128
Acide oléique 0,84673 0,14205 0,03962 0,228 0,138 0,005
Acide linoléique 0,2434 0,4323 0,3287 0,186 0,369 0,111

Tout d’abord, en comparant les résultats obtenus pour I’ANOVA classique a ceux de ’ANOVA robuste pour
les acides gras insaturés, seul I'acide laurique présente une différence statistiquement significative entre
les donneurs dans les deux cas. L’hypothese nulle, selon laquelle les moyennes des concentrations de
I'acide laurique sont égales entre les donneurs, est donc rejetée. Puisque le jeu de données comporte
six donneurs, des tests post-hoc ont été réalisés pour '’ANOVA robuste (Annexe L) afin de déterminer
quelles paires de donneurs présentent des différences statistiquement significatives entre leurs moyennes
pour I'acide laurique. Ces tests ont permis d’identifier que cette différence provient majoritaire des
donneurs 2 et 3 lorsqu’ils sont mis en paire avec les autres donneurs indépendamment de la région

anatomique. Pour tous les autres acides gras insaturés, aucune différence significative n’est observée
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autant entre les donneurs, les régions anatomiques et entre les donneurs et les régions anatomiques
combinées pour 'ANOVA robuste. Seuls les acides laurique, myristique et stéarique ont été identifiés
comme présentant des différences significatives entre les moyennes de concentrations des donneurs avec

I’ANOVA classique.

Ensuite, pour les acides gras saturés, les acides myristoléique et palmitoléique présentent des différences
statistiquement significatives autant entre les donneurs qu’entre les régions anatomiques pour ’ANOVA
robuste. Des tests post-hoc ont été réalisés pour les donneurs. Pour I'acide myristoléique, les différences
sont principalement rencontrées pour les moyennes de concentration des donneurs 3 et 4 lorsqu’ils sont
mis en paires avec les autres donneurs alors qu’il n’y a pas de tendance claire pour I'acide palmitoléique
(Annexe L). En ce qui a trait aux régions anatomiques, aucun test n’est nécessaire puisque seules
deux régions sont comparées. Une différence statistiquement significative est donc rencontrée pour ces

deux acides entre le torse et la cuisse de chaque donneur.

Ces résultats permettent de tirer plusieurs conclusions. Premierement, en se basant sur les résultats
obtenus a partir de I'ANOVA robuste, certains acides gras semblent étre des biomarqueurs plus
intéressants pour I’évaluation de I'intervalle post mortem (IPM). Il s’agit des acides myristique, palmitique,
stéarique et arachidique pour des acides gras saturés et des acides linoléique et oléique pour les acides
gras insaturés. L'absence de différence statistiquement significative entre les donneurs pour ces acides
gras ne permet pas de rejeter I’hypothése nulle selon laquelle les moyennes de concentrations sont égales
entre les donneurs. Ces acides pourraient donc étre de bons biomarqueurs potentiels pour estimer I'lPM
puisqu’il n'y a pas de variations importantes entre les moyennes de concentrations entre différents

individus étudiés a différents moments.

Deuxiémement, a la lumiere des résultats de 'ANOVA classique et de ’ANOVA robuste, il est clair qu’il
n’existe pas de différence statistiquement significative entre les concentrations en acides gras retrouvées
dans les deux régions anatomiques étudiées (torse et cuisse) particulierement pour les acides gras saturés
ou aucune différence n’a été observée. Pour les acides gras insaturés, seuls les acides myristoléique et
palmitoléique conduisent au rejet de I'hypothese nulle. Cette homogénéité apparente a d’ailleurs été
observée dans plusieurs tests statiques effectués dans le cadre de cette étude en plus de supporter de

précédentes études (Makristathis et al., 2002; Ueland et al., 2021).
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5.7 Discussion générale

Suivant I'analyse des différents graphiques et des tests statistiques réalisés a partir de I'ensemble des
données recueillies dans le cadre de cette étude sur la décomposition des corps dans le climat froid
canadien, il est possible de tirer plusieurs conclusions et ainsi de répondre aux objectifs présentés a la

section 1.8.

En premier lieu, 'homogénéité de la distribution des acides gras composant les triglycérides des
deux régions anatomiques a I'étude (torse et cuisse) a largement été démontrée dans la majorité des
analyses réalisées. Les graphiques d’interactions (Sections 5.1 et 5.4), les PCA (Section 5.5) et les
différentes ANOVA (Sections 5.1 et 5.6) ont démontré I'absence de différence statistiquement significative
tant entre les c6tés (gauche et droite) qu’entre les régions anatomiques (torse et cuisse) étudiées pour un
méme individu. L'une des exceptions rencontrées est pour le donneur 6 ol une différence importante
entre les concentrations des acides gras du torse et de la cuisse a été observée dans les graphiques de
concentrations (Figure 5.11), les graphiques d’interaction (Figure 5.16) et la PCA (Figure 5.21).
Cette différence pourrait cependant étre expliquée par la décomposition différente entre les deux régions
étudiées (décomposition différentielle). Effectivement, comme mentionné a la section 4.2.6, 'abdomen
du donneur 6 a présenté des caractéristiques du stade gonflé pendant une période relativement longue
et un stade actif ou I'activité entomologique était tres faible et ne semblait pas présenter de signe de
liguéfaction des tissus mous internes (pas d’apparence « dégonflé »). Les cuisses de ce donneur ont, quant
a elles, présenté une activité entomologique plus importante et les tissus mous semblaient s’étre liquéfiés
en partie. Cela pourrait donc expliquer les faibles concentrations en acides gras observées pour le torse.
Le processus d’hydrolyse des triglycérides, se produisant lors des stades gonflé et actif, ne semble pas
s’étre déroulé a un rythme similaire pour les deux régions anatomiques, voire s’étre peu produit au niveau
de l'abdomen conduisant a de faibles concentrations en acides gras libres. Cette différence de
décomposition entre ces deux régions anatomiques n’a cependant pas pu étre expliquée dans I'état des
connaissances actuelles sur le sujet. Plusieurs facteurs extrinseques et intrinseques (p. ex. maladie, cause

du déces) pourraient en étre a I'origine.

Une seconde exception rencontrée lors des différents tests statistiques quant a I’'homogénéité de la
distribution des acides gras est la différence statistiquement significative résultant de ’ANOVA robuste
(Tableau 5.2) pour les acides myristoléique et palmitoléique. Malgré cela, il est possible de conclure que,

dans I’ensemble, les acides gras contenus dans les triglycérides et donc les lipides du torse et des cuisses
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sont uniformément distribués. Cette observation supporte d’ailleurs les conclusions de Makristathis et al.
(2002) et Ueland et al. (2021) qui ont respectivement travaillé sur le profil d’acides gras de momies
humaines et les différences de décomposition des acides gras entre un corps frais et un corps congelé.
L’'homogénéité de distribution des acides gras est un élément important pour le travail de terrain puisqu’il
peut s’avérer difficile de prélever des échantillons dans une méme région anatomique sur différent cas
selon I'état de préservation des corps. Certaines régions anatomiques peuvent s’étre décomposées plus
rapidement que d’autres. C’'est d’ailleurs ce qui s’est produit pour le donneur 5 chez qui I'’échantillonnage
du torse s’est terminé beaucoup plus tot que celui des cuisses (différence de 28 jours soit 602 ADD) vue la
liguéfaction compléete des tissus mous du torse. De plus, certaines régions anatomiques peuvent aussi
avoir été entierement consommeées par des charognards ou encore seule une partie d’un corps peut étre
retrouvé. Cette homogénéité apparente des acides gras dans les tissus adipeux s’avére donc étre un atout
important pour envisager leur utilisation comme biomarqueurs pour I'estimation de l'intervalle post

mortem (IPM).

En second lieu, certains acides gras étudiés présentent un potentiel plus grand a titre de biomarqueurs
afin d’estimer I'IPM : les acides palmitique et stéarique (acides gras saturés) et les acides oléique et
linoléique (acides gras insaturés). C'est d’ailleurs ceux retrouvés en plus grande quantité dans les
triglycérides des tissus mous analysés. L’acide myristique semble aussi avoir un certain potentiel, mais les
guatre acides gras précédemment mentionnés sont ceux identifiés dans toutes les analyses réalisées.
Les résultats obtenus suivant les PCA (Figures 5.18, 5.20 et 5.22) démontrent clairement I'importance de
ces acides gras. Pour tous les donneurs, il s’agit des acides gras permettant de séparer le plus
adéquatement les échantillons en fonction des différents stades de décomposition observés. Ils sont
particulierement importants afin de distinguer le début de I’hydrolyse des triglycérides (passage du stade
frais aux stades gonflé et actif) et dans la moitié des cas (donneurs 1, 2 et 5) le passage des donneurs a des
stades de décomposition plus avancés (dessiccation et squelettisation). La pertinence des acides
palmitique, stéarique, oléique et linoléique en tant que biomarqueur a d’ailleurs été appuyée par les
résultats des ANOVA classique et robuste (Tableau 5.2). Il s’agit d’acide gras ne présentant pas de
différence statistiquement significative entre les six donneurs étudiés ni entre les différentes régions
anatomiques. En revanche, ces acides gras n’ont pas été identifiés comme ceux ayant le plus grand
potentiel pour estimer I'IlPM d’aprés I'analyse des graphiques d’interactions (Section 5.4). Cela peut
s’expliquer par les variations de concentrations plus importantes dans le temps qui ont conduit a des

moyennes de concentrations plus variables que les acides avec de faibles variations comme les acides
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laurique, myristoléique et arachidique. C’est, entre autres, une raison supplémentaire qui en fait de ces
acides gras de moins bons biomarqueurs potentiels. Cependant, comme mentionné dans la section 5.3,
les acides myristoléique et arachidique pourraient étre utiles afin d’évaluer le début de I’hydrolyse des

triglycérides et donc le passage du stade frais au début des stades gonflé et actif.

Enfin, bien que les acides palmitique, oléique, linoléique et stéarique aient été identifiés comme de bons
biomarqueurs potentiels pour estimer I'lPM, il n’a pas été possible d’établir de corrélation directe entre
les concentrations obtenues et I'entiéreté de I'lPM. En effet, bien que plusieurs échantillons provenant de
certains donneurs aient été correctement séparés dans les PCA (Figures 5.18, 5.20 et 5.22) en fonction des
différents stades de décomposition et/ou de I'IlPM en général (début d’étude vs milieu vs fin), aucune
valeur unique n’est attribuable a une valeur de ADD particuliére. Ce phénoméne avait d’ailleurs été
observé a la section 5.3 lors de I'analyse des graphiques de variation des concentrations dans le temps.
Seule I'hydrolyse des triglycérides semble se produire a une valeur relativement constante, soit a 200 ADD
pour tous les donneurs a I'exception du donneur 4. Considérant tout cela, le potentiel des acides gras, plus
particulierement des acides palmitique, oléique, linoléique et stéarique, a titre de biomarqueurs de
I'estimation de I'IPM est non négligeable. Des études complémentaires devront étre menées afin

d’augmenter le nombre de donneurs et permettre de mieux comprendre les variations observées.
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CHAPITRE 6
CONCLUSION

6.1  Objectifs et sommaires des résultats

La présente recherche s’inscrit dans une série d’études réalisées sur le site de Recherche en Sciences
Thanatologiques [Expérimentales et Sociales] (REST[ES]), ouvert en ao(t 2020, qui est le premier site de
recherche sur la décomposition humaine au Canada. L'objectif principal de cette étude était d’évaluer le
potentiel des lipides en tant que biomarqueurs pour estimer |'intervalle post mortem (IPM) dans le climat
continental froid et tempéré du sud du Québec (Dfb). Afin de répondre a cet objectif, quatre questions de

recherches ont été soulevées.

La premiére consistait a comprendre l'influence du climat québécois sur la décomposition des tissus
adipeux humains (p. ex. peau, muscles, gras). Pour ce faire, I’évolution de la décomposition de six donneurs
installés a différentes saisons sur le site de REST[ES] a été suivie. Les comparaisons (en « accumulated-
degree-days » (ADD)) des différents stades de décomposition observés chez les donneurs ont permis de
conclure que les saisons semblent avoir une influence limitée sur le processus de décomposition a
I’exception de I'hiver. En effet, mis a part le donneur 4, les stades de décomposition congus pour les
besoins de cette recherche (Tableau 2.1) débutent a des valeurs de ADD similaires et connaissent des
durées comparables. Le donneur 4 est le seul a avoir présenté une trajectoire de décomposition qui se
distingue de celle des autres. Plusieurs éléments pourraient étre a I'origine de ces différences, notamment
sa décomposition partielle dans I'’eau durant deux semaines, son IMC élevé et les conditions climatiques
dans lesquelles la décomposition a eu lieu (en hiver). Cependant, le donneur 3 qui a, lui aussi, été exposé
aux mémes conditions environnementales a connu une trajectoire de décomposition comparable a celle
des autres donneurs étudiés dans le cadre de ce projet. En I'état des connaissances actuelles en
thanatologie forensique, particulierement en climat humide continental, il s’avere difficile de déterminer
les causes exactes des différences observées entre le donneur 4 et les autres donneurs. L’hiver semble
cependant exercer une certaine influence sur les stades de décomposition puisque le ou les stades
observés a I'automne sont radicalement différents de celui ou ceux observés au printemps suivant.
Dans le cas des donneurs 3 et 4, leur corps était en dessiccation compléte suivant la fonte des neiges alors
gu’ils ne présentaient peu, voire aucun signe de dessiccation avant les premiéres chutes de neige.

En somme, malgré un nombre limité de donneurs disponible par saison, la décomposition semble évoluer



de maniere comparable durant le printemps, I'été et 'automne en se fondant sur I'apparition et la durée

des stades de décomposition a I'aide des valeurs d’ADD.

La seconde question de recherche considérée dans ce mémoire visait a déterminer les concentrations des
acides gras saturés et insaturés trouvés dans les tissus adipeux des donneurs durant les différents stades
de décomposition. Pour ce faire, des méthodes d’extraction et d’analyse en GC-MS des échantillons de
tissus mous collectés sur le site de REST[ES] ont d’abord été élaborées, optimisées et validées.
Les concentrations de neuf acides gras saturés (acide laurique, myristique, palmitique, stéarique et
arachidique) et insaturés (acide myristoléique, palmitoléique, oléique et linoléique) trouvés en quantités
importantes dans les triglycérides des lipides ont été mesurées. |l a d’abord été démontré que les
concentrations des acides gras étaient comparables pour les quatre zones anatomiques échantillonnées
(coté droit et gauche du torse et les deux cuisses). En effet, grace a des graphiques d’interactions, des PCA
et des ANOVA, il a été possible de conclure que les acides gras semblaient uniformément répartis dans les
triglycérides du corps humain. Ce résultat corrobore des études publiées dans la littérature (Makristathis
et al., 2002; Ueland et al., 2021). Cette constatation a permis de réduire le nombre d’échantillons a
analyser dans cette étude. Les concentrations observées entre les donneurs pour chaque acide gras
étaient elles aussi du méme ordre de grandeur, et ce malgré les variations dans le temps.
Les concentrations minimales et maximales obtenues pour chaque acide gras sur 'ensemble des études
sont comparables d’un donneur a I'autre. Seules les valeurs obtenues pour les échantillons provenant du
torse du donneur 6 étaient différentes. Ce phénomene pourrait étre expliqué par une décomposition
particuliére de I'abdomen de ce donneur. De plus, il a été identifié que les acides palmitique, stéarique,
oléique et linoléique sont ceux présents en quantité la plus élevée dans les triglycérides chez tous les
donneurs, corroborant ainsi les résultats disponibles dans la littérature scientifique (Forbes, 2008;
Kingbury et al., 1960). Les variations de concentration de ces quatre acides gras sont aussi les plus
importantes, ce qui présente un intérét évident pour envisager leur utilisation comme biomarqueurs pour
I’estimation de I'lPM. En résumé, les concentrations mesurées pour les différents acides gras sont
similaires tant entre les différentes régions anatomiques chez un méme individu (intraindividu) qu’entre

différents individus de sexe, d’age et de masse corporelle différents (interindividus).

La troisieme question de recherche découle directement de la seconde et visait a déterminer s’il existe
une corrélation entre les concentrations mesurées pour les acides gras et I'IPM. En comparant les

variations de concentration dans le temps (en ADD) aux stades de décomposition observés chez les
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donneurs, certaines corrélations ont été identifiées, principalement pour les premiers stades de
décomposition (frais, gonflé et actif). Tout d’abord, une augmentation importante des concentrations de
tous les acides gras étudiés est observable simultanément chez tous les donneurs (a I'exception du
donneur 4) soit lors des stades gonflé et actif (a environ 200 ADD). Ce phénomene serait ainsi indicateur
du début de I’hydrolyse des triglycérides qui se produit lors de ces stades de décomposition (Pfeiffer et al.,
1998). Il serait alors possible d’identifier le passage du stade frais vers les stades gonflé et actif tels
gu’observés lors de I'analyse des graphiques de variations des concentrations et des PCA. Par la suite,
il a été observé qu’un maximum des concentrations pour tous les acides gras est atteint au début du stade
de dessiccation (entre 300 et 600 ADD). Pour le reste du processus de décomposition, les corrélations
observées entre les concentrations des acides gras et I'IlPM ne permettent pas a ce stade une
interprétation unique et évidente. L'analyse des graphiques de variations des concentrations et les PCA
indiquent qu’il semble y avoir une transition des acides gras insaturés vers leurs analogues saturés chez
certains donneurs (donneurs 1, 2 et 5), causée par I’hydrogénation des insaturations des acides gras
insaturés. Les signes d’hydrogénation ont été observés durant le stade de dessiccation (entre 620 ADD et
1000 ADD). Cependant, il n'est pas possible en I'état des connaissances actuelles d’identifier une
corrélation claire de cette transition. Enfin, malgré certaines différences observées dans I'évolution de la
décomposition des donneurs, les observations visuelles semblent concorder avec les variations de

concentrations des acides gras.

La quatrieme et derniére question de recherche consistait a déterminer les acides gras pouvant
potentiellement servir de biomarqueurs pour estimer I'IPM dans le cas ou une corrélation aurait été
démontrée. Malgré I’absence de corrélation claire pour les stades de dessiccation et squelettique, certains
acides gras présentent un potentiel intéressant a explorer. Les acides palmitique et stéarique (saturés) et
les acides oléique et linoléique (insaturés) présentent le plus grand potentiel parmi I'ensemble des
analyses et tests statistiques réalisés dans cette étude. L’hydrolyse des triglycérides ainsi que
I’hydrogénation des acides gras insaturés ont été observées majoritairement grace a ces acides gras.
L’acide arachidique pourrait, quant a lui, étre un bon indicateur du début de I'hydrolyse des triglycérides
et donc permettre l'identification du passage du stade frais vers les stades gonflé et actif. Des études
ultérieures sur l'utilisation des acides gras en tant que biomarqueurs pour estimer I'IlPM devraient se

concentrer sur ces cing acides gras.
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6.2  Apports et applications de I'étude

Ce travail de recherche apporte une contribution significative a la thanatologie forensique, discipline en
développement au Canada, en mettant a disposition de nouvelles connaissances primordiales sur le
processus de décomposition dans un climat froid et tempéré. En outre, cette étude a mis en évidence le
potentiel d’'une nouvelle méthode d’estimation de I'IPM fondée sur la décomposition des lipides,
peu utilisés a I'heure actuelle en pratique forensique. La littérature scientifique souligne d’ailleurs
I'importance d’étudier la décomposition humaine dans différents environnements afin d’identifier leurs
particularités et leur influence potentielle sur le processus de décomposition. Cependant, a ce jour, les
climats froids et tempérés tel celui du sud du Québec souffraient d’un déficit d’études expérimentales.
Cette recherche permet donc de combler une lacune importante dans I’état des connaissances actuelles
sur le sujet. Cette étude servira de support initial pour les recherches subséquentes sur la décomposition
humaine dans des climats comparables (p. ex. Canada, Etats-Unis, voire pays baltes en Europe). De plus,
I’évaluation du potentiel des lipides a titre de biomarqueurs de I'IPM ouvre la voie au développement
d’une nouvelle méthode d’estimation de I'IPM au Canada basée sur des données objectives
(p. ex. utilisation des concentrations des acides gras en fonction des ADD) qui pourra venir compléter les
approches de terrain utilisées en science forensique. Enfin, les résultats et conclusions présentés dans le
cadre de cette étude pourront, a terme, contribuer a l'identification de corps non identifiés, notamment
en offrant un outil de tri au sein des dossiers de personnes disparues dont I'lPM n’est pas connu ou estimé
et accélérer la résolution d’enquétes et la poursuite de potentiels suspects afin de soutenir le systeme

judiciaire.

En conclusion, ce mémoire apporte une contribution concréete a la création d’'un premier état des
connaissances sur I'évolution de la décomposition humaine au Canada et sur les apports potentiels des
acides gras en tant que biomarqueurs de l'intervalle post mortem, élément clef dans les enquétes

impliquant des restes humains non identifiés.

6.3 Limitations de I’étude

Il importe toutefois de mentionner les limites de cette étude afin d’évaluer leur influence potentielle sur
les résultats obtenus. La taille restreinte de la population étudiée pour chaque saison (n = 2) constitue la
limite principale de cette étude. Dans le futur, il serait utile d’étudier la décomposition d’'un nombre plus
important d’individus afin de déterminer plus précisément les modalités d’évolution de la décomposition

humaine dans le climat froid et tempéré du sud du Québec. Aussi, il conviendrait d’étudier un éventail plus
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large d’individus présentant des caractéristiques intrinseques distinctes (sexe, age, IMC, etc.). Dans le
cadre de ce travail de recherche, seuls un donneur obése, un jeune donneur et deux femmes ont été
étudiés sur un total de six donneurs; il est donc difficile d’évaluer précisément I'impact des facteurs
intrinseques sur le processus de décomposition. Une autre limite a noter est I'inhibition de I'activité des
charognards vertébrés pour les besoins de cette recherche. Or la littérature démontre l'influence
importante des charognards sur la vitesse de décomposition, parametre qui n’a pas pu étre évalué dans
cette étude pour des raisons éthiques. Une autre limite de cette étude est la reproductibilité de
I’échantillonnage a I'aide de I'aiguille de biopsie. Puisque chaque individu présente, de maniére inhérente,
différentes épaisseurs de gras et de muscle, il n’a pas été possible d’échantillonner les tissus mous des
donneurs a une profondeur constante pour I'ensemble de la population étudiée. De plus, pour un méme
donneur, I'épaisseur des différents tissus mous varie lors de la décomposition (liquéfaction des tissus mous)
ne permettant pas un échantillonnage reproductible. Toutefois, I'hnomogénéité apparente de la
distribution des acides gras dans les tissus mous réduit vraisemblablement I'influence de cette limite sur

les résultats obtenus.

6.4  Perspectives de recherche

Afin de pallier les limites de cette étude, des recherches complémentaires devront étre réalisées.
Les conclusions de ce travail de recherche permettent d’ouvrir la voie a différentes études ultérieures.
Tout d’abord, I'étude de la décomposition d’un plus grand nombre de sujets (n > 6) permettrait de mieux
comprendre les particularités propres au climat du sud du Québec et plus particulierement l'influence de
la période hivernale. Une population plus large permettrait en outre de réduire I'impact de facteurs
intrinséques sur les données recueillies et/ou de mieux comprendre I'influence qu’exercent ces différents
facteurs sur les trajectoires de décomposition. Par la suite, la corrélation entre I’hydrolyse des triglycérides
et les premiers stades de décomposition (frais, gonflé et actif) et la transition des acides gras insaturés
vers les acides gras saturés lors des stades de décomposition plus avancée (hydrogénation des acides gras
insaturés) chez certains donneurs constituent des pistes de recherches intéressantes qui mériteront d’étre
approfondies dans le futur. Il serait particulierement utile que ces recherches se concentrent sur les acides
gras présentant le plus grand potentiel a titre de biomarqueurs pour estimer I'lPM qui ont été identifiés

dans cette étude, soit les acides palmitique, stéarique, arachidique, oléique et linoléique.
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ANNEXE A
CALCULS DES LIMITES DE DETECTION, DE QUANTIFICATION ET DU COEFFICIENT DE VARIATION

Exemple du calcul de la limite de détection (LD) a partir des données de I'acide myristoléique

o L. (Conc. sol. standard) x (3 x Ecart-type)
Limite de détection (LD)=

Moyenne

(2,5 ppm) x (3 x 0,08 ppm)
3,45 ppm

Limite de détection (LD) =

Limite de détection LD = 0,2 ppm

Exemple du calcul de la limite de quantification (LQ) a partir des données de I'acide myristoléique

(Conc. sol. standard) x (10 x Ecart — type)

Limite de quantification (LQ) = Moyenne

(2,5 ppm) x (10 x 0,08 ppm)
3,45 ppm

Limite de quantification (LQ) =

Limite de quantification (LQ) = 0,6 ppm
Exemple du calcul du coefficient de variation (CV) a partir des données de I'acide myristoléique

Ecart-type
V=—"—"-—Xx100%
Moyenne

0,08 ppm
CV=————x100% =2,3%

"~ 3,45 ppm
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ANNEXE C
DECOMPOSITION DU DONNEUR 1

Les photographies ont été retirées pour des raisons de confidentialité.
Veuillez contacter I'auteur pour demander 'accés via I'adresse courriel suivante:

gabrielle.harvey@ugtr.ca

Figure C.2 Evolution des stades de décomposition du donneur 1 installé sur le site de REST[ES] en
aolt 2020; a) Frais (JE 0; 20,95 ADD) b) Gonflement de I'abdomen vu de c6té (JE 6; 151,65 ADD) c) Gonflé
et actif (JE 8; 188,02 ADD) d) Dessiccation (JE 18; 355,13 ADD) f) Dessiccation et squelettique (JE 70;
965,48 ADD; dernier jour d’échantillonnage).



ANNEXE D
DECOMPOSITION DU DONNEUR 2

Les photographies ont été retirées pour des raisons de confidentialité.
Veuillez contacter I'auteur pour demander 'accés via I'adresse courriel suivante:

gabrielle.harvey@ugtr.ca

Figure D.2 Evolution des stades de décomposition du donneur 2 installé sur le site de REST[ES] en
aolt 2020; a) Frais (JE 0; 20,95 ADD) b) Gonflé et actif (JE 7; 170,82 ADD) c) Gonflé et actif avec activité
entomologique élevée (JE 8; 188,02 ADD) d) Dessiccation et squelettique (JE 15; 313,61 ADD)
f) Dessiccation et squelettique (JE 70; 965,48 ADD; dernier jour d’échantillonnage).



ANNEXE E
DECOMPOSITION DU DONNEUR 3

Les photographies ont été retirées pour des raisons de confidentialité.
Veuillez contacter I'auteur pour demander 'accés via I'adresse courriel suivante:

gabrielle.harvey@ugtr.ca

Figure E.2 Evolution des stades de décomposition du donneur 3 installé sur le site de REST[ES] en
septembre 2020; a) Frais (JE 0; 19,54 ADD) b) Gonflé (JE 10; 130,28 ADD) c) Gonflé et actif (JE 24;
244,04 ADD) d) Gonflé, actif et début de dessiccation (JE 50; 366,65 ADD; dernier jour d’échantillonnage
de l'automne 2020) f) Dessiccation (JE 226; 821,37 ADD; premier jour d’échantillonnage au
printemps 2021).



ANNEXE F
DECOMPOSITION DU DONNEUR 4

Les photographies ont été retirées pour des raisons de confidentialité.
Veuillez contacter I'auteur pour demander 'accés via I'adresse courriel suivante:

gabrielle.harvey@ugtr.ca

Figure F.2 Evolution des stades de décomposition du donneur 4 installé sur le site de REST[ES] en
octobre 2020; a) Frais (JE 0; 10,47 ADD) b) Frais et dessiccation (JE 35; 228,04 ADD; dernier jour
d’échantillonnage de I'automne 2020) c) Dessiccation (JE 219; 730,67 ADD; premier jour d’échantillonnage
au printemps 2021) d) Actif et dessiccation/exemple de I'apparence « dégonflé » (JE 252; 578,48 ADD)
f) Dessiccation (JE 324; 2740,81 ADD; dernier jour d’échantillonnage).



ANNEXE G
DECOMPOSITION DU DONNEUR 5

Les photographies ont été retirées pour des raisons de confidentialité.
Veuillez contacter I'auteur pour demander 'accés via I'adresse courriel suivante:

gabrielle.harvey@ugtr.ca

Figure G.2 Evolution des stades de décomposition du donneur 5 installé sur le site de REST[ES] en mai 2021;
a) Frais (JE 0; 9,04 ADD) b) Gonflé et actif (JE 10; 173,51 ADD) c) Gonflé, actif et dessiccation (JE11;
196,12 ADD) d) Dessiccation et squelettique/exemple de I'apparence « dégonflé » (JE 51; 913,38 ADD)
f) Dessiccation et squelettique (JE 106; 2030,21 ADD; dernier jour d’échantillonnage).



ANNEXE H
DECOMPOSITION DU DONNEUR 6

Les photographies ont été retirées pour des raisons de confidentialité.
Veuillez contacter I'auteur pour demander 'accés via I'adresse courriel suivante:

gabrielle.harvey@ugtr.ca

Figure H.2 Evolution des stades de décomposition du donneur 6 installé sur le site de REST[ES] en juin 2021;
a) Frais (JE 0; 14,65 ADD) b) Gonflé et actif (JE 6; 144,70 ADD) c) Gonflé et actif (JE 10; 216,95 ADD)
d) Gonflé et actif (JE 11; 196,12 ADD) f) Dessiccation et Squelettique (JE 63; 1153,30 ADD; dernier jour

d’échantillonnage).



ANNEXE |

TESTS DE SHAPIRO-WILK ET DE LEVENE (SECTION 5.1)

Tableau 1.3 Résultats du test de normalité de Shapiro-Wilk du jeu de données des échantillons du torse
(droit et gauche) et de la cuisse (droite et gauche) du donneur 1. Les cellules en jaune indiquent la présence
d’un résultat statistiquement significatif (valeur de p < 0,05)

Analyte

‘ Valeur de p

Acides gras saturés

Acide laurique 0,420
Acide myristique 0,1791
Acide palmitique 0,1437
Acide stéarique 0,124

Acide arachidique 0,000830
Acides gras insaturés
Acide myristoléique 0,00186
Acide palmitoléique 0,4196
Acide linoléique 0,151
Acide oléique 0,2068

Tableau I.4 Résultats du test d’homogénéité de variance de Levene du jeu de données des échantillons du
torse (droit et gauche) et de la cuisse (droite et gauche) du donneur 1. Les cellules en jaune indiquent la
présence d’un résultat statistiquement significatif (valeur de p < 0,05)

Analyte ‘ Valeur de p
Acides gras saturés
Acide laurique 0,9649
Acide myristique 0,9826
Acide palmitique 0,978
Acide stéarique 0,923
Acide arachidique 0,9996

Acides gras insaturés

Acide myristoléique 0,999
Acide palmitoléique 0,9736
Acide linoléique 0,960

Acide oléique 0,997




ANNEXE J

ECHANTILLONS ANALYSES EN GC-MS

Tableau J.2 Echantillons analysés en chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS) pour chaque donneur

Donneur Jour expérimental et (valeur de ADD) Jour expérimental et (valeur de ADD)

pour le torse (To) pour la cuisse (Cu)

1 0(21), 7(171), 14(294), 18(355), 42(661) | 0 (21), 7(171), 10(219), 14(294), 30(539),
et 70(966) 32(561), 37(624), 39(641), 42(661) et

70(966)

2 0(21), 7(171), 10(219), 14(294), 16(328), | 0(21), 7(171), 11(236), 14(294), 23(428),
18(355), 23(428), 25(463), 28(509) et | 32(561), 37(624), 39(641), 42(661) et
70(966) 70(966)

3 0(20), 4(72), 7(99), 12(152), 14(162), | 0(20), 7(99), 14(162), 25(254), 32(270),
25(254), 32(270), 38(282), 50(367), | 38(282), 50(367), 226(821), 233(932),
226(821), 261(1417), 275(1696) et | 261(1417), 275(1696) et 282(1820)
282(1820)

4 0(11), 7(73), 14(136), 25(181), 31(193), | 0(11), 4(49), 7(73), 14(136), 31(193),
43(278), 219(731), 268(1605), 296(2139), | 43(278), 219(731), 275(1730), 296(2139),
310(2415) et 324(2741) 310(1215) et 324(2741)

5 0(9), 3(46), 7(113), 13(226), 24(384), | 0(9), 3(46), 7(113), 13(226), 24(384),
31(535), 36(616), 43(743), 50(895), | 31(535), 43(743), 50(895), 57(1019),
57(1019) et 78(1428) 78(1428), 92(1704) et 106(2030)

6 0(15), 3(73), 4(98), 7(167), 11(234), | 0(15), 3(73), 7(166), 11(234), 14(291),
14(291), 21(423), 28(570), 30(695), | 21(423), 28(570), 30(605), 35(700),

35(700), 49(976) et 63(1302)

49(976) et 63(1302)




ANNEXE K
TESTS DE SHAPIRO-WILK ET DE LEVENE (SECTION 5.6)

Tableau K.3 Résultats du test de normalité de Shapiro-Wilk du jeu de données des échantillons du torse et
de la cuisse gauche de tous les donneurs. Les cellules en jaune indiquent la présence d’un résultat
statistiquement significatif (valeur de p < 0,05)

Analyte | Valeur de p
Acides gras saturés

Acide laurique 6,79 x 1010
Acide myristique 0,00024
Acide palmitique 0,01435
Acide stéarique 3,25x 107

Acide arachidique 2,64 x 101

Acides gras insaturés

Acide myristoléique 5,69 x 101!
Acide palmitoléique 0,02255

Acide linoléique 3,61x 107
Acide oléique 0,001822

Tableau K.4 Résultats du test d’homogénéité de variance de Levene du jeu de données des échantillons
du torse et de la cuisse gauche de tous les donneurs. Les cellules en jaune indiquent la présence d’un
résultat statistiquement significatif (valeur de p < 0,05)

Analyte ‘ Valeur de p
Acides gras saturés
Acide laurique 0,000524
Acide myristique 0,06752
Acide palmitique 0,09009
Acide stéarique 0,0175
Acide arachidique 0,660
Acides gras insaturés
Acide myristoléique 0,386
Acide palmitoléique 0,09747
Acide linoléique 0,177
Acide oléique 0,201




ANNEXE L

TESTS POST-HOC DE L’ANOVA ROBUSTE

Tableau L.1 Résultats des tests post-hoc du jeu de données des échantillons du torse et de la cuisse gauche de tous les donneurs. Les cellules en
jaune indiquent la présence d’un résultat statistiquement significatif (valeur de p < 0,05)

Acides gras saturés

Acides gras insaturés

Acide Acide Acide Acide Acide Acide Acide Acide Acide

laurique | myristique | palmitique stéarique arachidique | myristoléique | palimoléique | linoléique | oléique
D1: D2 | 0,55961 | 0,22992 0,05156 0,02601 0,41734 0,86292 0,89115 0,27568 | 0,46609
D1: D3 | 0,00182 | 0,00777 0,97602 0,39318 0,50609 0,00288 0,96176 0,09452 0,9571
D1: D4 | 0,15274 | 0,23235 0,60627 0,90625 0,21681 0,01076 0,64148 0,38954 | 0,56509
D1: D5 | 0,08188 0,0324 0,11673 0,11252 0,88924 0,59511 0,2749 0,46962 0,6553
D1: D6 | 0,01029 | 0,11606 0,56969 0,68057 0,82451 0,15707 0,15701 0,44136 0,9962
D2: D3 | 0,00134 | 0,02752 0,02688 0,09069 0,7981 0,00055 0,71703 0,438 0,05653
D2: D4 | 0,09438 | 0,51218 0,43371 0,02492 0,01115 0,00678 0,37095 0,75692 | 0,09517
D2: D5 | 0,02087 | 0,10466 0,92019 0,60237 0,39606 0,61681 0,04049 0,05339 | 0,11611
D2:D6 | 0,00198 | 0,46114 0,10654 0,03151 0,07508 0,16291 0,00124 0,68015 | 0,16308
D3:D4 | 0,02235 | 0,48926 0,59618 0,35227 0,01968 0,85006 0,52655 0,92637 0,4399
D3:D5 | 0,00822 | 0,92665 0,08819 0,21967 0,52328 0,12553 0,08371 0,01413 | 0,54561
D3:D6 | 0,01514 | 0,13199 0,49635 0,60405 0,15836 0,02226 0,00482 0,2476 0,92699
D4: D5 | 0,69907 | 0,57446 0,51205 0,10373 0,11601 0,11501 0,42954 0,21342 | 0,86988
D4:D6 | 0,93775 | 0,77778 0,84164 0,60617 0,16761 0,02005 0,19833 0,61866 | 0,43484
D5:D6 | 0,44995 | 0,26053 0,21727 0,15 0,64538 0,50559 0,64066 0,10069 | 0,53436
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