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CONTEXTE ET OBJECTIFS

‘* LAIT HUMAIN
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CONTEXTE ET OBJECTIFS

n

" " LAIT DE VACHE _G’ PREPARATION POUR NOURRISSONS

Minéraux, vitamines
>130g/L  métabolites, bactéries

Minéraux, vitamines
8-9glL <8g/L  GOS/FOS

métabolites, bactéries

Proteines /'32-35g n-15gL Protéines
Lipides | 34- 45 g/L _— 26-12gl  Lipides

Lactose 48 -50 g/L . . 27-98 g/L Lactose
Formulation a partir dingredients laitiers

Eau d'origines diverses et ayant déja subi Eau
différents procédes
+
Procédé de fabrication de la PPN —
-
r!) Structure des protéines + modifiée
(dénaturation, glycation, agrégation, etc.)

Quel est l'impact de lorigine et la transformation des L
‘.“ Structure de U'emulsion differente ?

Ingredients protelgues .laltlers sur la structure et la Processus digestif différent ?
dlgeStlon de PPNs (coagulation, accessibilité enzymes, etc.)




LES INGREDIENTS PROTEIQUES LAITIERS

Sélection d'ingrédients sériques commerciaux compatibles avec la fabrication de PPNs

|_> Qui different selon leur matiere premiere et/ou leur procédé d'obtention
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LES INGREDIENTS PROTEIQUES LAITIERS

Sélection d'ingredients sériques commerciaux compatibles avec la fabrication de PPNs
|_, Caractérisations a 'échelle moléculaire

— N

Composition de la Dénaturation des  Agrégation des Glycation des

matiere azotee et dela protéines protéines protéines
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FABRICATION DES PPNs

o)
o
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v

Serumideal |

w l

PROCEDES INDUSTRIELS DIFFERENTS ]

\ /

Serum démineralise

Denaturation + Glycation
+ Glycomacropeptides

Concentre démineralisé de

.. ) Sérum déminéralisé
proteines du lactoserum

Protéines du lactosérum (PS) Peu de denaturation des PS + concentration en
roleines au tactosertm (1 BLG et alA ainsi gu'en Trp plus importantes
natives + Glycomacropeptides

| |

Caseines micellaires (100%)

| |

Lactose, matieres grasses, vitamines, minéraux

l l
PPN B PPN C PPN D

Caseéines non-micellaires
(75%) + micellaires 25%)

NPN =11 % MAT NPN = 8 % MAT NPN =7 % MAT NPN = 6 % MAT
Dénaturation* : 44 + 0,01 % Dénaturation*: 36 + 0,2 % Dénaturation*: 31+ 0,2 % Deénaturation*: 29 + 0,1 %
(Azote soluble a pH 4,6)—(Azote non protéique) =100 - Protéines du lacttosérum non dénaturées ou agrégées de maniere irréversibles

*Taux de dénaturation =100 -

(Azote total)—(Azote non protéique) X Proportion de protéines du lactosérum B Protéines du lactsoérum totales

Ingrédients commerciaux et procédeé de fabrication

des formules représentatif des procédés industriels.



CARACTERISATION DE LA STRUCTURE DES PPNs

Matiére grasse

K : b
Structures lipoprotéiques étoilées
avec un rayon de giration supérieur a
celui des PPNs Bet C

Larges structures lipoprotéiques

Agrégation des caséines non micellaires
(lors de l'ajout de CaCl2 lors du remouillage) et

floculation partielle des globules gras (par
manque de protéines disponibles pour les stabiliser)

PPNs B &

Structures similaires
Pas de forme ou taille particulieres

Agrégats protéiques thermo-induits a
linterface des caséines adsorbées a la surface
des gouttelettes de matiere grasse (MG)
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(Srinivasan et al, 1996; Ye and Singh, 2001)




QUESTIONS DE RECHERCHE

Ingrédients
protéiques
laitiers

Structure Nutriments + digéreés

de la PPN

AN

Structure du Cinétiques
chyme d’hydrolyse

De Oliveira et al, 2016 Halabi ef al, 2020
Halabi ef al, 2020

Quel impact la structure des PPNs a-t-elle sur la coagulation gastrique ?
> La présence de structures caséiques modifiées au sein d’'une matrice complexe modifie-t-elle la coagulation
gastrique comme cela a été démontré sur des matrices moins complexes (Wang et al, 2018) ?

v

Cinétiques
d’hydrolyse

Dupont ef al, 2010

Les différences de structures lipoprotéiques impactent-elles l'hydrolyse enzymatique lors de la digestion ?
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DIGESTION /N WITRODES PPNs

/DIDGI® simule la digestion (gastrique\

: L : : et intestinale) d'un nourrisson né a
Digestion /n vitro par un digesteur dynamique DIDGI®) | | | ] [ ] terme 4gé de 4 semaines

3 répétitions par PPN | Modeéle vérifié pour la digestion du

nourrisson par des données /n vivo
\ (De Oliveira, 2016; Ménard et al, 2014) /

Analyses des digestas
= Structure (microscapie confocale, granulometrie laser)
= Proteolyse (OPA/SDS-PAGE /LC-MS/MS)
= Lipolyse (GC-MS)
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STRUCTURE DES PPNs AU COURS DE LA DIGESTION

Protéines

Phase gastrique 40 minutes, pH=5,6

PPN A

PPNB

20 um

PPN C

PPND

20 um

Avec enzymes

Sans enzymes

10
Particle size (um)

= Différences de structure a 40 min de phase gastrique qui sont uniquement dues a la protéolyse : hydrolyse de la caséine-k
par la pepsine = agrégation rapide des caseines et des gouttelettes de matiere grasse qui étaient couvertes par les caséines

= PPN D (caséines modifiées) = agrégats plus petits liés a la différence de structure initiale de 'émulsion



PROTEOLYSE GLOBALE

12

OPA

12

10

B~

Degré d’hydrolyse (%)
o~

NS
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PPN: NS
Temps : ***
PPN x Temps : **

NS
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PPN A
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Degré d’hydrolyse (%)

PPNC === PPND
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= N W B O o
O O o o o o o

PPN=NS
Temps =***
PPN x Temps =*

NS

NS

20 40 60 80 100 120 140
Temps de digestion intestinale (min)

PPN A (structures lipoprotéiques étoilées, dénaturation globale supérieure) est plus hydrolysée que :

Macierzanka et al, 2009 : l'adsorption de BLG ou B-caséine a linterface de la MG augmente leur protéolyse en

PPN D en fin de phase gastrique et intestinale
PPN C en fin de phase intestinale

comparaison d'une forme « libre » dans la phase soluble

Halabi ef al 2022 : protéolyse augmentée pour des protéines agrégées a l'interface des caséines (modele sans MG)

} Serum idéal

160

abb

180

Structure étoilée (PPN A)

Degré d’hydrolyse plus important




PROTEOLYSE DES PROTEINES MAJORITAIRES

13

SDS-PAGE
PPN A
100 —~
£ 80 S\ S
o e, o
E’) o ®e E
3 60 ~ =
@ @
T 40 | PPN=NS g
@ @
= Temps = *** ceeea, €
9 90 PPN x Temps = NS 'é
@ £
"B
0 8
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Temps de digestion gastrique (min)
Pas de différence significative entre les PPNs.
La diminution du % de BLG intacte est uniquement due

a la dilution par les sécrétions et la vidange gastrique
et non a la protéolyse

100
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40

20

PPNB

20

40

PPNC === PPND

Caséines

PPN=NS
Temps =**
PPN x Temps = *

60 80 100 120 140 160 180

Temps de digestion gastrique (min)

A

40 min de phase gastrique, la PPN A

tend a avoir une hydrolyse de ses
caséines supérieure a la

llien

Structure a 40 min:
PPN A = agrégation des caséines suite a
Lhydrolyse de la caséine-k par la pepsine

= faible agrégation // structures

lipoprotéiques particulieres

ALA intacte résiduelle (%)

100

0]
o

o~
o

o)
o

N
o

% PPN dans le compartiment gastrique

PPN =NS
Temps = ***
PPN x Temps = *

20 40 60 80 100 120 140
Temps de digestion gastrique (min)

160 180

Pas de différence significative entre les PPNs



CINETIQUE DE RELARGAGE DES PEPTIDES

1061 peptides identifiés dont 96% sont communs aux 4 PPNs

3% des %Z
peptides 2

N

Ostéopontine

Alpha-lactalbumine (ALA)

ft

Bovine Serum Albumine (BSA)
2% des 52 Beta-lactoglobuline (BLG)
eptides % .
Caseine a,,
Caséine o
5% des % Glycam1
eptides Caséine p
Caséine K
Lactoferrine (LF)
A B CD|A B CDJAr B CD|A B CDIA B CDIWA B COD
680 G180 120 140 180 1180
- Phase gastrique Phase intestinale
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CINETIQUE DE RELARGAGE DES PEPTIDES

( Ostéopontine
3% des _
peptides g Alpha-lactalbumine (ALA)
~/

Bovine Serum Albumine (BSA)

12% des éa Beta-lactoglobuline (BLG)

peptides /45 )
Caseine a,,
Caséine o

85% des Glycam

peptides Caséine p
Caséine K
Lactoferrine (LF)

A B CD|A B CDJA B CDJ|AB CDIJA B CDIJA B COD
680 G180 120 140 180 1180
Phase gastrique Phase intestinale
Différences de cinétiques de relargage entre lesPPNs:
= Relargage plus abondant a G80 de peptides issus des caséines pour la par rapport aux autres PPNs --> Différence d'organisation
supramoléculaire des caséines entre la et les autres PPNs.
= Peptides issus de UALA et BLG sont plus abondants et tardifs (phase intestinale) pour les PPNs C et D --> Concentrations plus élevées +

structures natives sont plus résistantes a la protéolyse (31 et 29 % de dénaturation globale des protéines sériques)
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CONCLUSION & PERSPECTIVES

Ingrédients
protéiques
laitiers

Nutriments + digérees

/N

Structure
de la PPN

[
»

v
Cinétiques
Structure du Cinétiques Cinétiques d'absorption
chyme d’hydrolyse d’hydrolyse Expérimentation /7 vivo!
/I\A
Microbiote Maturation Systeme

épithélium  immunitaire

Expérimentation /in vivo2

Comment les différences de protéolyse se traduisent-elles au niveau plasmatique ?
Quels seront les impacts sur la physiologie digestive, le systeme immunitaire et le microbiote ?
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