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Introduction

Lait maternel : alimentation optimale pour les nouveaux-nés (OMS)

> Effet positif sur le développement et la croissance

Nouveaux-nés prématurés: lait maternel pasteurisé issu de donneuse
anonyme (ou de la maman)

Pasteurisation de Holder (62.5 °C, 30 min) : recommandations internationales
> Destruction de la flore pathogéne
> Altération des immunoglobulines (Akinbi et al., 2010; Van Gysel et al., 2012)

Qualité nutritionnelle du lait pasteurisé ?

> Absorption des lipides et croissance réduite (Andersson et al., 2007)
> Digestion des protéines ?

Question de recherche : impact de la pasteurisation du lait maternel sur les
cinétigues de déstructuration et de digestion des protéines et lipides dans un
digesteur dynamique in vitro




Introduction

Protéines
Phase colloidale
K-casein
— B-casein
64 nm P
Calcium
phosphate
Sérum
a-lactalbumine
+ protéines bioactives lactoferrine

(Lonnerdal, Am. J. Clin. Nutr., 1985)

%

- Protéines
sériques

L Caseéines

Ratio Cn/PS : 40/60

Structure et composition du lait materne

Lipides
4 pm (0.1-10 pm)
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8:/ Mik fat globule
£
s
(@]
>

f - I

1 10 4-10 nm

(Blasi et al.,2008; Bourlieu et al., 2009; Jensen, Lipids, 1999; Lopez and
Briard, 2007; Michalski, 2009)

(Chatterton et al., 2004; Nasirpour et al, 2005)



Matériels et méthodes

Lait cru

!

Digestion in vitro

dynamique (x2)

Plan d’expérience

Lait maternel

Lait mature
(n=1, 2 mois d’allaitement,
2 pools d’expressions)

Congélation (- 20C) sur 2.5 mois

Digestion in vitro
dynamique (x2)

Temperature (C)

Pasteurisation de Holder — 62.5C/30 min
(x2 pools)
Congélation (-20C) sur 10 jours
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Matériels et méthodes

Modele de digestion dynamique

Lait maternel

&3 O

Ingestion StoRM® software
10 ml/min -10 min
- 100 ml, 37°C
Estomac Intestin
1

Fluides gastriques: \1 FIuide_s
- fluide gastrique (NaCl/CacCl,) Intestinaux
-pepsine - Eﬁgcreatlne
-lipase -
-régulation pH avec HCI vidanae G 7 -NaHCO,3
pH=-0.015*temps(Min)+pHa 9 (pH = 6.5)

[

lVidange I

Modeéle validé: Ménard et al.; 2013 5



Matériels et méthodes

Régulation du pH dans I'estomac

acidification gastrique :
»modélisation a partir des données de la littérature

initial —pH regulation

X pH=-0.015*temps+pH

(Armand et al., 1996) Human milk
(Mitchell et al., 2001) Human milk
(Mason, 1962) Human milk or infant

formula _
(Omari et al., 2003) Human milk or

infant formula _
(Roman et al., 2007) Pregallia formula
(Armand et al., 1996) Similac formula

(Armand et al., 1996) SMA formula

X ¢ <& 0O B> O X e

(Cavell, 1983) Infant formula

0 30 60 90 120 150

temps (min)

Bourlieu et al., Crit Rev Nutr Sci, 2013



Matériels et méthodes

Modélisation de la vidange gastrique et intestinale

- Modele mathématique décrit par Elashoff et al, 1982

f = 2_(t/t1/2)'8

Parametres
Estomac Intestin

Tip(min) B |T,,(min)| B
54 1.2 200 2.2

Bourlieu et al., Crit Rev Nutr Sci, 2013

f : volume résiduel
t,/, (min) =temps de demi-vidange
B : coefficient
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Time (min)



Matériels et méthodes

Prélevements
Gastriques (G)

Intestinaux (1)

vidgnge

Temps
(min)
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120 150
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Matériels et méthodes

Caractérisation des digestas

Microscopique _ Moléculaire ————

Granulométrie Microscopie Protéines & Lipides
laser confocale SDS-Page HPLC CCM




Matériels et méthodes Suivi de la structure a I'échelle microscopique

Marquage des
digestas
par 3 sondes OBS X60

taille des particules déterminée fluorescentes

par diffraction de la lumiere
a différents angles
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Protéines
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Matériels et méthodes

Caractérisation des digestas

Suivi de la structure a I’échelle moléculaire

Microscopique —Moléculaire—————
Granulométrie Microscopie Protéines & Lipides

L l

Densitométrie Densitométrie

Facteur de dilution X; Contenu en AA (mg/ml digesta)
Vol de lait ingéré (ml
X = XtixMeaItO Mealto olume de lait ingéré (ml)
i
RMeal . Volume résiduel (ml)
ti RMeal
X i Contenu AA (mg/ml lait ingéré )
L




Résultats et Discussion
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Résultats et Discussion

Volume gastro-intestinal au cours de la digestion

_ =—Total introduced volume
350 350 1 —Total introduced volume
—emptied volume .
300 - 300 —emptied volume
—Residual volume .
—Residual volume
250 - —Meal residual volume 250 - .
——Meal residual volume

= —Roman, 2007 =
£200 - £ 200 -
g Armand, 1996 )
S =
5150 - = 150 -
> S

100 100 -

50 - 50 -

0 I I T T 1 O I I I I
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120
temps (min) Time (min)
compartiment gastrique compartiment Intestinal

150
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Résultats et Discussion

structure initiale:
Lait cru vs. pasteurisé Sondes VBR Sondes BR
Cru
fremsseeooooos
1 Pasteurise |
———————————— o
9
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structure

phase gastrique : suivi de la taille des particules

i
. 1 . e 7
Lait cru : Lait pasteurisé
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»Peu d’évolution de taille des particules au cours de la phase gastrique
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Structure : phase gastrique

sondes VBR sondes VBR

L |
%10 um

T.emps (min) 150 Digestion gastrique




Structure : phase intestinale

phase intestinale : suivi de la taille des particules

. I . . s I
Lait cru : Lait pasteurise :
8 === 0 min i 8 1 :
= ™30 min ! i
6 : I
p 60 min ' 6 1 :
.g =120 Min : :
£4 /=180 min | 4 '
(4] 1 :
: : :
22 - 2
S i !
: \ '
0 - : 0 - :
001 01 1 10 100 1000 i 001 041 1 10 100 1000 1
Particle size (um) e _______ " particlesize (um)____ !

> Taille des particules plus importante a partir de 60min pour le lait
pasteurisé



Structure : phase intestinale sonde R

160Cru 1180 Cru

1180
pasteurisé

ITemnq (min) 60 180 >

Peu (voire absen?e) de protéines, observations de composes mixtes (lipides +composés
amphiphiles) et quelques structures natives 18



Résultats et Discussion : suivi au niveau moléculaire de la digestion des protéines
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Résultats et Discussion : suivi au niveau moléculaire de la digestion des protéines

phase gastrique

Caséine K
100 100
80 80 . cru
60
o\o 60 - V4
40 40 B pasteurisé
20 20
0 0

0 30 60 120 150 0 30 60 120 150

—>Caséines : plus sensibles a la digestion dans le lait pasteurisé vs. cru
- Modification de la structure qui permet une meilleure accessibilité aux enzymes

a- serum-albumine

100 lactalbumine 100

80 80

60 60

%

40 40

20 20

0 30 60 120 150 0 30 60 120 150

2 Protéines sériques: -plus résistantes a la protéolyse que les caséines
- pas d’effet de la pasteurisation sur la protéolyse jusqu’a 120 min



Résultats et Discussion : suivi au niveau moléculaire de la digestion des protéines

Acides aminés libres

Acides aminés indispensables Acides aminés dispensables
4 - 4 -
M cru
k=
‘@ . )
2 3 M pasteurisé 5 3
= =
= -
) u
2 -
22 Q
5 :
3 N~
E 1 - %D 1 -
0 0 -
0 120 150 150 180 0 120 150 150 180
. Estomac Intestin
Estomac Intestin .
Temps (min) Temps (min)

- Plus d’acides aminés libres libérés dans le lait pasteurisé que dans le lait cru

- En fin de digestion intestinale : % N (AA libres)/ N ingéré sous forme protéique
2> Cru:39.2+1.6%
—> Pasteurisé : 46.4+ 1.6 % 21



Résultats et Discussion :

suivi au niveau moléculaire de la digestion des lidides

Digestion des lipides —— 0 min
o =30 min
'§J ‘o 60 min
S ;?q, O@ ] 20 Min
C.l)\ Qm ;og) =150 min
aQ

. . - . . 8 | | Triglycérides

m—— —_—— A -'_ || Acides gras libres
__ || Diglycerides (sn-1,3) / Cholesterol
]| i L K - | .- Diglycerides (sn-1,2)
.
e ||z = e | | Monoglycerides
..... L/Prot

Grey intensity

(AU)

Digestion gastrique

N U1
(92 (92

o

o

0 30 60 120

Digestionvlntestinale

—> Lipolyse réduite dans le compartiment gastrique
—> Effet de I'inactivation de la lipase endogéne
(BSSL)? Effet structure ?
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Conclusions et Perspectives

Impact de la pasteurisation de Holder sur la digestion du lait
maternel

> Protéolyse accélérée dans le lait pasteurisé par rapport au lait cru

> Lipolyse réduite pour le lait pasteurisé en phase gastrique

« inactivation de la lipase endogéene par pasteurisation

- agrégation des protéines en surface des globules gras

Parametres du modele
> Parametres de nouveau-né prématuré

> Utilisation d’une lipase gastrique analogue a la lipase humaine

Impact des différences de cinétiques d’hydrolyse sur le
métabolisme?

Compromis entre qualités nutritionnelle et sanitaire

> Traitement thermique plus doux: ultrasons avec T° de 57°C (Csank
et al., 2009, 2010)

> Ajout de lipase endogene recombinante ?
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Merci de votre attention
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Results & Discussion / Initial structure Raw
1

Raw vs. Pasteurised milk

GBR probes B probe

—
3%,y:5.0 um

Thermo-induced protein

aggregates
Whey proteing

Caseins

Pasteurised




Structure: phase intestinale
BR probes

Raw
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