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PREAMBULE

Mon stage de fin d’études de six mois entre dans le cadre de la préparation d’un double diplome
. diplome d’ingénieur en Agroalimentaire-Génie Biologique spécialité Innovation et Nutrition
Humaine et dipldme de master en Nutrition et Sciences des Aliments.

En dépit des circonstances liées au Covid-19, mon stage a débuté en télétravail le 23 mars 2020,
lors du confinement. Je n’ai pu intégrer mon laboratoire et commencer mes expérimentations qu’a
partir du 25 mai 2020.

Le programme de stage prévu initialement qui portait sur 1’étude des interactions entre
constituants au cours de la digestion gastrique de repas associant pain, vin et fromage a di étre ajusté.
Mon sujet de stage ainsi que les objectifs fixés ont été adaptés a la durée consacrée pour se focaliser

sur I’étude des effets de la salive sur la digestion gastrique des protéines de I’Emmental.



I. Introduction bibliographique

1-1 Contexte général de 1’étude

La digestion consiste en la déconstruction séquentielle des aliments par différents mécanismes
(physiques, enzymatiques, et chimiques) et en I’absorption des nutriments par 1’organisme. Or, Si
I’absorption des nutriments se réalise dans I’intestin gréle, il est aujourd’hui admis que ces cinétiques
d’assimilation sont fortement gouvernées par les étapes en amont : la phase orale, que 1’on peut étudier
assez facilement, et la phase gastrique qui est plus difficile a étudier pour des raisons pratiques
évidentes.

L’équipe de recherche « Bioactivité et Nutrition » de ’'UMR STLO ou j’ai réalis¢ mon stage,
étudie les liens entre la structure des aliments et la santé afin de maximiser les bénéfices de
I’alimentation en termes de valeur nutritionnelle et biologique. Sa principale préoccupation est de
comprendre les mécanismes de la digestion.

1-2 Introduction bibliographique au sujet

L’une des approches utilisées pour I’¢tude de la digestion consiste en 1’analyse du devenir des
aliments au cours des différentes étapes de la digestion. Ce type d’études peut étre réalisé in vivo sur
I’étre humain, mais uniquement pour des expériences peu contraignantes et peu invasives pour les
volontaires. La recherche scientifique a donc souvent recours a I’expérimentation sur des modéles
animaux. Néanmoins, I’expérimentation animale pose également des questions éthiques importantes.
De plus en plus de laboratoires utilisent donc des expériences de digestion in vitro pour leurs études.

La digestion in vitro consiste a simuler le processus oral, les phases gastrique et intestinale, et
parfois la fermentation intestinale en tentant d'imiter les conditions physiologiques in vivol. Ces
digestions ont pour avantage d’éviter les problémes éthiques, d’étre reproductibles, répétables et
moins colteuses que les études in vivo.

De trés nombreuses études de digestion in vitro ont déja été réalisées. Dans la majorité des cas,
elles sont expérimentées au niveau intestinal. Pour les digestions au niveau gastrique, la plupart des
études sont réalisées avec un pH gastrique constant et négligent presque toujours la salive qui est
pourtant présente in vivo dans I’estomac. Par exemple, il n’a été montré que tres récemment une
contribution importante de I’amylase salivaire a la digestion gastrique de 1’amidon parce que
I’acidification est tres progressive. En effet, les sécrétions acides de 1’estomac ne permettent pas une
acidification immediate du contenu, mais au contraire une acidification progressive du pH du repas
(typiquement pH 6) a un pH d’environ 2 en plus d’une heure?. Nous pouvons également se poser des
questions sur d’autres effets potentiels de la salive dans 1’estomac, notamment sur la digestion
gastrique des proteéines.

La protéolyse consiste en 1I’hydrolyse enzymatique des liaisons peptidiques des protéines (a
I’aide de protéases), afin d’obtenir des fragments de protéines (peptides, acides aminés (AA)...), ce

qui permet leur absorption par 1’organisme.
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Figure 1 : Stéréogramme montrant la structure globale de la pepsine humaine selon Fujinaga et al.®
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Dans I’estomac, la protéolyse est reéalisée par la pepsine (Figure 1). C’est une endoprotéase
aspartique qui hydrolyse de fagon préférentielle les liaisons peptidiques situées du coté N-terminal
des AA aromatiques®.

La salive joue un role important dans la prise alimentaire, comme par exemple lubrifier le bol
alimentaire, ce qui facilite sa déglutition®. Elle posséde aussi des activités enzymatiques (lipolytiques
et amylolytiques notamment) qui potentiellement pourraient jouer un réle dans la digestion des
aliments si celles-ci perdurent dans I’estomac. A contrario, la salive est également riche en inhibiteurs
de protéases (ex : cystatines, serpines)®, ce qui peut faire s’interroger sur son action sur la protéolyse
digestive bien qu’a notre connaissance, il n’y a pas d’études qui décrivent des inhibiteurs de protéases
aspartiques dans la salive.

Par ailleurs, la salive peut agir d’autres fagons sur la digestion gastrique, comme par exemple via
son effet tampon ou a sa composition en composés azotés et en électrolytes. Ce pouvoir tampon de la
salive aurait pour effet de ralentir la cinétique de protéolyse par la pepsine, qui a un optimum d’activité
a pH 2. La salive pourrait également augmenter la viscosité du chyme, en raison de sa concentration
en protéines fortement glycosylées telles que les mucines par exemple. A nouveau, nous pouvons
nous demander si ces effets sont susceptibles de ralentir la protéolyse digestive en limitant les
interactions enzymes-substrats.

Enfin, d’autres composants de 1’alimentation peuvent interagir sur la digestion. Par exemple, il
a été démontré que les polyphénols / tanins (présent dans le vin, le thé ou les jus par exemple)
pourraient avoir un impact sur les enzymes digestives (notamment enzymes protéolytiques)®. Une
autre étude a mis en évidence la trés grande affinité de certaines protéines salivaires (PRPs) pour les
polyphénols / tanins’. Cela permet de nous interroger sur le rdle potentiellement protecteur de la salive
contre une altération de ces molécules lors de la digestion.

1-3 Hypotheses et objectifs scientifiques du stage

Nous pouvons faire ’hypothése que la salive aurait des actions sur la digestion gastrique des
protéines. L effet tampon de la salive pourrait ralentir I’acidification de I’estomac ce qui prolongerait
la digestion et retarderait la protéolyse, car la pepsine est inactive a pH neutre et a un pH optimum
d’activité autour de 2 8. De plus, les composants de la salive (protéines, inhibiteurs...) pourraient agir
sur la protéolyse en empéchant le contact entre la pepsine et les protéines et/ou en agissant sur la
consistance du chyme.

Mon stage vise a étudier I’effet de la salive sur la digestion de fromage par la pepsine au cours
de digestions gastriques in vitro semi-dynamiques. Il vise plus particulierement a savoir si la présence
de salive peut avoir une influence directe sur la protéolyse lors de la digestion gastrique. Cette étude
est également un prérequis a 1’étude d’effets indirects de la salive sur la protéolyse gastrique, comme

par exemple en présence de tanins.
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Donc, 'un des objectifs principaux est d’évaluer I’influence de la salive sur la protéolyse
gastrique des protéines présentes dans le fromage.

Le fromage a été choisi comme aliment test, car il est tres bien connu du laboratoire ot j’ai réalisé
mon stage. Il fait partie des aliments pour lequel il faut incorporer beaucoup de salive, il est riche en
protéines (utile pour notre étude) et en lipides (utile pour d’autres études sur la lipolyse gastrique). Le
fromage sélectionné pour 1’étude devait avoir une évolution lente lors de sa conservation, sa fracture
en morceaux devait étre discernable lors de la phase orale, et il devait étre assez résistant pour avoir
une dégradation lente au cours de la digestion gastrique. Les fromages de variétés pates molles
(camembert, munster), persillées (roquefort) et pates fraiches (Petit Suisse, Féta) ont donc été écartés,
au profit des fromages de type pétes pressées cuites (Comté, Parmesan, Emmental) ou pates pressées
non cuites (tomme de Savoie, Edam). Lors des essais préliminaires de formation de bols in vivo (en
bouche) et in vitro (stomacher, blenders, découpe manuelle au couteau), le fromage qui a donné les

morceaux les plus gros, les moins collants et les plus discernables était un Emmental.

SYLVAINE RAMSAMY RAPPORT DE STAGE M2



SGF : Simulated Gastric Fluid ; SSF : Simulated Salivary Fluid
SIF : Simulated Intestinal Fluid

Oral phase ~ Gastric phase Intestinal phase
2 min. pH 7 Gradual addition of enzymes, acidification and emptying RSl titinaranal
' P ;) \ (based on food calories) R P 5
(e I _
7 Chew NO o *  Bolus:SGF ratio of 1:1 — GE1 - Mix 1:1
Foo —_— ; * Basal volume: 10% SGF at pH2 _— - Gastric emptied
(solid*, needed? 20y We_'ght of ¢ Gradual addition of enzymes, GE2 chyme:SIF
semi-solid, food ok eSGF and HCI - GE3 — &)
daud) YES * Acidification up to pH=2 atthe ——— 4 GF4 — @
: end of the gastric step
Mince GES @
*  Emptying: 2 kcal/min
*Solid food:
mix with — — Pancreatin (based on trypsin
water to actlvlty_ of 200 U/mL)
obtain a z 20mM bile salts
consistency. gylase 00/ ML Pe'psm 4,000 U/mL of SIF volume
A of SSF volume Lipase 120 U/mL
tomato paste of SGF volume or use of individual enzymes:
or mustard . ] ] ] . Trypsin 200 U/mL
eSGF : electrolyte Simulated Gastric Fluid ; GE : Gastric Emptying Chymotrypsin 50 U/mL

Pancreatic lipase 4,000 U/mL
Co-lipase (2:1 molar ratio)
Pancreatic amylase 400 U/mL
Bile salts 20mM
of SIF volume

Figure 2 : Schématisation des phases de la digestion in vitro semi-dynamique selon Mulet-Cabero et al.’

Récupération et conservation
(Fraction >4mm)

=Py

r W
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morceaux (2x10s)

1# tamisage

Récupération et conservation
(Fraction 1<x<2mm)

|

| Tamis de pores Imm

48me tamisage
(Fraction 1<x<2mm broyée)

Broyage fraction 1<x<2mm
(4x5s)

Récupération et conservation
(Totalité de la fraction <1mm)

Obention de 4 fractions

Tamis de pores Imm

Récupération et conservation
(Fraction 2<x<4mm)

Récupération et conservation
(Fraction <1mm)

3éme tamisage
(Fraction <2mm)

Figure 3 : Schématisation des étapes de broyage et de tamisage des différentes fracti

ons du fromage
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II. Matériels et méthodes

Le protocole de digestion gastrique in vitro semi-dynamique qui a été utilisé lors de mon stage
se base sur celui décrit dans I’article de Mulet-Cabero et al.® pour la phase gastrique, et dont la

Figure 2 schématise les grands principes. Nous avons apporté 2 principales adaptations en
utilisant de la vraie salive et en ne réalisant pas de vidange gastrique. Nous avons utilisé un appareil de
pH-stat (titrateur automatique acide/base) contrélé par ordinateur avec un bécher double enveloppe
thermostaté a 37°C, équipé d’un systéme d’agitation magnétique et d’orifices pour la mesure de pH,
I’ajout des sécrétions et la collecte d’échantillons.

Pour simuler la phase orale, ’'Emmental a été haché, mélangé a de la salive humaine et a de I’eau
distillée. Pour la quantité de salive humaine, nous avons décidé de prendre les deux extrémes, c’est-a-
dire 0 % de salive (correspond a quelqu’un qui ne salive pas) et 100 % de salive (correspond a
quelqu’un qui salive beaucoup)!® soit un ratio 1 : 1 avec la quantité de fromage.

Au niveau de la phase gastrique, le pH du bécher a été décru progressivement afin d’atteindre pH
2 en 90 minutes. Toutes les 15 minutes, des prélevements dans le surnageant ont été effectué en vue
d’analyses, puis une solution de pepsine a été ajoutée pour simuler la sécrétion enzymatique.
4 conditions de digestion ont été réalisées :
e Pas de salive (remplacée par de 1’eau) et pas d’ajout de pepsine (0 % salive sans pepsine)
e 1 mL de salive pour 1 g de fromage et pas d’ajout de pepsine (100 % salive sans pepsine)
e Pasde salive (remplacée par de I’eau) et ajout de pepsine progressif (0 % salive + pepsine)
e 1 mL de salive pour 1 g de fromage et ajout de pepsine progressif (100 % salive + pepsine)

Les conditions avec ajout de pepsine ont été réalisées en triplicata alors que ceux sans ajout de

pepsine n’ont été réalisés qu’en duplicata.
2-1 Digestions gastriques in vitro semi-dynamiques a 1’aide d’un pH-stat
2-1.1 Préparation des particules de fromage

Pour reproduire la distribution de tailles de particules observées in vivo lors de la déglutition®?,
I’Emmental (marque CORA) a été découpé grossiérement avant d’étre haché successivement deux
fois pendant 10 secondes en position High a 1’aide d’un blender a lame (8010S serie, Waring
Laboratory Science). La totalité du broyat a été tamisée successivement a 1’aide de tamis de pores 4
mm, 2 mm et 1 mm respectivement. Les particules qui ne traversaient pas les pores ont été récupérées
et conservees afin de former une fraction. Le dernier tamisage a permis d’obtenir deux fractions : une
fraction < 1 mm qui est conservée (les particules qui ont traversé le tamis) et une fraction 1 <x <2
mm (les particules qui n’ont pas traversé le tamis) qui a été a nouveau broyée 4 fois 5s. Cet ultime
broyat de fromage a été tamisé une nouvelle fois avec le tamis de pores 1 mm ce qui a permis d’obtenir
une fraction de < 1 mm plus importante que précédemment (Figure 3). Au final, 4 fractions de tailles
ont été obtenues : >4 mm, 2<x<4mm, 1 <x<2mm et<1mm.Pour obtenir des morceaux de

fromage plus gros, des cubes de fromage d’environ 5 mm d’aréte ont été découpés au couteau.
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Tableau | : Préparation des fluides digestifs simulés selon Minekus et al.*

~ Produit  Concentration (mol/L) SGF125x  SGF1x  SGF1x04M SGF 1x0,01M
. KCl 0,5 8,625 mL

. KHPO, 0,5 1,125 mL

~ NaHCO; 1 15,625 mL

- NaCl 2 14,75 mL ' ' )

- MgClz, 6H20 0,15 0,5 mL

~ (NH).COs 0,5 0,625 mL

~ SGF1,25x 400 mL 1600mL 80 mL
- HCl 4 - 200 mL -

- HCa 1 - 1mL
 Eau QSP 500 mL QSP 500 mL QSP 2L QSP 100 mL

Unité de distribution

Electrode de verre de du SGF

mesure du pH et
Thermométre

Bain-marie

Couvercle avec
orifices

Bécher double

enveloppe thermostaté Agitateur magnétique

Figure 4 : Présentation du pH-stat
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2-1.2 Préparation des fluides gastriques simulés

Pour simuler le fluide gastrique (SGF), des solutions d'électrolytes concentrées ont été préparées
et mélangées selon le protocole de Minekus et al.! (Tableau I). Cette solution d’électrolyte (eSGF) a
ensuite été utilisée pour préparer :

- Une solution de SGF a 0,4M HCI pour simuler la sécrétion gastrique d’HCI arrivant dans
I’estomac au cours de la digestion, tout en servant de titrant lors des expériences de pH-stat. La
concentration de 0,4M d’HCI a ét¢ définie afin que le volume total ajouté soit d’environ 20 mL pour
doubler le volume gastrique initial, comme préconisé dans Mulet-Cabero et al.®.

- Une solution de SGF a 0,01M HCI pour simuler le liquide gastrique de base qui se situe déja
dans I’estomac lors de 1’arrivée du bol alimentaire.

- Une solution de SGF contenant 42 000 U/mL de pepsine pour simuler 1’apport progressif
d’enzyme. Selon Darticle de Mulet-Cabero et al.®, I’activité de la pepsine (P6887, Sigma-Aldrich)
dans le bécher (Réf : 6.1418.220, Metrohm) doit étre autour de 2000 U/mL en fin de digestion (pH =
2). L’activité enzymatique de notre solution a été définie en fixant le volume total a ajouter a 2 mL,
en estimant un volume final de 42 mL, et en sachant que I’activité de la pepsine vendue sous forme
de poudre était de 3 355 U/mg (résultat obtenu en utilisant le protocole décrit dans Minekus et al.?).
Cette solution a été préparée quelques minutes avant son utilisation afin de conserver son activité
protéolytique. 10 % des 2 mL de la solution de pepsine ont été mis dans le bécher au départ, soit 8
400 U. Les 90 % restant ont été ajoutés, toutes les 15 minutes pendant 90 minutes par ajout de 300
pL soit 12 660 U a chaque fois.

2-1.3 Phase orale

D’aprés des tests préliminaires, la quantité de fromage idéal pour réaliser notre digestion in vitro
semi-dynamique est de 8 g. Une quantité de fromage trop élevée ou trop basse provoque une mauvaise
agitation du contenu du bécher et donc une protéolyse inégale.

Ainsi, a partir des fractions de fromages réalisees, des distributions de particules de fromage de
8 g ont été reconstituées en mélangeant 10 % de la fraction < 1 mm, 40 % de la fraction 1 < x <2 mm,
30 % de la fraction 2 < x < 4 mm et 20 % de cubes de 5 mm d’arréte. Ces distributions, qui
correspondent a la littérature in vivo!!, ont été conservées au congélateur avant leur utilisation.

Comme propose dans I’article de Mulet-Cabero et al., nous avons choisi de simuler une boisson
(eau) avec un ratio volumique 1 : 1 entre fromage et boisson ce qui correspond donc a 8 mL d’eau.
L’Emmental « pur » ne marche pas bien, et provogque une mauvaise agitation du bécher. De plus, dans

la vraie vie, on boit lorsqu’on consomme des aliments solides/secs.
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2-1.4 Incorporation de la salive et des sucs gastriques basaux (durée : 2,5 min)

Cette phase se déroule dans le bécher double enveloppe thermostaté a 37°C du pH-stat (842
Titrando, Réf : 2.842.0010, Metrohm), qui est sous agitation (vitesse 3) et qui est contr6lé par
ordinateur (logiciel tiamo™ 2.5, Metrohm) (Figure 4). Comme nous pouvons le voir sur la

Figure 2, il y a un volume basal de 10 % de SGF a pH 2 ce qui correspond au fluide SGF 0,01M
HCI. C’est la premiére solution qui est insérée dans le bécher. Puis, 10 uL de CaClz a 0,3M sont ajoutés.
Ensuite, ce sont les 8 mL d’eau (pour simuler une boisson) qui ont été ajoutés.

Dans un contenant a part, les 8 mL de salive humaine (991-05-P, Lee Biosolutions) (conditions
avec salive) ou 8 mL d’eau (conditions sans salive) ont été mélanges, manuellement a la spatule, aux
8 g de fromage pendant environ 20 secondes avant d’étre versés dans le bécher du pH-stat.

Enfin, 200 pL de la solution de pepsine ont été ajoutés dans le bécher (si I’essai contient de la
pepsine), c’est a ce moment qu’est réalisé le premier prélévement (celui a t=0 min). L’agitation du
bécher est arrétée et aprés environ 15 secondes, 1 mL de surnageant est prélevé et mis dans un
eppendorf. Si ’essai contient de la pepsine, 10 pL d’une solution d’inhibiteur de pepsine a 0,5 g/L
(poudre de pepstatine (P5318, Sigma-Aldrich) diluée dans un mélange méthanol : acide acétique 9 : 1)
sont ajoutés avant de stocker au froid le prélevement. L’agitation du bécher est redémarrée et
I’expérience de digestion gastrique in vitro est démarrée.

2-1.5 Digestion gastrique in vitro semi-dynamique au pH-stat (durée : 120 min)

Le pH-stat permet 1’étude d’une cinétique réactionnelle (ex : cinétique enzymatique) a un pH
constant qui est maintenu grace a I’ajout de titrant. Ainsi, il est possible de calculer la cinétique d’une
réaction en se basant sur la quantité de titrant consommeée en fonction du temps. L’hydrolyse des
protéines par la pepsine peut étre suivie par cette méthode a pH acide, car les amines formées lors de
I’hydrolyse d’une liaison peptidique se protonent (pKa > pH) alors que les acides carboxyliques
coproduits ne liberent pas ou partiellement leurs protons (pKa < ou ~ pH). Globalement, des protons
du milieu réactionnel sont consommeés et peuvent donc étre titrés par une solution acide.

Par contre, dans notre étude, nous désirions atteindre le pH 2 en 90 min et maintenir ce pH pendant
30 min. Pour ce faire, nous sommes partis du pH initial du mélange, avons bridé le débit maximal de
la pompe délivrant le titrant (SGF a 0,4M HCI) a 0,28 mL/min. Ce débit ainsi que la molarité du titrant
ont été déterminés a partir de tests préliminaires. Afin d'étre cohérent avec les facteurs de dilution de
Iarticle de Mulet-Cabero et al.®, le volume de la solution titrée doit étre proche du volume total du
bécher de départ pour avoir un rapport final de 1 : 1.

2-2 Dynamique de protéolyse d’apres les données de pH-stat

A partir du logiciel tiamo, un tableau résumant les données (temps, pH et volume de titrant
cumulé) a été obtenu pour chaque digestion.

Pour déterminer le DH des protéines du fromage dans le surnageant, il a fallu premiérement

calculer la masse de protéines du fromage utilisé (Mprot) :
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Mprot : Masse de protéines du fromage (g)

Q) Mprot = Mt X Pprot ms  : masse de fromages (g)
Porot  : pourcentage de protéines dans le fromage (%)

Ainsi que le nombre de liaisons peptidiques dans le surnageant (LP) en fonction du nombre total de

liaisons peptidiques (htwt) du fromage. Nous avons pris un hit de 8 méqv/g protéine.

LP : nombre de liaisons peptidiques dans le surnageant (mmol)
2 LP = Miprot x htot Mprot : Masse de protéines de fromage (g)
hot : nombre total de liaison peptidiques par g de protéines (méqv/g

Le DH dans le surnageant peut se calculer avec la formule suivante :

Ciitrant - Concentration molaire du titrant (M)

Vp : Volume de titrant en présence de pepsine
3) aun pH donné (mL)
DH (%) = Ctitrant*(Vp—Vsp) x 1 + 100 Vep : Volume de titrant en I’absence de pepsine
LP 1-acooHn a un pH donné (mL)
LP : nombre de liaisons peptidiques dans

le surnageant (mmol)
acoon : degré de dissociation moyen des R-COOH

Par simplicité, nous avons estimé que acoon = 0 a tous les pH (donc le deuxiéme terme de la
formule disparait). Si cela semble acceptable pour pH < 2.5, cela n’est pas le cas pour les pH > 2,5.
Toutefois, 1’étude de Mat et al. a montrer que cette simplification reste acceptable dans notre cas
d’étude, car I’hydrolyse par la pepsine est faible pour pH > 4 et que ocoon reste inférieur a 0,52,

Il est & noter que les instants de mesures, les volumes de titrant et les valeurs de pH enregistrés
par I'appareil pH-stat dans des conditions dynamiques de pH variaient d'une expeérience a l'autre. Pour
utiliser I’équation (3), il était donc nécessaire de réaliser un traitement des données pour remettre toutes
les courbes sur une base commune de temps et de pH. Les principales étapes de ces traitements étaient
les suivantes : les valeurs de pH enregistrées ont été lissées avec une moyenne mobile sur 60 points, ce
qui correspond a un intervalle de 1 min (fréquence d'acquisition des données de 1 s). Les volumes et
les valeurs de pH ont ensuite été interpolés linéairement toutes les minutes de 0 a 120 minutes pour
permettre le calcul des moyennes et des écarts-types en fonction du temps sur les réplicas pour chaque
ensemble d'expériences. Les temps et les volumes ont enfin été linéairement interpolés aux pH moyens
des essais « 0 % salive en présence de pepsine » pour permettre I’emploi de 1’équation (3). L’ensemble
de ces traitements a été réalisé a I’aide du logiciel MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, USA).

2-3 Analyses des prelévements
2-3.1 Clarification et augmentation du pH des prelevements

Tous les 15 min, 1 mL de surnageant a été prélevé en effectuant la méme procédure que pour le
preléevement & t=0 min. Juste apres le redémarrage de I’agitation, 300 uL de la solution de pepsine sont
ajoutés (condition avec pepsine). A la fin de la digestion (t=120 min), un dernier préléevement est
effectué. Pour les essais qui contenaient de la pepsine, 10 pL de la solution de pepstatine a été utilisé

pour stopper la protéolyse dans les échantillons prélevés.
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Filtre Seringue
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Figure 5 : Montage du procédé de filtration de la phase liquide du prélévement aprés centrifugation

Courbe d'étalonnage

1.8 y=1,1445x .
1,6 R2=0,9946 .
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Figure 6 : Courbe d’étalonnage obtenue a partir de la solution de EAS par lecture spectrométrique en UV (275 nm)

Tableau Il : Facteurs de dilutions des protéines de fromage dans la solution de EAS

Concentration en protéines de la solution EAS (g/L) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,5
Facteur de dilution des protéines dans la solution EAS (feas) 0 62,8 31,4 2093 157 1256 8,37
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Une fois la digestion au pH-stat effectuée, les prélevements ont été centrifugés
(Microcentrifugeuse Micro Star 17R, Réf : 521-1647FR, VWR) pendant 10 min a 4°C a 5000g. Cette
centrifugation a permis d’obtenir trois phases : un culot avec des particules solides, une phase liquide
limpide intermédiaire et une phase grasse au-dessus.

La phase liquide a été récupérée a 1’aide d’une pipette pasteur en verre en traversant la phase
graisse. Cependant, une partie de la phase grasse s’est retrouvée dans notre prélevement et le rendait
trouble visuellement. Pour éviter que ces particules de matiéres grasses interférent lors des mesures en
spectroscopie, les prélévements ont été filtrés a 1’aide d’un filtre possédant une membrane avec des
pores de 0,8 um (Membrane Sterile - 0.8 um, 25 mm, PN 4618, PALL), insérée sur une seringue de 1
mL (Réf : SS+01H1, TERUMO) et reliée a une aiguille (18G 1,2 x 40 mm, TERUMO) pour une
meilleure précision lors de la récupération du filtrat (Figure 5). Le pH du filtrat récolté a ensuite été
ajusté entre 7 et 8 a I’aide d’une solution de NaOH 1M. Cette remontée de pH a permis de préparer les
prélevements a la lecture OPA qui devait étre réalisée a un pH autour de 9.

2-3.2 Dosage des peptides dans le surnageant en spectroscopie UV
2-3.2.1 Principe de la méthode

La spectrométrie UV consiste a mesurer I'absorption d’un rayonnement sur une plage de longueur
d’onde de 200 a 400 nm. Un échantillon liquide (limpide de préférence) dans une cuve en quartz est
placé dans le passage entre la source de lumiére optique et un détecteur. L’échantillon regoit un
rayonnement d’une certaine intensité, absorbe une partie et diffuse 1’autre partie. La concentration d'un
échantillon peut étre déterminée a partir de la quantité de rayonnement absorbée a une longueur d’onde
donnée. Dans notre cas, la longueur d’onde est de 280 nm. L’absorption de la lumiére a cette longueur
d’onde est spécifique des protéines et plus précisément, des AA aromatiques.

2-3.2.2 Conditions opératoires
e Préparation des solutions pour la droite d’étalonnage et la mesure d’absorbance

Notre étude se fait sur un prélevement contenant un mélange de protéines, de salive et de pepsine.
Afin d’avoir une gamme d’étalonnage proche de notre prélevement, une solution a été réalisée a partir
d’une digestion totale de 1 g de fromage par 0,7 mL d’alcalase (une protéase) a pH 8 en présence de 2
mL de salive humaine et de 17 mL de SGF (EAS). L’alcalase a été sélectionnée pour réaliser la
protéolyse du fromage, car d’aprés 1’étude de Meinlschmidt et al.*3, elle conduirait & un DH plus élevé
que la pepsine. La digestion s’est effectuée dans un bain-marie & 50°C sous agitation jusqu’a la
disparition totale a I’ceil nu de particules de fromage (soit environ 10h). Néanmoins, la solution d’EAS
a été centrifugée pendant 10 min a 20°C a 50009 pour vérifier qu’il n’y avait plus de particules solides

restantes.
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Tableau Il ; Facteurs de dilution appliqués lors de la lecture a 275 nm en fonction des prélévements

prélevement (min)

Temps du

105
120

Digestion avec pepsine

Facteur de Prélevement Solution
dilution (nL) tampon (pL)
50 20 980
40 25 975
25 40 960
20 50 950
10 100 900
8 125 875

Facteur de
dilution
20

10

Tableau IV : Récapitulatif de la composition des différentes solutions préparées

Solide (poudre)

Liquide

Solutions

3,8137g
20g
Ajusté a pH 9,5 =
2,5mL
QSP 100mL
QSP 500mL QSP 100mL

29,8g

QSP10mL

Digestion sans pepsine

Prélevement Solution
(uL) tampon (uL)
50 950
100 900

Réactif

15mg - -
61,7mg
1,5mL
1,25mL
- 0,350mL
1,25mL
QSP50mL
0,4mL -
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e Réalisation de la mesure d’absorbance a 275 nm

La quantité de matiére protéique libérée dans le surnageant a été evaluée par mesure de
I’absorbance en UV. Lors de 1’élaboration de spectres sur les premiers prélevements mesurés, nous
avons remarqué que le maximum d’absorbance se situait a 275 nm plutot qu’a 280 nm. Donc, toutes
les mesures ont été réalisées a une longueur d’onde de 275 nm.

Les dilutions effectuées, avec de la solution tampon, ont été adaptées a chaque prélévement. En
général, les prélevements en fin de digestion ont été dilués deux fois plus que ceux en milieux de
digestion et cing fois plus que ceux en début de digestion (Tableau III).

Le spectrophotomeétre (UVmc?, Safas monaco) utilisé faisait une lecture avec un double faisceau,
symétrique et simultané. Cela signifie que lors de la lecture, il y avait deux cuves qui étaient lues en
méme temps : une cuve avec du tampon (le blanc) et une autre cuve avec le prélevement dilué.

e Calculs réalisés a partir de la mesure d’absorbance a 275 nm

A partir de la mesure d’absorbance des prélévements et de la courbe d’étalonnage, il est possible
de calculer le coefficient d’extinction spécifique (€275 nm) des protéines de notre fromage en se basant

sur la formule de Beer-Lambert :

£ : coefficient d’extinction spécifique (g.L.cm™)
Abs : Absorbance calculée pour une concentration donnée
Abs = e xC x | , ;
4) C :concentration (g/L)
| : trajet optique (cm)

Le trajet optique était de 1 cm. Ainsi, le € des peptides de notre fromage est d’environ 1,14 g
! L.cm (Figure 6) ce qui cohérent avec la littérature qui donne un epsilon d’environ 1 g*.L.cm™.

Enfin, il a été possible de calculer la quantité de peptides présente dans le prélevement et ainsi
connaitre la quantité de peptides qui était présente dans le surnageant lors du prélevement a 1’aide de

la formule suivant et en tenant compte des facteurs de dilution : :

Mpep  : Masse de peptide (g)
Abspey - Absorbance du préléevement
(5) Mpep = P—— X Vpecher €275nm . coefficient d’extinction spécifique (gt.L.cm™)
€275 nm X I : trajet optique (cm)
Vhecher - VOlume du bécher (L)

SYLVAINE RAMSAMY RAPPORT DE STAGE M2



Courbe d'étalonnage

1.8 y=0,7623x
R2=10,9996
ho e y =0,7152x
1.4 . R2 = (,9994
— ' y=0,7821x
£12 R? = 10,9998
=
-
<+ |1
cn
S
w 0.8
ﬁ 0.6 ® Gamme plaque I
| ® Gamme plaque II
o * “ ® Gamme plaque III
0,2 E" Gamme plaque IV
0
0 0,5 1 1,5 2 25
NH2 (mmol/L)

Figure 7 : Courbe d’étalonnage obtenue a partir de la solution de méthionine par lecture a 340 nm par la méthode OPA
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Figure 8 : Exemple d’une microplaque de lecture en OPA
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2-3.3 Dosage des amines libres dans le surnageant a I’aide de la méthode OPA
2-3.3.1 Principe de la méthode

La méthode de 1’Ortho-phtalaldéhyde (OPA) est une technique colorimétrique qui permet de
quantifier les liaisons peptidiques hydrolysées, en dosant les groupements aminés libres d’une solution
de protéines. Ces groupements réagissent avec I’OPA pour donner un complexe qui absorbe a 340 nm.
Elle permet aussi de suivre les NH> libérés au cours du temps et de calculer un DH.

2-3.3.2 Conditions opératoires

e Préparation des solutions pour la droite d’étalonnage et la mesure en OPA

La méthode OPA utilisée se base sur les articles de Church et al.** et Nielsen et al.'® Plusieurs
solutions doivent étre préparées en amont de la lecture (Tableau 1V). Pour 1’élaboration de la droite
d’étalonnage, une gamme étalon a été réalisée a partir d’une solution de méthionine a 20 mM diluée
dans de la solution diluante (Tableau IV et Figure 7).

Le réactif OPA est une solution qui ne se conserve pas longtemps (48h) et doit étre protégée de
la lumiére. Ce réactif est préparé a partir de solutions d’OPA, DTT, SDS et TBS (Tableau I1V). Le DTT
permet de réduire les ponts disulfures des protéines et des peptides pour les stabiliser.

e Réalisation de la mesure en OPA

La lecture a été faite dans des microplaques de 96 puits adaptées a la lecture en UV a 340 nm
aprés une incubation a 37°C et une agitation de la microplaque pendant 10 min par le
spectrophotomeétre (Multiskan GO, Thermo scientific).

Pour limiter les biais, les dilutions des prélévements ont été réalisées avec une pipette
multicanaux. Les facteurs de dilution des prélevements a employer (gamme : 20 a 40) ont été
déterminés a partir de tests préliminaires.

Pour la lecture, 50 pL de prélevement dilué a analyser (ou 50 uL de solution étalon) et 100 pL
de réactif OPA ont été insérés dans les puits des microplaques a I’aide d’une pipette multicanaux. Tous
les prélévements ont été analysés en trois exemplaires et pour chaque plaque utilisée, une gamme étalon
a éte réalisée en double (Figure 8).

e Calculs réalisés a partir de la mesure OPA

Contrairement a la lecture en cuve, la lecture en microplaque n’enléve pas directement le blanc,
qui se constitue de la solution diluante et du réactif OPA.

Comme pour la mesure a 275 nm, il est possible de calculer le coefficient d’extinction spécifique
(eopa) des protéines de notre fromage en se basant sur la mesure d’absorbance des prélévements, de la
courbe d’étalonnage (Figure 7) et de la formule de Beer-Lambert (équation (4)). Cette fois, la
concentration est en mmol/L, ce qui donne une € en mmol™*.L.cm?

Pour déterminer la quantité de NH2 présent dans le surnageant lors du prélévement, la formule

suivante a éte utilisée en tenant compte des facteurs de dilutions :
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NnHz  : quantité de NHz (mmol)
Absprev : Absorbance du prélévement
Absprsy—Absp, Absy, : Absorbance du blanc
(6) NNH2 = —————— X (Vbecher) gopa . coefficient d’extinction spécifique (mmol™*.L.cm™)
€ *]
oPA I : trajet optique (cm)
Viecher - Volume du bécher (L)

En combinant les résultats obtenus sur la masse de peptides dans le surnageant a I’aide de la
lecture & 275 nm et ceux obtenus sur la quantité de NH> dans le surnageant par la lecture OPA, il a été
possible d’étudier I’évolution de la quantité de NH> par masse de peptides présents dans le surnageant
en fonction du temps.

Enfin, a ’aide des masses de peptides (estimées par absorbance a 275 nm) et des quantités de

NH: libérées lors de I’hydrolyse (estimées par la méthode OPA), il est possible d’en déduire un DH a
partir de la formule :

Ncaséines Mprot

DH (%) _ ((XNHZ/perMcaséines) - (XNHz/caséinesX Masgines )) % 100 x <mpep>
XnHzipep: quantité moyenne de NH; par masse de peptides (mol NH-/g) ;
(7) Mecascines: Masse molaire moyenne des caséines(g/mol) ;
XnNHz/caseines - quantité moyenne de NH, par masse de caséines (mol NH./g) ;
Ncassines: nombre moyen d’AA par caséines (mol NH2/g);

mp,,, - masse de peptide (g) ; mp.o; : Masse de protéines du fromage (g)

Les données sur les caséines (0,5 mmol NH2/g caséine'®, 196 acides aminés moyens composant
les caséines et une masse molaire moyenne des caséines de 22 975 g/mol*’) ont été utilisées pour
calculer le DH a chaque temps et pour chaque condition.
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Figure 9 : Evolution du pH en fonction du temps au cours des digestions, obtenu a partir des données du pH-stat.
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Figure 11 : Evolution du DH en fonction du temps pour les 4 conditions de digestion réalisées au pH-stat
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I1l. Résultats
3-1 Evolution du degré d’hydrolyse d’apres les données du pH-stat
e Evolution du pH en fonction du temps

D’apres la Figure 9 A, nous pouvons remarquer que les digestions contenant de la salive débutent
avec un pH plus élevé que celles qui n’ont pas de salive. Le pH initial d’environ 5.7 observé pour les
expériences sans salive est atteint dans les échantillons avec salive apres environ 2 minutes.

En retirant 2 minutes au début de la digestion contenant de la salive, les pH de départ des
digestions sont proches et nous pouvons voir que les courbes avec et sans pepsine se superposent
quasiment parfaitement (Figure 9 B).

De plus, nous pouvons voir que les essais sans pepsine atteignent le pH 2 plus rapidement que
les digestions avec pepsine, ce qui était attendu. Comme précédemment expliqué, I’hydrolyse des
liaisons peptidique a pH acide induit une consommation de protons du milieu réactionnel au travers
des équilibres acide/base des amines et acides carboxyliques néoformeés.

e Evolution du volume de titrant ajouté en fonction du temps

Le décalage de pH observé précédemment pour les essais avec et sans salive se répercute sur le
volume de titrant ajouté au cours de la digestion (Figure 10). En effet, le volume final ajouté est
superieur dans les digestions avec salive. Par exemple, dans le cas ou la digestion contient de la pepsine,
la courbe bleue qui représente le suivi d’une digestion contenant de la salive est supérieure a la courbe
orange qui représente le suivi d’une digestion sans salive. Le volume de titrant ajouté est identique
dans les quatre conditions de digestion jusqu’a I’approche de pH 2 car le débit de pompe du pH-stat a
été fixé a 0,28 mL/min dans tous les essais.

e Evolution du degré d’hydrolyse en fonction du temps

Comme nous le montre la Figure 11, le DH commence a augmenter a partir de 15 minutes de
digestion, ce qui correspond a un pH d’environ 4,5 (Figure 9). Au final, le DH dans les échantillons
avec ou sans salive est équivalent (4,31 % vs 4.27%).

3-2 Libération des peptides dans le surnageant
e Evolution de la concentration de peptides dans le surnageant en fonction du temps

A partir de la Figure 12 A, nous pouvons observer que la concentration de peptides augmente
régulierement dans le surnageant au cours du temps, pour les digestions avec pepsine, pour atteindre
environ 24 g/L en moyenne.

Quant a la concentration de peptides dans le surnageant pour les digestions sans pepsine, elle
semble étre constante au cours du temps avec une concentration moyenne d’environ 5 g/L. De plus,
nous pouvons remarquer que la concentration de peptides dans le surnageant est comparable en

présence et en absence de salive.

SYLVAINE RAMSAMY RAPPORT DE STAGE M2



Evolution de la concentration de peptides dans le surnageant B
30 1200

>

g
—_
ﬁ) 25 % o 1000
w
2 2 : g s
= 3 =
g ; =
2 S 600
S5 $ s
k=] 53
* o
= * =
E 1 : = 400
z . 2 :
E Pt | Lo
]
g | ] e ¢ 1]
g ‘ & o
oo E 0 20
0 20 40 60 80 100 120

Temps (min)

Evolution de la masse de peptide dans le surnageant

—ee
“e

40 60 80 100 120
Temps (min)

Figure 12 : Evolution de la concentration de peptides (A) et de la masse de peptides (B) libérés dans le surnageant au
cours de la digestion, calculées a partir des données de la lecture a 275 nm.
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Figure 13 : Evolution de la quantité de NH- présent dans le surnageant en fonction du temps, calculée a partir des données

de la lecture en OPA
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e Evolution de la masse de peptides dans le surnageant en fonction du temps

Pour la masse de peptides libérée dans la surnageant au cours de la digestion, nous observons la
méme tendance d’évolution que pour la concentration dans les quatre conditions (Figure 12 B). La
masse de protéines totale qu’il y avait dans une fraction de 8 g de fromage était d’environ 2,24 g. Pour
les digestions contenant de la pepsine, la masse finale moyenne de peptides libérés dans le surnageant
est d’environ 972,5 mg soit 43,42 % de la masse de protéines totale. Celle des digestions sans pepsines
stagne autour de 160 mg ce qui correspond a 7,14 % de la masse de protéines totale.

3-3 Evolution de la quantité de NH2 dans le surnageant
e Evolution de la quantité de NH> dans le surnageant en fonction du temps

D’aprés la Figure 13, nous pouvons observer que la quantité de NH dans le surnageant augmente
au cours de la digestion, pour les digestions en présence de pepsine, avec des valeurs légerement
supérieures pour la condition sans salive. Pour les digestions sans pepsine, la quantité de NH: dans le
surnageant semble constante tout au long de la digestion.

Il faut noter que la quantité de NH. est importante dans le surnageant des le début des
expériences, démontrant qu’une quantité non négligeable de matiere azotée se libére dans le milieu
sans (ou avant) I’hydrolyse des protéines par la pepsine. Nous pouvons aussi remarquer qu’a t=15 min,
les 4 conditions donnent des quantités de NH> comparables avec des écarts-types qui sont faibles, et
les essais sans pepsine restent environ stables ensuite. Pour estimer 1’augmentation de la quantité de
NH: dans le surnageant attribuable a I’hydrolyse des protéines nous avons donc décidé de soustraire la
mesure & t=15 min aux données ultérieures.

e Evolution de la quantité de NH2 par masse de peptides présents dans le surnageant

En combinant les données obtenues pour la masse de peptides et la quantité de NH2 dans le
surnageant, nous pouvons voir sur la Figure 14 que la quantité de NH: libérée par masse de peptides
est relativement stable en présence de pepsine. Pour la digestion sans salive, elle varie autour de 1,4
mmol de NH2/g peptides et pour la digestion avec salive, elle est autour des 1,1 mmol de NH2/g
peptides.

3-4 Evolution du degré d’hydrolyse d'aprés les résultats d’OPA et d’absorbance a 275 nm

D’aprés la Figure 15, nous pouvons voir que le DH augmente au cours de la digestion. Les
digestions sans salive arrivent a un DH d’environ 4,10 % alors que le DH des digestions avec salive

est d’environ 3,30 %.
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Dynamique de protéolyse en fonction du temps
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Figure 15 : Evolution du DH en fonction du temps pour les 4 conditions de digestion, calculé a partir des données des
lectures spectrométriques
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Figure 16 : Activité de la pepsine porcine en fonction du pH selon Kondjoyan et al*®

SYLVAINE RAMSAMY RAPPORT DE STAGE M2 -



V. Discussion

o Effet de lasalive

Les méthodes mises en ceuvre dans cette étude avaient pour but d’étudier si la salive avait des
effets sur la protéolyse en phase gastrigque.

Comme ’ont montré les Figure 9, en présence de salive le pH de départ se situait entre 6 et 6,1
alors que sans salive, il était entre 5,6 et 5,7. Cette différence de pH entraine un surplus de volume de
titrant, qui est visible sur la Figure 10. Globalement, les digestions avec salive semblent simplement
étre décalées d’environ 2 min comparées aux digestions sans salive.

Un pH de départ plus €levé en présence de salive peut s’expliquer par I’effet tampon de la salive.
Cet effet est d0 & ces composants : hydrogénocarbonate, phosphate, protéines. L’hydrogénocarbonate
joue un role important dans la neutralisation des acides®.

L’effet tampon de la salive s’additionne a celle du fromage. Avec un pH se situant autour de 5,6
(proche du pH de départ des digestions sans salive), I’emmental posséde un effet tampon trés fort lors
de la digestion gastrique d0 a sa forte teneur en protéines. Toutefois, le fromage est sous forme de
particules alors que la salive se dilue dans le surnagent. Il est donc logique que la salive ait un impact
sur les pH mesurés en début de digestion. Au cours de la titration, par contre, c’est bien I’effet tampon
du fromage, qui explique la décroissance du pH. Cet effet tampon est notamment visible lors du
maintien du pH a 2 en fin de digestion : le volume de titrant continue légérement d’augmenter méme
en 1’absence de pepsine a cause de la diffusion des protons du surnageant vers les coeurs des particules
de fromage (Figure 10).

Au niveau de la protéolyse, nous ne pouvons pas affirmer que la salive ait un effet direct. Comme
nous avons pu le voir sur la Figure 12, la concentration en peptides présents dans le surnageant au cours
de la digestion varie essentiellement en fonction de la présence ou non de pepsine. Les courbes avec
pepsine sont trés proches et se superposent a certains moments.

En étudiant la quantité de peptides dans le surnageant (Figure 12 B) et la quantité de NH> dans
le surnageant (Figure 13) nous avons pu remarquer qu’a 15 min, les 4 conditions avaient une quantité
de peptides ou de NH2 qui était trés proche et qu’a partir de 30 min, les digestions avec et sans pepsine
commencaient a se distancer. Ces résultats coincident avec ceux observés sur la courbe de DH obtenu
au pH-stat (Figure 11) ou la courbe commence a augmenter a partir de 15 min. En regardant la courbe
de pH (Figure 9), nous avons pu relever qu’a t=15 min le pH se situait aux alentours de 4,7 et qu’a t=30
min, il était autour de 4,2. En se basant sur la Figure 16 , nous pouvons faire le lien et dire que la
pepsine débute la protéolyse du fromage a partir de 15 min de digestion, car c’est vers les pH 4,3 - 4,4
que I’activité protéolytique de la pepsine commence.

Ainsi, il est possible de faire I’hypothése que la quantité de NH2 présente dans le surnageant
avant t=15 min, provient en partie des molécules (protéines, autre matiere azotée) présentes au sein des

particules de fromages qui sont relarguees dans le surnageant lors de 1’agitation.
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Dynamique de protéolyse en fonction du temps
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Figure 17 : Comparaison des résultats calculés par deux méthodes (pH-stat ou dosages spectrométriques)
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De plus, la viscosité de la salive pourrait aussi jouer sur la convection lors de I’agitation du
contenu du bécher lors de I’expérimentation. Un mélange plus visqueux réduit la probabilité de
rencontre enzyme/substrat, ce qui pourrait diminuer le contact des protéines avec la pepsine et donc
réduire la protéolyse.

L’étude du DH confirme les observations précédentes. Le DH a été calculé a ’aide de deux
méthodes. La premiére méthode se base sur les données obtenues au pH-stat et la deuxiéme méthode
est issue des analyses spectroscopiques (275 nm et OPA) réalisées sur les prélévements de surnageant
effectués lors des digestions in vitro semi-dynamiques au pH-stat.

A T’aide des données du pH-stat, des courbes d’environ 120 points ont été obtenues (Figure 11).
Elles ont permis de mettre en évidence que la protéolyse commence vers les 15 min de digestion
(moment ou la courbe commence sa montée) pour les digestions en présence de salive avec un décalage
d’environ 2 min par rapport aux digestions en absence de salive. Néanmoins, les DH finaux obtenus
sont tres similaires, 4,27 % en présence de salive (100 % salive) et 4,31 % en absence de salive (0 %
salive), ce qui fait une différence de moins de 1 % (0.04/4.31) entre les deux conditions. De plus, 1’écart
entre les deux courbes tout au long de la digestion est faible et semble s’estomper en fin d’expérience.
Quoi qu’il en soit, s’il y a un effet minime de la salive, ce dernier est cohérent avec 1’absence
d’inhibiteur de protéases aspartiques.

A partir des analyses spectroscopiques, les courbes d’évolution du DH ne se composent que de
7 points qui représentent les prélevements effectués tous les 15 min (Figure 15). D’aprés les résultats
qui ont été observeés sur la Figure 12 et la Figure 13, le point de départ de la courbe de DH a été défini
at=15 min (soit un DH de 0 % a 15 min) d’ou le fait que les données de DH ne commencent qu’a partir
de t=30 min. Comme pour les données acquises via le pH-stat, les digestions en absence de salive ont
un DH supérieur aux digestions en présence de salive. L’écart entre les deux courbes est plus important,
mais comme observé pour les courbes au pH-stat, au point final les courbes se rapprochent. Les DH
obtenus au point final sont de 3,30 % en présence de salive et 4,11 % en absence de salive ce qui fait
une différence de 24 % (0,81/3.30). Bien que le décalage entre les deux courbes soit plus grand, cela
ne nous permet pas de justifier que la salive a un effet considérable sur la protéolyse lors de la digestion
gastrique.

Il n’est toutefois pas impossible que la salive ait un petit effet sur la quantité de NH: libérée dans
le surnageant au cours de la digestion. D’apres la Figure 13, les digestions sans salive semblent étre
associées a une quantité légérement supérieure de NH2. De méme, les DH mesurés par 2 approches
différentes montrent que le DH des digestions sans salive est légérement supérieur a celui des
digestions avec salive. Néanmoins, d’autres données seraient nécessaires pour valider ou infirmer cette

observation.
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e Comparaison des deux méthodes de détermination du DH

La Figure 17 résume ’évolution des DH calculés a 1’aide des deux méthodes. Nous pouvons
observer que dans les deux cas, les courbes possédent la méme dynamique d’évolution. Les données
de DH en valeurs absolues sont cohérentes entre elles et avec la littérature. En général, la pepsine
hydrolyse entre 1 & 10 % des protéines ingérées au cours de la digestion gastrique®® et nous trouvons
un DH moyen de 4 % pour du fromage.

Les valeurs obtenues a partir des analyses spectroscopiques sont associées a plus d’incertitude
que celles obtenues a partir des données du pH-stat. L’utilisation de deux mesures (que 1’on divise)
pour arriver a un DH provoque forcément plus d’incertitude qu’une seule mesure. Cette remarque est
justifiée par la taille des écarts-types.

Les mesures a 275 nm ont été faites individuellement en utilisant la méme cuve quartz. Ce
matériel est dédié aux mesures physiques précises ce qui apporte une bonne précision. Les mesures en
OPA ont été effectuées dans plusieurs microplaques. Ce matériel permet des analyses plus rapides,
mais moins précises, ce qui induit une variabilité des résultats par le protocole. De plus, la mesure a
275 nm est une mesure directe, contrairement a I’OPA qui est une mesure indirecte, car elle fait suite
a une réaction chimique.

De plus, lors des calculs de DH, nous avons implicitement fait I’hypothése que tout ce qui n’était
pas dans le surnageant avait un DH de 0 (pas d’hydrolyse) en se basant sur I’hypothése que les peptides
une fois hydrolysés se retrouvent en suspension dans le surnageant, ce qui n’est probablement pas
totalement vrai.

Tout cela peut expliquer des DH calculés plus faible et une différence plus importante entre les
deux courbes (0 % salive et 100 % salive) pour les mesures en spectroscopies comparés a ceux calculés
a partir des données du pH-stat.

La méthode du pH-stat pour la détermination du DH s’est avérée rapide, simple et fiable. Le pH-
stat permet de réaliser des digestions reproductibles avec peu de variabilité. Les données obtenues avec
le logiciel Tiamo sont simples a exporter et a utiliser. Les valeurs enregistrées toutes les secondes
permettent d’avoir un jeu de données trés bien resolu temporellement. Il n’y a pas besoin de réaliser
d’analyses supplémentaires. Par contre, le traitement des données nécessaire pour remonter au DH en
fonction du temps n’est pas simple et nécessite I’emploi d’un logiciel de programmation.

Les analyses spectroscopiques sont quant a elles plus longues, plus techniques et engendrent plus
d’incertitude. La mesure & 275 nm ne permet de mesurer que 1’absorbance caractéristique des AA
aromatiques. Pour les mesures en OPA, la préparation des différentes solutions ainsi que la succession
des dilutions a effectuer, augmente considérablement le risque d’erreurs. Les valeurs obtenues varient

en fonction du pH de lecture, et certains AA ne réagissent peu ou pas avec I’OPA (cystéine et proline).
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De plus, les calculs réalisés a partir des données obtenues sont plus approximatifs, car nous nous
sommes basés sur les données moyennes des caséines présentes dans le lait de vache, or nous ne
connaissons pas précisement la répartition des caséines dans notre fromage ni celle des autres protéines
(ex : protéines solubles). Néanmoins, les analyses spectroscopiques permettent de fournir des données
sans passer par de longues étapes d’incubation comme par exemple la méthode de Kjeldahl et
permettent de faire un suivi d’hydrolyse des protéines. Les remarques énoncées pour les deux méthodes
rejoignent celles décrites par Spellman et al.*®

Tout ce travail va maintenant pouvoir étre approfondi avec 1I’étude d’effets « indirects » de la
salive sur d’autres composants d’un repas comme par exemple sur des tanins ou encore sur du pain. La
trés grande affinité de certaines protéines salivaires (PRPs) pour les polyphénols / tanins’ pourrait
augmenter 1’effet de ces molécules sur la digestion gastrique et notamment sur la pepsine.

De plus, lors de mon étude, nous n’avons étudié que 1’effet de la salive sur la protéolyse lors de
la digestion gastrique. Or, la salive peut aussi avoir un effet sur I’amylolyse et la lipolyse lors de la
digestion gastrique.

En effet, 1’acidification progressive du bol alimentaire lors de la digestion gastrique permet a
I’amylase salivaire de rester active dans 1’estomac jusqu’a son inactivation a pH acide, entre 3 et 3,8,
ce qui serait intéressant pour une étude sur de la digestion de 1’amidon lors de la phase gastrique. Quant
a la lipase gastrique, elle est trés stable en milieu acide et est active a des pH compris entre 3 et 6, ce
qui serait intéressant pour une étude sur I’effet de la salive sur la lipolyse lors de la digestion gastrique,

notamment sur du fromage.
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Conclusion

J’ai effectué¢ mon stage de fin d’études en tant que chercheuse stagiaire au sein de ’'UMR STLO
de ’'INRAE de Rennes. Lors de ce stage de 6 mois, j’ai pu mettre en pratique mes connaissances
théoriques acquises durant mes formations en école d’ingénieur et en master sur la digestion, la
nutrition et I’analyse de protéines. Mon sujet de stage a porté sur les effets de la salive sur la protéolyse
par la pepsine qui a lieu lors d’une digestion gastrique. Cette étude a été faite sur du fromage a I’aide
d’une méthode de digestion in vitro semi-dynamique.

Une des fonctions essentielles de 1’estomac est de stocker les aliments ingérés et de réguler le
flux délivré a D’intestin, gouvernant ainsi 1’ensemble de la digestion. L’estomac permet une
prédigestion des aliments par I’intermédiaire de ses contractions et de différentes réactions d’hydrolyse
enzymatique. C’est donc une étape clé de la digestion. Les sécrétions de I’estomac, comme la sécrétion
d’HCI pour acidifier le contenu ou encore les sécrétions d’enzymes comme la pepsine, permettent la
digestion du bol alimentaire arrivant de la bouche. L’arrivée de la salive avec le bol alimentaire dans
I’estomac peut interférer lors de la digestion gastrique.

Des digestions in vitro semi-dynamique ont été réalisées a I’aide d’un pH-stat. Deux méthodes
d’analyse ont été utilisées pour I’exploitation des données : 1’étude directe des données enregistrées au
pH-stat et des analyses spectroscopiques sur des prélevements de surnageant. Les résultats obtenus a
partir de mes expérimentations montrent que la salive pourrait avoir un effet minime indirect sur la
protéolyse au cours de la digestion gastrique. En effet, elle n’agit pas directement sur la protéolyse, en
bloquant la pepsine par exemple, mais elle semblerait ralentir son action en agissant sur 1’accessibilité
des protéines (viscosité du milieu).

Nous avons pu voir sur la Figure 17 qu’en présence de salive, le DH des protéines était
légerement inférieur, mais cet écart n’est pas significatif pour affirmer un effet direct de la salive sur
la protéolyse. De plus, les résultats obtenus au pH-stat, tendraient a dire qu’il n’y a pas d’effet de la
salive alors que les résultats obtenus par les analyses spectroscopiques laisseraient a penser a un effet
minime. Néanmoins, nous pouvons affirmer que les résultats obtenus sont fiables en termes d’ordre de
grandeur, car ils sont cohérents avec ceux de la littérature?2,

Mon étude était un prérequis a I’étude de la protéolyse gastrique en présence de polyphénols et
de salive. Des études ont montré que les polyphénols pouvaient avoir des effets positifs sur ’activité
de la pepsine. Selon une étude de Tagliazucchi et al., en présence de polyphénols (catéchine, resvératrol
et quercétine), la quantité de peptides libérés au cours de la digestion est plus importante qu’en présence
d’eau®. Cependant, une autre étude avait démontré que les polyphénols du thé pouvaient diminuer de
maniére significative la protéolyse lors de la phase gastrique?.

Les études qui vont suivre celle que j’ai réalisée devront permettre de confirmer ou infirmer ces
données et d’étudier si la salive a un effet sur les polyphénols au niveau de la digestion gastrique, car

il a été aussi démontré que la salive avait une forte affinité pour les tanins’.
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