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Résumeé

Pour une alimentation plus durable, il est nécessaire d’identifier des alternatives végétales aux

protéines animales. Le pois présente de nombreux avantages, mais sa digestibilité doit étre évaluée.

Or, I'évaluation de la digestibilité iléale des acides aminés (AA) est sujette a des difficultés
méthodologiques. Chez le rat, il n’existe pas de méthode validée. Chez I’'Homme, la méthode directe
standard est trés invasive car elle nécessite de collecter les pertes digestives par intubation. Une
nouvelle méthode plasmatique minimalement invasive, dite « double traceur », a été proposée. Elle
repose sur 'ingestion simultanée d’une protéine test marquée au 2H et d’une protéine de référence
de digestibilité connue, marquée au 3C. Les objectifs de nos travaux étaient : 1) évaluer la qualité
nutritionnelle de la protéine de pois jaune en comparaison a la caséine et au gluten par I'étude de la
digestibilité et d’autres critéres de qualité, chez le rat et chez I'Homme ; 2) développer les méthodes
de mesure de la digestibilité iléale des AA dans ces deux modeles. Chez 'Homme, il s’agissait de
comparer la méthode double traceur a la méthode directe par I'étude d’isolats protéiques marqués au

5N et au 2H.

La digestibilité élevée obtenue pour les AA de la protéine de pois, chez le rat (95%) et chez I’'Homme
(94%), révele sa haute qualité nutritionnelle. Sa comparaison a la caséine et au gluten la positionne
favorablement parmi I'offre de protéines disponibles. La composition en AA équilibrée de la protéine
de pois couplée a sa haute digestibilité a abouti a des scores de qualité DIAAS satisfaisants (1,00 chez
I'Homme, 0,88 chez le rat). Chez le rat, nous avons montré que la digestibilité caecale vraie pourrait
approximer la digestibilité iléale vraie. Chez I’'Homme, la méthode double traceur a fourni des valeurs
de digestibilité variables, qui étaient physiologiques pour certains AA et incohérentes pour d’autres.

Cette méthode nécessite davantage de mises au point mais reste prometteuse.



Abstract

To achieve a more sustainable diet, it is necessary to identify plant-based alternatives to animal

proteins. Pea exhibits many benefits, but its digestibility has to be evaluated.

The evaluation of ileal amino acid (AA) digestibility is subject to methodological difficulties. In rats, no
validated method exists. In humans, the standard direct method requires intubation to collect the
digestive losses and is highly invasive. A new minimally invasive plasma method, called "dual tracer",
has been proposed. It is based on the simultaneous ingestion of a 2H-labelled test protein and a 3C-
labelled reference protein of known digestibility. The objectives of this work were 1) to evaluate the
nutritional quality of yellow pea protein in comparison to casein and gluten, through the assessment
of digestibility and other quality criteria, in rats and humans; 2) to develop methods for measuring ileal
AA digestibility in these two models. In humans, the aim was to compare the dual tracer method and

the direct method by studying protein isolates that were labelled with >N and 2H.

The high AA digestibility obtained for pea protein, in rats (95%) and in humans (94%), ensures a high
nutritional quality. The comparison with casein and gluten favourably positions pea protein among the
available protein supply. The balanced AA composition of pea protein and its high digestibility resulted
in an adequate DIAAS (1.00 in humans, 0.88 in rats). In rats, we showed that true cecal digestibility
could approximate true ileal digestibility. In humans, the dual tracer method yielded variable AA
digestibility values, some of which were physiological and others were inconsistent. The dual tracer

method needs further development but remains promising.
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Oxyde de chrome

Dalton

Direct Amino Acid Oxydation

Digestible Indispensable Amino Acid Score

Pourcentage de I'Energie

Elementary Analyzer (Analyseur Elémentaire)

European Food Safety Authority (Autorité Européenne de Sécurité des Aliments)
Enzyme-Hydrolyzed Casein (Caséine Hydrolysée par une Enzyme)

Ecart-Type

Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organisation des Nations

Unies pour I'Alimentation et I'Agriculture)



GC-C-IRMS

GES
IAAO
IRMS
m.p

m.s

m/z

NA
OMS
PANDiet

pc
PDCAAS
PEG

PER
PNNS
PNNS-GS
PSP

RN

SC

SEM

SID

TO

TCD

TF

TID

TiO,
U-HPLC

UPN
UPPN
USDA
VB

Gas Chromatography Combustion Isotope Ratio Mass Spectrometry (Chromatographie
gazeuse couplée a un spectrometre de masse)

Gaz a Effet de Serre

Indicator Amino Acid Oxidation (Oxydation de I'Acide Aminé Indicateur)

Isotopic Ratio Mass Spectrometry (Spectrométrie de Masse a Rapport Isotopique)
Matiere protéique

Matiere séche

Rapport masse/charge

Non Applicable

Organisation Mondiale de la Santé (WHO - World Health Organization)
Probability of Adequate Nutrient Intake (Probabilité d'Adéquation d’Apports en
Nutriments)

Poids corporel

Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score

Polyéthyléne Glycol

Protein Efficiency Ratio (Coefficient d’Efficacité Protéique)

Programme National Nutrition Santé

Programme National Nutrition Santé Guideline Score

Phénolsulfonephtaléine (rouge de phénol)

Référence Nutritionnelle

Score Chimique

Standard Error of the Mean (Erreur Standard de la Moyenne)

Digestibilité lléale Standardisée (Standardized lleal Digestibility)

Temps zéro

Thermal Conductivity Detector (Détecteur de Conductivité Thermique)

Facteurs de Transamination

Digestibilité lléale Vraie (True lleal Digestibility)

Dioxyde de titane

Ultra-High Performance Liquid Chromatography (Chromatographie Liquide a Ultra-
Haute Performance)

Utilisation Protéique Nette

Utilisation Postprandiale Protéique Nette

United States Department of Agriculture

Valeur Biologique
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Contexte de réalisation de la these

Les travaux de these ont été réalisés au sein de 'UMR Physiologie de la Nutrition et du Comportement
Alimentaire (PNCA), affiliée a AgroParisTech, a I'Institut National de Recherche pour I'Agriculture,
I’Alimentation et I'Environnement (INRAE, anciennement INRA), et a I'Université Paris-Saclay. L'unité
est située dans les locaux d’AgroParisTech a Paris (75005), et dirigée par Claire Gaudichon depuis 2018.
Le projet a été intégré a I'équipe « Apport Protéique et Régulation du Métabolisme » (APReM), dirigée

par Dalila Azzout-Marniche.

Cette these été menée dans le cadre d’une convention industrielle de formation par la recherche
(dispositif CIFRE) avec I'industrie agroalimentaire Roquette, qui a financé ces travaux. Le projet a été
porté par le département R&D Nutrition & Health de Roquette, situé a Lestrem (62) et dirigé par Sergio

Neves puis par Laetitia Guérin-Deremaux depuis janvier 2021.

La thése a été encadrée par Claire Gaudichon et Juliane Calvez au sein de 'UMR PNCA, et par Laetitia

Guérin-Deremaux et Catherine Lefranc-Millot au sein de Roquette.
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Introduction générale

Face a I'augmentation de la population mondiale, qui devrait avoisiner les 9 milliards en 2050 ™, les
systemes de production alimentaires doivent étre adaptés pour répondre aux enjeux de I'alimentation
durable. En effet, le défi actuel consiste a fournir a I'ensemble de la population des régimes
alimentaires sains et culturellement acceptables, issus de systémes de production minimisant I'impact
environnemental et économiquement viables 2. L’apport en protéines occupe une place importante
dans ces préoccupations, leurs sources étant nombreuses, et les productions animales ayant un impact
environnemental global plus important que les sources végétales Bl. Par exemple, la production de
viande issue des ruminants (boeuf et agneau) entraine des émissions de gaz a effet de serre (GES) 250

fois supérieures a celles des légumineuses, ramenées a la quantité de protéines (Figure 1) (4,
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Figure 1. Emissions de GES pour 22 catégories d'aliments, exprimées en équivalent CO, par gramme

de protéines. D’aprés Tilman et al. ! Les valeurs sont les moyennes + SEM. NA : non applicable

La demande mondiale en protéines connait une forte croissance depuis les années 1960 (Figure 2).
Elle s’accentuera dans les prochaines décennies, suite notamment au développement économique des
continents africain et asiatique. La FAO prévoit une hausse de 40% entre 2010 et 2030, qui concernera
a la fois les sources animales (+33%) et végétales (+43%) ©°\. Les végétaux (céréales, légumineuses,

fruits a coque) fournissent 65 a 70% de l'apport protéique mondial alors que dans les pays
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économiquement développés, il est majoritairement d’origine animale (viandes, poissons, ceufs) . En
France, la majorité de I'apport en protéines est fournie par les produits animaux et les végétaux
comptent pour 30%, d’aprés I'étude INCA3 7). Or, une consommation importante de viande rouge et
de produits carnés transformés a été associée a un risque accru de cancer colorectal 1% et de
maladies cardiovasculaires ¥4, Au contraire, une alimentation riche en sources végétales diversifiées
s’accompagnerait de bénéfices santé, comme la réduction du risque de diabete de type II, et d'un

impact positif sur la mortalité 5720,
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Figure 2. A. Evolution de la demande mondiale journaliére en protéines par habitant et prévisions a
2030. B. Evolution de la demande mondiale annuelle en protéines et prévisions a 2030. D’aprés le

rapport Sofiprotéol-BIPE basé sur les données de la FAO P!,

Face aux constats environnementaux et aux données de santé publique, il a été recommandé
d’équilibrer I'apport protéique a 50% de produits végétaux, ce qui implique de proposer des
alternatives végétales aux sources animales de protéines 4. Les légumineuses ont été identifiées
comme des leviers de cette transition alimentaire. Elles comprennent des oléagineux (soja), des
protéagineux (pois, féveroles, lupins), et des légumes secs (haricots, pois chiches, lentilles). Leur
avantage nutritionnel est basé sur leur richesse en protéines (de 20 a 40% m.s selon les sources), en
fibres, et en micronutriments, ainsi que sur leur faible teneur en matiéres grasses 2!, De plus, leur
culture permet de réduire les apports azotés, qui contribuent a 25% des émissions de GES de
I’agriculture dans I'Union Européenne, grace a la symbiose de son systéme racinaire avec les bactéries

du genre Rhizobium ?%3, Elles améliorent également le rendement de la culture qui la suit. Méme si
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les légumineuses sont pour l'instant peu attractives pour les ménages francais 2%, le taux de
consommateurs est en hausse (Figure 3) .. Ainsi, la consommation de légumineuses devrait suivre la
tendance mondiale, dont la progression est estimée a +1,9% par an d'ici 2029, d’apres les prévisions

de 'OCDE et de la FAQ 291,
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Figure 3. Evolution du taux de consommateurs de légumineuses en France entre 2015 et 2017.

Reproduit d’aprés les données de FranceAgriMer 2],

Depuis 2019, une stratégie a été lancée pour accroitre I'autonomie en protéines végétales de la France,
qui est de 55% actuellement. Elle passe par la structuration des filieres protéines végétales, annoncée
par le plan « France relance 2020-2022 », qui prévoit d’augmenter la culture de légumineuses ). Un
budget devrait également étre alloué a la recherche et développement sur les variétés de
légumineuses, et a des mesures d’innovation afin de mieux les valoriser et d’encourager leur
consommation. Les surfaces de légumineuses cultivées ont en effet fortement diminué en France
depuis les années 1990, du fait du manque de compétitivité par rapport au soja importé,
majoritairement du Brésil. Sur les 14 millions d’hectares consacrés aux grandes cultures, les oléagineux
(dont le soja) représentent 15,3%, les protéagineux (pois, féveroles, lupins) 1,7%, et les [égumes secs
(Ientilles, pois chiches) 0,5%, les plus produites étant le pois et le soja [?%1. En comparaison, les céréales

comptent pour pres de 68% des terres cultivées.

Le pois est une légumineuse particuliérement intéressante pour sa teneur en protéines de 24% m.s [
(deux fois plus que le blé complet et trois fois plus que le riz), et son absence de la liste des allergénes
soumis a déclaration, contrairement au soja 1?2, La production francaise de pois a atteint 620 000

tonnes en 2019 et représentait 52% de la production nationale de légumineuses, d’apres
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FranceAgriMer. Seulement 26% de la production était consacrée a la consommation humaine, la
majorité étant destinée a I'alimentation animale. La demande mondiale de la protéine de pois connait
actuellement une forte hausse, avec un chiffre d'affaires anticipé a 313,5 millions de dollars d'ici 2025,
soit 3 fois sa valeur actuelle 3%, Elle est utilisée par I'industrie agroalimentaire et incorporée dans des
produits a destination de la nutrition spécialisée (sportive, médicale et diététique), ou dans les

substituts végétaux de viande 13,

La qualité nutritionnelle n’est pas équivalente entre les différentes protéines. Malgré I'attrait actuel
pour les protéines végétales, elles sont réputées étre nutritionnellement moins qualitatives que les
sources animales 23] Elles varient notamment en termes de composition en acides aminés
indispensables et de digestibilité. La digestibilité est définie comme la part d’acides aminés absorbée
relativement a la part ingérée. Elle se détermine généralement par la mesure des pertes digestives
d’azote suite a I'ingestion de la protéine a étudier. L'évaluation de la digestibilité en recherche en
nutrition humaine est menée sur ’'Homme, le porc ou le rat, suivant cet ordre de préférence 3%, En
2013, la FAO a recommandé d’évaluer la digestibilité individuellement pour chaque acide aminé,
entrainant un changement du site de recueil des pertes digestives 3%, Dans ce cas, les pertes ne se
mesurent plus dans les féces mais dans I'iléon %, la partie terminale de I'intestin gréle, car 'activité
métabolique du microbiote colique utilise et transforme les acides aminés %, Cette transition de
digestibilité fécale a digestibilité iléale a été suivie par la mise en place du Digestible Indispensable

Amino Acid Score (DIAAS) en tant qu’indice de qualité des protéines alimentaires.

L'évaluation de la digestibilité au niveau iléal est soumise a des difficultés méthodologiques chez le rat
et chez 'Homme. Chez le rat, il est impossible d’utiliser une canule digestive, similairement au
protocole mené chez le porc B7). Les digesta iléaux du rat sont collectés par euthanasie et dissection,
ce qui empéche un recueil continu des pertes au cours du processus de digestion. En clinique, la
mesure directe des pertes d’acides aminés nécessite de recueillir les digesta iléaux a 'aide d’une
sonde, trés invasive pour les volontaires et inadaptée pour les populations vulnérables (enfants et
personnes agées notamment). Au vu du contexte actuel qui nécessite que de nombreuses nouvelles
sources de protéines soient évaluées, il est essentiel de développer les méthodes de mesure de la
digestibilité, afin de faire face a ces problématiques %3, Un regain d'intérét pour I'évaluation de la
digestibilité des acides aminés a ainsi été observé ces 5 derniéres années, et s’est manifesté par des

401 Chez I'Homme, une

développements méthodologiques au sein des différents modeles d’études
nouvelle méthode indirecte dite « double traceur » a été proposée par la FAO. Elle permettrait, une
fois validée, d’estimer la digestibilité iléale des AA par des préléevements plasmatiques a 'aide de

traceurs isotopiques, sans recueillir le contenu iléal 8. Des études récentes ont mis en ceuvre la
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méthode double traceur dans I’évaluation de diverses sources protéiques, animales comme végétales
[41-4%] 'Cependant, aucune étude publiée ne la compare a la mesure directe de la digestibilité iléale des

acides aminés, par le préléevement des digesta.

Dans ce contexte, I'objectif de ce projet de these était double. Dans un premier temps, notre but était
d’évaluer la qualité nutritionnelle de la protéine de pois, chez le rat et chez 'Homme, en comparaison
a d’autres sources de protéines, la caséine de lait et le gluten de blé. Cette évaluation reposait sur la
mesure de la digestibilité iléale des acides aminés, le calcul du DIAAS, et quelques criteres

supplémentaires de qualité protéique. Dans un second temps, nos travaux avaient pour objectif de

développer les méthodes de mesure de la digestibilité iléale des acides aminés, chez le rat et chez
I'Homme. |l s’agissait notamment de comparer la méthode plasmatique double traceur a la méthode

directe, impliquant le recueil des digesta par intubation.

Le premier chapitre du manuscrit est consacré a une analyse bibliographique, qui aborde les théemes
du métabolisme protéique, du besoin et de I'apport protéique, de la qualité nutritionnelle des
protéines, et des méthodes d’évaluation de la digestibilité in vivo. Aprés un descriptif de la
méthodologie suivie et des techniques mises en ceuvre, les travaux menés sont présentés sous la forme
de 4 articles scientifiques, dont I'un est publié, et les autres en cours de soumission. Ce manuscrit

s’achéve par une discussion générale et les conclusions tirées de ces travaux.
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CHAPITRE 1 — INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE
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1. Métabolisme protéique

Les protéines constituent un macronutriment indispensable assurant les apports en azote et en acides
aminés de l'organisme. Elles possédent de nombreuses fonctions : structurale, enzymatique,
hormonale, immunitaire, de transport etc. Chez 'Homme adulte, le compartiment protéique
représente environ 8% du poids corporel, la contribution majoritaire étant le muscle squelettique “°!,
Malgré leur grand nombre, la moitié peut étre représentée par quatre protéines : la myosine, I'actine,
le collagene et I’'hémoglobine. Les protéines corporelles sont en renouvellement constant par des
processus biochimiques associant synthése et catabolisme protéique. Ainsi, 'apport azoté de I'adulte
en bonne santé doit fournir les acides aminés nécessaires au renouvellement des protéines et en
guantité suffisante pour compenser les pertes et assurer un bilan azoté équilibré. Les protéines
ingérées sont hydrolysées par les enzymes digestives et liberent les acides aminés, qui sont absorbés
par les entérocytes de I'intestin gréle et libérés dans la veine porte. La part non retenue par les tissus
splanchniques intégre le pool d’acides aminés libres plasmatiques, qui assure le réle de précurseur de

la synthése protéique.

1.1. Digestion gastrique et pancréatique des protéines alimentaires

La digestion des protéines débute dans I'estomac sous I'action conjuguée de I’acide chlorhydrique et
des pepsines. L’acide chlorhydrique sécrété par les cellules pariétales permet la dénaturation des
protéines sous I'effet du pH, ce qui facilite I'acces des protéases a leurs liaisons peptidiques. Il permet
également d’activer le précurseur de la pepsine, le pepsinogene, donc I'activation se poursuit par
autocatalyse. La pepsine est une endoprotéase qui hydrolyse les liaisons impliquant des acides aminés
aromatiques ou ramifiés, et transforme ainsi les protéines en peptides [’!. La digestion gastrique des
protéines n’est que partielle (10 3 15% des protéines ingérées *®) car le pouvoir tampon du bol
alimentaire maintient le pH intragastrique a des valeurs supérieures a 5 alors que I'activité de la
pepsine est optimale entre pH 2 et pH 4 et inhibée au-dela de pH 5 . Ainsi, I'estomac permet
essentiellement I'homogénéisation mécanique du bol alimentaire et la régulation de la libération du
chyme dans le duodénum. La vitesse de la vidange gastrique n’a pas d’'impact sur I'absorption globale
des protéines et leur digestibilité 2 mais affecterait la cinétique d’absorption des acides aminés

dans l'intestin gréle et leur devenir métabolique 3,

La lumiére duodéno-jéjunale accueille I'étape déterminante de la digestion enzymatique des protéines

481 e suc pancréatique excrété par le sphincter hépatopancréatique neutralise I'acidité du chyme en
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sortie gastrique par la libération de bicarbonate. Il fait également intervenir des peptidases, qui se
subdivisent en deux catégories selon leur site de coupure. Les endopeptidases (trypsine,
chymotrypsine, élastase) ciblent les liaisons internes de la chaine peptidique. Les exopeptidases
complétent leur action par I’hydrolyse des extrémités, libérant I'acide aminé en position N-terminale
(aminopeptidase) et en position C-terminale (carboxypeptidase). La majorité des peptidases clivent la
chafne en une position précise, selon la nature du site adjacent de liaison du substrat (Tableau 1). La
trypsine est issue de I'activation du trypsinogéne par une entérokinase de la bordure en brosse des
entérocytes et active ensuite les autres enzymes. L'activité des peptidases est optimale entre pH 8 et
pH 9 et méne a la libération d’oligopeptides de 2 a 8 acides aminés (70%) et d’acides aminés libres
(30%) 81, Ces oligopeptides sont pris en charge par les aminopeptidases de la bordure en brosse et

hydrolysés en acides aminés, di- et tripeptides préts & étre absorbés >4,

Tableau 1. Caractéristiques des peptidases gastriques, intestinales et pancréatiques, reproduit d’apres

Goodman et al., 2010 53

Enzyme Action Points de clivage Produits
Pepsine Endopeptidase Tyr, Phe, Leu, Asp Grands peptides et acides aminés libres
Trypsine Endopeptidase  Arg, Lys Oligopeptides (2-6 acides aminés)
Chymotrypsine Endopeptidase  Tyr, Trp, Phe, Met, Leu  Oligopeptides (2-6 acides aminés)
Elastase Endopeptidase  Ala, Gly, Ser Oligopeptides (2-6 acides aminés)
Val, Leu, lle, Ala en C-
Carboxypeptidase A Exopeptidase Acides aminés libres

Carboxypeptidase B

Aminopeptidase

Exopeptidase

Exopeptidase

terminale
Arg, Lys en C-terminale

Extrémité N-terminale

Acides aminés libres

Acides aminés libres

Malgré la grande efficacité de la protéolyse pancréatique, 5 a 10% de I'azote alimentaire reste sous
forme de peptides et de protéines intactes °°¢°7], Ce taux varie en fonction de la composition en
acides aminés des protéines, de procédés technologiques tels que I'hydrolyse, I'extrusion, et le
traitement thermique %, ou de la présence de facteurs antinutritionnels inhibant I'action des

protéases digestives 5% (cf. paragraphe 3.2).

1.2. Absorption des peptides et des acides aminés par les entérocytes

Les produits de la digestion pénétrent dans les entérocytes par transport actif secondaire. Les acides

aminés sont majoritairement absorbés par cotransport avec le Na* (8, |es transporteurs pouvant étre
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stéréospécifiques ou prendre en charge plusieurs groupes d’acides aminés. Les di- et tripeptides sont
absorbés par I'intermédiaire de PEPT1 ¢, un transporteur H*-dépendant a large spécificité de substrat
621 et constituent la forme majoritaire de l'azote absorbé (> 50%) 3. lls sont transportés
indépendamment des acides aminés libres et plus rapidement (rythme 70-80% supérieur) 5464 suite
a I'efficacité élevée de PEPT1 1! et sa large expression dans I'intestin gréle 2. Les peptides absorbés
sont hydrolysés par les peptidases intracellulaires des entérocytes, libérant des acides aminés qui
passent la membrane basale des cellules intestinales et rejoignent la circulation portale par des
capillaires sanguins (Figure 4). Le rythme de digestion varie selon la source et |la nature des protéines
alimentaires, ainsi que leur environnement dans le repas, ce qui aboutit a des ratios entre peptides et
acides aminés libres différents [°®\. Ces variations entrainent des différences dans la mobilisation des
transporteurs entérocytaires et s’étendent ainsi au rythme d’absorption des peptides et des acides

aminés 671,

Environ 10% des acides aminés absorbés sont utilisés par les cellules intestinales pour leur propre
métabolisme. Les entérocytes utilisent la glutamine, le glutamate et I'aspartate comme combustibles
68891 pour répondre a leur besoin énergétique élevé induit par I'absorption des nutriments et le
renouvellement cellulaire rapide de la couche épithéliale %, Les entérocytes occupent trois fonctions
vis-a-vis des nutriments protidiques : 1) la digestion des oligopeptides au pdle apical par les enzymes
de la bordure en brosse ; 2) le transfert des acides aminés, di- et tripeptides de la lumiére intestinale
vers le milieu intérieur ; 3) la transamination des acides aminés, restituant I'azote a I'organisme sous
une forme d’échange (alanine, proline, citrulline). Des données suggerent que I'utilisation intestinale
de la glutamine est responsable d'une part importante de la production globale d'ammoniac dans

I'organisme 74,
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1.3. Métabolisme des protéines dans le célon

Environ 12 a 18 g de protéines entrent dans le gros intestin chaque jour, soit 2 a 3 g d’azote présent
sous forme d’urée, d’ammoniac, nitrate et acides aminés (10-15%), de protéines (48-51%) et de
peptides (34-42%) 72, ’azote colique est en majorité d’origine endogéne et bactérienne ">74 mais les
niveaux d'azote alimentaire entrant dans le gros intestin restent significatifs et peuvent augmenter

considérablement lors de I'ingestion de protéines peu digestibles >7°, En moyenne, 10% de I'azote
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alimentaire n’est pas absorbé et atteint le cOlon, ou il est intégré a I'activité protéolytique du
microbiote. Aprés hydrolyse par les protéases extracellulaires, les acides aminés libérés sont intégrés
dans les protéines bactériennes ou catabolisés par transamination, désamination et décarboxylation.
Ces réactions menent a la production de métabolites bactériens dont des acides gras courte chaine
(acétate, propionate, butyrate), des acides organiques (formate, lactate, succinate), de I’éthanol et des
gaz (Hz, CO,) %, Les acides aminés alimentaires sont absorbés en majeure partie dans le duodénum

et le jéjunum supérieur proximal ¢

, et leur absorption ne se poursuivrait pas dans la muqueuse
colique 737778 Cependant, des études chez le porc suggérent une potentielle capacité du célon &
absorber les acides aminés de maniére limitée 7%l mais un tel mécanisme n’a pas encore été mis en

évidence chez I'Homme adulte 66731,

Seulement 5% a 10% de I'azote alimentaire se retrouve excrété par les feces et I'azote fécal n’est qu’un
reflet inexact des protéines non digérées %, Les pertes fécales d’azote représentent 10 3 15 % des
pertes totales (métaboliques + digestives) et different selon les acides aminés. Elles sont plus élevées
pour la thréonine et la cystéine (30 a 40 % des pertes totales) du fait de leur teneur élevée dans les

protéines des mucines digestives &,

Par ailleurs, une partie de I'azote colique provient d’un recyclage de I'urée d’origine hépatique, estimé
a 15 g par jour chez I'adulte 2, |l est estimé que 25% de |'urée produite est utilisée par le cdlon ¥ et
gue ce mécanisme serait soumis a régulation. La proportion du flux de recyclage entéro-hépatique de
I’azote augmente dans le cas de faibles apports en protéines 82848 et possiblement lorsque la qualité

des protéines alimentaires est moindre, afin de limiter les fuites d’azote sous forme d’urée [,

1.4. Flux d’azote endogéne et exogéne dans l'intestin

Le flux d’azote intestinal se décompose entre intestin gréle (29 g N/jour) et cdlon (20 g N/jour) £, Les
échanges avec la circulation systémique sont différents selon le segment considéré. Les pertes azotées

s’évaluent a environ 3 g N/jour en sortie d’iléon terminal et a 2 g N/jour dans les féces (Figure 5).

La digestion des protéines alimentaires est généralement incompléte, mais I'alimentation n’est pas le
contributeur majoritaire des pertes azotées digestives. Dans la lumiere intestinale, les protéines
alimentaires (80-100 g/jour) sont mélées aux protéines endogénes (20-50 g/jour) Y. ’azote endogéne
provient des enzymes salivaires, gastriques, biliaires et pancréatiques sécrétées au cours du processus
de digestion (20-33 g), des cellules épithéliales intestinales desquamées (5-6 g), des pertes

plasmatiques (albumine et immunoglobuline, 3-6g) et des protéines du mucus 3. Environ la moitié se
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trouve sous forme protéique, le reste étant constitué de peptides et d’acides aminés libres (cf.

paragraphe 4.3).

La majorité de I'azote endogéene est produit au niveau duodénal puis est réabsorbé a environ 80%
avant la fin de l'intestin gréle, les pertes endogenes iléales pouvant étre estimées a 18 g de protéines
par jour 71 || est estimé chez ’'Homme que le flux de protéines endogénes dans le duodénum varie de
0,7 g par heure a jeun 8 3 2 g par heure en phase postprandiale ©%. Il est réduit & moins d’1 g par
heure dans I'iléon terminal suite & sa réabsorption dans les parties supérieures de I'intestin 9. Le
recyclage de I'azote endogene a également été étudié dans les modéles animaux, et s’estime a 90%
chez le rat P et 88% chez le porc Y. Les protéines microbiennes, qui constituent une proportion
considérable de la matiere protéique dans les digesta, sont généralement incluses dans la mesure des
protéines endogénes 2. Ainsi, les pertes d’azote et d'acides aminés provenant du tube digestif
supérieur et délivrées dans le gros intestin sont quantitativement importantes et essentiellement

d’origine endogene.

A A
Absorption Sécrétion Absorption Sécrétion
26 g N/jour 15 g N/jour 18 g N/jour 17 g N/jour
\ y
_ _ Intestin gréle Flux iléo-caecal Célon )
Apports alimentaires —p» —_— — Pertes fécales
14 g N/jour 29 g N/jour 3 g N/jour 20 g N/jour 2 g N/jour

Figure 5. Flux azoté intestinal et échanges avec la circulation systémique, adapté de FAO 2007 &

1.5. Métabolisation postprandiale des acides aminés

Les acides aminés absorbés intégrés a la circulation portale atteignent le foie ou ils sont en grande
partie métabolisés et interconvertis, les produits de ce métabolisme rejoignant ensuite la circulation
périphérique. Parmi les acides aminés absorbés captés par le foie, 57% sont catabolisés, 23% sont
libérés dans la circulation sanguine et 20% sont utilisés pour ses propres syntheses, participant ainsi a

I’extraction splanchnique ¢!,

Le compartiment protéique est de 10 a 12 kg chez I’'Homme adulte de 70 kg, les protéines corporelles

étant localisées en majorité dans le muscle squelettique (42%), la peau, les os, le sang (15%), et les
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tissus splanchniques (10%) Y. Elles subissent un renouvellement permanent par les processus de
synthése et de dégradation protéique, au rythme de 250 a 300 g par jour (3 g/kg/j). Les principaux flux
du métabolisme protéique sont I'apport alimentaire des acides aminés indispensables et non
indispensables, la synthése protéique, la dégradation des protéines, I'oxydation des acides aminés, et

la synthése de novo des acides aminés non indispensables (Figure 6) 13,

Le compartiment des acides aminés libres est maintenu constant (80 g) et représente 1% de I'ensemble
des acides aminés corporels. La majeure partie est intracellulaire (75 g environ) et I'autre fraction est
extracellulaire (4 g environ, dont 2 g dans le plasma) “®!. Les acides aminés ont pour rdle principal
d’étre les précurseurs de la synthése protéique. Parmi les vingt acides aminés protéinogenes, neuf sont
qualifiés d’indispensables : histidine, isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine,
tryptophane, valine. Leur radical carboné ne peut pas étre synthétisé par I'organisme a partir des
précurseurs azotés ou carbonés (glucose, acides aminés non indispensables) et ils doivent étre
apportés par l'alimentation. Les processus de transamination assurent les interconversions entre
acides aminés selon les besoins de I'organisme, a I'exception de la lysine et de la thréonine qui n’y

participent pas.

L’azote excédentaire est excrété majoritairement par voie urinaire, qui représente 70 a 75% des pertes
azotées de l'organisme, contre 25 a 30% pour les pertes intestinales et 1 a 5% pour les pertes
subsidiaires (sueur, desquamation, cheveus, ...) Y. L’élimination de I'azote est assurée par le foie via
le cycle de l'urée et par les reins sous la forme d’ammoniac, cette derniére étant la voie minoritaire.
Le catabolisme des acides aminés est initié par la perte du groupement a-aminé par désamination ou
transamination et la formation d’acide alpha-cétonique. L'ammoniac est transféré sur le glutamate,
converti en glutamine, pour permettre son transport entre les organes sous une forme non-toxique.
Dans le foie, I'ammoniac est récupéré a partir de la glutamine et intégré au cycle de I'urée. L'urée est
formée a partir de la dégradation de I'arginine, de la citrulline, et de I'ornithine. Elle diffuse ensuite
dans les compartiments liquidiens, dont la circulation sanguine, et est éliminée par les reins dans
I'urine. Une part de I'urée produite (20-25%) peut également migrer jusqu’a la lumiére intestinale
colique et étre dégradée par les uréases bactériennes en ammoniac, qui peut étre réabsorbé. Ce
mécanisme participe au recyclage de I'azote corporel, dont le role est non négligeable en cas de jeline

prolongé.

Le devenir des radicaux carbonés des acides aminés varie selon I'acide aminé et I'organe considéré. lls

peuvent étre aminés, orientés vers les différentes voies du métabolisme énergétique
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(gluconéogenese, lipogenese, cétogenése) ou subir une oxydation compléte via le cycle de Krebs

menant a la production d’énergie et a la libération de CO; et H0.

Sueur, sébum, ongles,
cheveux, poils, peau
0,5 g N/j

Protéines

10-12 kg

250-300 g/j

Synthese
protéique

Syntheése de novo

Sécrétions

. ., Composés azotés
Acides aminés P

=80¢g Squelette carboné
Urine
? NH, — Urée —® | 10gN/j
Alimentation . R K R ’/ Féeces
) Intestin gréle Colon — )
12-16 g NJj 1,5-4 g NJj

Pertes azotées

/‘ \\ asA|09104d

Apports azotés

Figure 6. Voies métaboliques du bilan azoté. Reproduit d’aprés 89394

La régulation du métabolisme protéique fait intervenir de nombreux transferts d’azote entre organes
qui permettent le recyclage de I'azote, particulierement important en cas d’apports alimentaires
insuffisants ). Les principaux intermédiaires sont la glutamine et I'alanine, qui représentent plus de
30% des échanges 1“°!. Les organes majoritairement impliqués sont le foie, I'intestin, le muscle, les reins
et le cerveau. Le maintien d’'un bilan azoté équilibré entre apports et pertes est assuré par des
mécanismes hormonaux et nutritionnels (taux circulants d’acides aminés 7)), qui s’exercent de
maniere simultanée. L'organisme s’adapte aux variations de I'apport protéique par la régulation des
pertes azotées %% et des taux de synthése protéique ® et de protéolyse musculaire %7192 Les cycles
journaliers sont ainsi marqués par l'alternance entre des phases de dépo6t protéique par
protéosynthese a I'état nourri et des phases de mobilisation des réserves par protéolyse a I'état de
jelne. L'ensemble de ces mécanismes permet d’assurer la stabilité du pool d’acides aminés libres et
de satisfaire les besoins azotés de I'organisme malgré les variations d’apports. La contribution des
acides aminés alimentaires a ces flux est de 20 a 50% dans les pertes digestives, de 15 a 25% dans les

voies d’oxydation, et de 30% dans les voies de synthése [103,
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Résumé métabolisme protéique

Les protéines alimentaires et endogeénes sont digérées par le tube digestif, absorbées sous forme de
dipeptides, tripeptides et d’acides aminés, et rejoignent le compartiment des acides aminés libres
apres passage et extraction par les organes splanchniques. Les protéines corporelles sont en
renouvellement permanent par des cycles de dégradation et de synthése a partir du pool d’acides
aminés libres, alimenté par I'azote ingéré ou par la dégradation des protéines fonctionnelles provenant
majoritairement du tissu musculaire. Les acides aminés excédentaires sont désaminés et utilisés
comme substrat énergétique ou éliminés dans les urines sous forme d’urée et d’ammoniac. Le
maintien d’un bilan azoté équilibré est assuré par des mécanismes hormonaux et nutritionnels qui
régulent les rythmes de synthese et de dégradation protéique ainsi que les pertes oxydatives. L'étape
déterminante de la digestion des protéines est la phase digestive contrélant la libération des acides
aminés dans le milieu interne. L’efficacité des peptidases intestinales peut étre réduite par des
paramétres liés a la matrice alimentaire et a la nature des protéines, menant a la persistance d’une
part de protéines alimentaires non digérées. Ce flux exogéne résiduel libéré dans le cblon est
partiellement transformé en d'autres acides aminés ou métabolites par le microbiote, et I'azote fécal
n‘est qu’un reflet inexact des protéines non digérées. Le flux endogéne représente une part
prépondérante des pertes digestives d’azote et d’acides aminés. Ainsi, la qualité nutritionnelle d’une
protéine ne se limite pas a sa composition en acides aminés et son évaluation doit également tenir
compte des flux d’acides aminés générés dans les différents tissus de I'organisme a la suite de son

assimilation.
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2. Besoin et apport protéique

Le besoin protéique est défini comme I'apport minimal en protéines de bonne qualité permettant de
maintenir I'équilibre azoté chez une personne en bonne santé, de composition corporelle normale et
exercant une activité physique modérée . || s’exprime en fonction du poids corporel (pc). La mesure
du besoin en protéines est basée essentiellement sur I'équilibre du bilan azoté, les apports devant
compenser les pertes. Chez les enfants et les adolescents, cette définition est complétée par le besoin
additionnel de croissance pour la déposition protéique, variant selon la tranche d’age considérée. Le
besoin en protéines associe le besoin en azote et le besoin en acides aminés indispensables. Sa mesure
est rendue délicate par l'intervention des mécanismes de régulation permettant a l'organisme de

s’adapter aux variations d’apports protéiques et notamment aux privations.

2.1. Evaluation du besoin en protéines

Le besoin en protéines est évalué par les méthodes dites « du bilan azoté » et « factorielle ». L’azote
alimentaire excédentaire est éliminé par désamination de maniére immédiate et les produits de
dégradation sont excrétés. Le bilan azoté est calculé par la différence entre les apports et les pertes,
le besoin étant défini comme la quantité minimale a ingérer pour compenser les pertes. Elle consiste
a mesurer I'excrétion azotée par les voies fécales, urinaires, dermiques ainsi que les pertes variées
(cheveux, ongles...) chez des sujets recevant des apports protéiques croissants. Le besoin correspond
au niveau d’apport qui entraine un bilan azoté nul. Lorsque cette approche est appliquée chez
I'individu en croissance, le critére recherché est un bilan positif. Cette méthode est limitée par le fait
gue plusieurs niveaux d’apports peuvent engendrer un bilan nul et que la mesure de l'intégralité des
pertes est complexe. La méta-analyse de Rand et al., croisant les résultats d’un grand nombre d’études
de bilan azoté sur des sujets adultes sains, définit I'apport protéique journalier permettant d’équilibrer
le bilan a 0,66 g/kg pc [*°¥. Cette valeur a été acceptée par de nombreuses instances officielles comme
la FAO ou I’ANSES en tant que référence officielle du besoin en protéines . Le besoin en protéines
est calculé comme une valeur moyenne (ou médiane) pour la population, avec sa variance. L'apport
individuel adéquat a été défini comme le 97,5°™ centile de la distribution des besoins individuels,
correspondant a la moyenne + 1,96 écart-type, le risque d’apport insuffisant étant ainsi réduit a moins
de 2,5% ®%, Les références nutritionnelles sont exprimées en fonction du poids corporel, pour des
sujets dont le poids se situe dans une fourchette acceptable pour leur taille (adultes) ou leur age

(enfants). Ainsi, aprés deux applications successives d’un coefficient de variation de 12,5% (variations
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inter-études et interindividuelles), la référence nutritionnelle (RN) en protéines de I’adulte sain est fixé

a 0,83 g/kg pc/jour 1204,

La méthode factorielle permet de prédire le besoin protéique d’individus a des stades physiologiques
particuliers, qu’elle définit comme la somme d’un besoin d’entretien et d’un besoin spécifique
(croissance, grossesse, allaitement). L’évaluation du besoin d’entretien passe par la mesure des pertes
azotées obligatoires lors d’un régime exempt de protéine, dit protéiprive. Ces pertes obligatoires
correspondent a I'élimination de protéines constitutives de I'organisme (desquamation cutanée,
pertes digestives et urinaires). Le besoin d’entretien est alors défini comme I'apport permettant de
couvrir ces pertes, apres correction par |'efficacité d’utilisation de I'azote ingéré, initialement fixée a
70% 1% et réévaluée 3 47% en 2003 [, Les besoins spécifiques sont extrapolés de maniére a soutenir
le taux de déposition protéique des tissus nouvellement formés. Le besoin de croissance est estimé
théoriqguement a partir des courbes de gain pondéral, de la concentration en azote dans I'organisme
et |'efficacité de son utilisation spécifique selon I'dge (66% avant 6 mois, 58% de 6 mois a 18 ans) 1%/,
Le besoin additionnel chez la femme enceinte est déterminé pour chaque trimestre de grossesse par
le gain de poids moyen, correspondant au dépo6t protéique total dans les tissus du feetus et de la mére,
avec application du taux d’efficacité d’utilisation de I'azote de 47%. Le besoin de lactation est calculé
a partir de la concentration en protéines du lait maternel, du volume produit, et de I'efficacité
d’utilisation de I'azote (47%). Les études de bilan azoté appliquées au sujet agé rapportent des
résultats trés variables mais suggérent que son besoin protéique serait plus élevé que celui des jeunes
adultes %, En France, le besoin moyen des personnes agées de plus de 60 ans est fixé a 0,8 g de
protéines de bonne qualité par kg et par jour, menant a une RN de 1,0 g/kg pc/jour B4, En 2007, I’AFSSA
a également émis une référence de besoin protéique pour les athlétes confirmés dans les disciplines
de force, estimée entre 1,3 et 1,5 g/kg pc/jour . Le Tableau 2 récapitule les profils de besoin en

protéines formulés pour la population générale adulte et les populations aux besoins spécifiques.
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Tableau 2. Besoin et référence nutritionnelle pour les protéines proposés par I’AFSSA (2007) selon les

populations 84

Besoin protéique . Prévalence
. RN protéines ). . .
Population moyen (&/ke pc/i) d’inadéquation
(g/kg pc/j) (%)
Nourrissons (0-3 ans) 0,76-1,80 0,94-2,60 * 0
Enfants (4-10 ans) 0,68-0,72 0,85-0,90 0
Adolescents (11-18 ans) 0,63-0,72 0,78-0,90 2-7 (filles)
Adultes 0,66 0,83 0,2 (femmes)
Femmes enceintes 0,65-0,73 0,82-1 ND
Femmes allaitantes 0,8 1,1 ND
Personnes agées (> 60 ans) 0,8 1,0 3-5
Sportifs d’endurance ** 1,0-1,1 1,2-1,4 ND
Sportifs de force ** 1,1-1,2 1,3-1,5 ND

RN : Référence Nutritionnelle ; ND : Non déterminé
* La RN est de 10 g/j pour les enfants de 0 a 2 ans et de 12 g/j pour les enfants de 3 ans

** \/aleurs basées sur les travaux de Tarnopolsky (2004) et Phillips (2004) [107:108]

2.2. Evaluation du besoin en acides aminés

Les vingt acides aminés entrant dans la composition des aliments sont essentiels au bon
fonctionnement de I'organisme. Cependant, les acides aminés indispensables (Tableau 3) ne peuvent
pas étre synthétisés de novo ou ne sont pas produits a un rythme suffisant pour répondre aux besoins
(109 parmi eux, les acides aminés strictement indispensables ne peuvent pas étre obtenus par
réamination de leur acide alpha-cétonique. Certains acides aminés sont qualifiés de
conditionnellement indispensables car ils sont produits par I'organisme a partir des précurseurs
indispensables mais leur synthése peut étre insuffisante sous certaines conditions physiologiques

augmentant les besoins nets.
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Tableau 3. Acides aminés indispensables et non indispensables 14!

Acides aminés indispensables Acides aminés non indispensables

Strictement Conditionnellement

indispensables Indispensables indispensables Non indispensables

Lysine Histidine Arginine Alanine
Thréonine Isoleucine Cystéine Asparagine
Leucine Glutamine Proline
Méthionine Acide glutamique Sérine
Phénylalanine Tyrosine Glycocolle
Tryptophane Acide aspartique
Valine

Le besoin en acides aminés est la résultante du besoin net, défini par le remplacement des pertes par
oxydation, et de la biodisponibilité, dont dépend leur efficacité d’utilisation par I'organisme. La
biodisponibilité est définie comme la part d’acides aminés atteignant les voies métaboliques, aprés
digestion et absorption, relativement a la part ingérée. Elle prend en compte I'activité métabolique

des entérocytes et des hépatocytes qui modifient et retiennent une partie des acides aminés absorbés.

Les besoins en acides aminés ont été évalués par diverses méthodes, dont le bilan azoté % et des
techniques basées sur leur vitesse d’oxydation, la plus couramment utilisée étant la méthode IAAO
(Indicator Amino Acid Oxidation). Le marquage isotopique permet de suivre la métabolisation de
I"acide aminé étudié ou d’un acide aminé indicateur. La méthode du bilan consiste a alimenter les
sujets avec un régime équilibré répondant aux besoins a I'exception de I'acide aminé a étudier. Le
déficit en un acide aminé indispensable ralentit la synthése protéique et limite I'utilisation de tous les
autres acides aminés, par augmentation de leur catabolisme. L'acide aminé déficitaire est qualifié de
limitant, et le bilan azoté résultant est négatif. L'apport en cet acide aminé est augmenté
progressivement et le besoin correspond au niveau d’apport permettant d’équilibrer le bilan. Cette
approche est a I'origine des recommandations de la FAO de 1985 [**Y), méme si I'on supposait dés cette
époque que les valeurs de besoins obtenues étaient sous-estimées ¢, Par conséquent, la mesure du
taux d’oxydation des acides aminés par des traceurs 3C a supplanté la méthode du bilan azoté. La
méthode IAAO repose sur le principe que le déficit en un acide aminé indispensable inhibe la synthése
protéique et entraine I'augmentation de I'élimination des autres par oxydation [1*2113] Cette méthode
indirecte consiste 8 mesurer les pertes oxydatives d’un acide aminé indicateur marqué au 3C, en
général la phénylalanine, a différents niveaux d’apport de I'acide aminé dont on veut mesurer le
besoin. Ainsi, I'oxydation de I'indicateur est élevée tant que le besoin en I'acide aminé a tester n’est
pas satisfait. Le besoin correspond alors au point d’inflexion du taux de production de *CO, dans Iair

expiré (Figure 7). Le besoin par la méthode de I'oxydation peut également étre évalué par marquage
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direct de I'acide aminé testé au carbone 13 dans le cadre de la méthode DAAO (Direct Amino Acid
Oxydation). Sur le méme principe, I'acide aminé a tester est limitant dans le régime et apporté en
guantités croissantes. Le besoin en cet acide aminé est atteint lorsque son oxydation augmente, visible
par une plus forte production de 3CO, expiré. Les résultats obtenus par les mesures d’oxydation
menent généralement a des besoins en acides aminés indispensables plus élevés que la méthode du

bilan 161,

Oxydation de I’acide aminé traceur

-

Besoin , . .,
Apport de I’acide aminé test

Figure 7. Principe de la méthode de |'oxydation de |'acide aminé indicateur (IAAQ)

Ces méthodes isotopiques ont permis de réévaluer les besoins en acides aminés en 2007 8¢, avec pour
conséquence une augmentation des besoins pour tous les acides aminés indispensables par rapport
aux données de 1985 [*1Y, Cependant, elles ne sont pas toujours concordantes et ne sont pas fiables
pour certains acides aminés indispensables (histidine, isoleucine, acides aminés aromatiques). Des
valeurs moyennes de besoin en acides aminés indispensables sont proposées dans le rapport
OMS/FAO/UNU (2007, Tableau 4), les plus élevées étant atteintes pour la leucine et la lysine. Les
besoins en acides aminés indispensables des nourrissons et des enfants ont été déterminés a l'aide de
la méthode factorielle (Tableau 5), sur la base d’un besoin d’entretien et d’'un besoin lié a la croissance
(861141 | e besoin d’entretien est considéré identique a celui de I'adulte. Le besoin de croissance est
estimé en fonction du taux moyen de déposition protéique dans les tissus selon la tranche d’age, de la
composition en acides aminés des protéines corporelles ' et de I'efficacité d’utilisation des acides
aminés (58% aprés 6 mois %), Les besoins en acides aminés indispensables diminuent avec I’age, un
facteur 2 étant observé entre les nourrissons (0,5 ans) et les adolescents (15-18 ans). La détermination
des besoins en acides aminés est complexe et encore soumise a des incertitudes méthodologiques.

Par conséquent, en I'absence de détermination fiable de la variabilité individuelle, il n’existe pas de RN
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pour les acides aminés individuels a I'heure actuelle. Il est préférable de se baser sur la RN formulée

pour les protéines corrigée par leur composition en acides aminés indispensables (cf. partie 3.) [©!.

Tableau 4. Estimation des besoins en acides aminés indispensables de I'adulte proposée par la FAQ [

Acide aminé mg/kg pc/j mg/g protéine *
Histidine 10 15
Isoleucine 20 30
Leucine 39 59
Lysine 30 45
AAS (Met + Cys) 15 22

Meéthionine 10 16

Cystéine 4 6
AAA (Phe + Tyr) 25 38
Thréonine 15 23
Tryptophane 4 6
Valine 26 39
Total AAI 184 277

AAS : Acides aminés soufrés, AAA : Acides aminés aromatiques

* Pour un besoin moyen de 105 mg d’azote/kg/j (0,66 g protéine/kg/j)

Tableau 5. Estimation des besoins en acides aminés indispensables du nourrisson, de I'enfant et de
I'adolescent proposée par la FAO &

Besoin moyen selon I’age (mg/kg pc/j)

Acide aminé
0,5 an 1-2 ans 3-10 ans 11-14 ans 15-18 ans
Histidine 22 15 12 12 11
Isoleucine 36 27 23 22 21
Leucine 73 54 44 44 42
Lysine 64 45 35 35 33
AAS (Met + Cys) 31 22 18 17 16
AAA (Phe + Tyr) 59 40 30 30 28
Thréonine 34 23 18 18 17
Tryptophane 9,5 6,4 4,8 4,8 4,5
Valine 49 36 29 29 28

AAS : Acides aminés soufrés, AAA : Acides aminés aromatiques
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2.3. Apports protéiques des populations européenne et frangaise

Consommation de protéines

Les études de consommation montrent que de nombreuses populations ont un apport protéique
largement supérieur aux recommandations établies a 0,83 g/kg pc/jour. Un recensement d’études de
consommation réalisées sur 24 pays européens entre 1994 et 2010 a estimé les apports protéiques
moyens des populations européennes adultes, qui s’étendent de 0,8 g/kg pc/jour pour I'Estonie a 1,25
g/kg pc/jour pour I'ltalie [, Lorsqu'ils sont exprimés en pourcentage de I’énergie (E%), ils oscillent
entre 12,3 E% pour la Bulgarie et 20 E% pour I'Espagne, des apports de 17 E% étant enregistrés pour
la France. En France, I'étude INCA 3 sur les consommations et les habitudes alimentaires de la
population menée sur 5800 sujets entre 2014 et 2015 indique que les protéines sont consommées a
hauteur de 83 g/jour en moyenne ", L’apport protéique moyen des adultes francais se chiffre a 16,8
E%, sans différence significative entre les hommes et les femmes. Il avoisine les 55 g/jour chez les
enfants de 0 a 10 ans et contribue a 15 E%. L'apport protéique des adolescents de 11 a 17 ans est de

77 g/jour, représentant 9 a 20 E%.

Les dangers potentiels d’apports en protéines élevés sont peu documentés et aucune limite supérieure
n’a été formellement identifiée (1%, Les risques identifiés & la consommation de protéines en excés
sont l'insuffisance rénale, I'ostéoporose et le surpoids ©®. L’Anses qualifie d’« élevés » les apports
protéiques situés entre 2,2 et 3,5 g/kg pc/jour et de « trés élevés » les apports supérieurs a 3,5 g/kg
pc/jour. Le niveau « trés élevé » est lié a la capacité maximale d’uréogenése, estimée a 22 mg d’azote
uréiqgue/heure/kg pc chez 'Homme adulte et atteinte pour un apport protéique autour de 3,5 g/kg
pc/jour (40 E%) 12, Le rapport OMS/FAO/UNU (2007) indique qu’il est peu probable que des apports
deux fois supérieurs a la recommandation soient associés a un quelconque risque, mais conseille la
prudence aux individus aux apports 3 a 4 fois supérieurs [, Il a été conclu que pour un individu adulte
en bonne santé, des apports en protéines compris entre 0,83 et 2,2 g/kg pc/jour (environ 10 a 27 E%)
seraient sans risque %!, En France, I’Anses propose une limite supérieure a 20 E% ', seuil au-dela
duquel le risque de développement de surpoids n’est pas exclu, au vu de deux études
épidémiologiques 718l Cependant, le réle spécifique des protéines n’est pas clair et une
consommation protéique élevée peut s’associer a des facteurs confondants tels qu’un régime

alimentaire déséquilibré.

Consommation des légumineuses
Les végétaux fournissent 65 a 70% de I'apport protéique mondial alors que leur contribution est

beaucoup plus faible dans les pays les plus développés économiquement . Les légumineuses (soja,
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pois, lentille, haricot sec, lupin, féve...) sont de plus en plus valorisées en tant que sources végétales
de protéines. En France, les produits végétaux représentent 30% de la consommation de protéines, les
céréales étant le principal contributeur (40-70%) U!. D’aprés I'étude INCA3 de 2014-2015, les
légumineuses représentent 1% de l'apport protéique et seulement 14,7% des adultes francais
déclarent en consommer .. Leur consommation journaliére chez les 18-79 ans se chiffre a 7,7 g/jour
en moyenne (52,4 g/jour limitée aux seuls consommateurs), soit 0,5 E%, et représente 2,3% de I'apport
en fibres. La consommation annuelle en France a été établie a 1,7 kg par personne en 2016 7, contre
3,9 kg en moyenne européenne 27!, D’aprés les données FranceAgriMer de 2017, le pois cassé et le
pois chiche représentent respectivement 10% et 4% de la consommation de légumineuses des
ménages francais. Le faible attrait pour les légumineuses s’expliquerait en partie par le manque
d’investissement technologique pour proposer des produits attrayants et innovants pour cette
catégorie d’aliments. Une représentation sociale négative et un manque de connaissance sur la
maniére de les cuisiner y participeraient également 2/, Néanmoins, la consommation de légumineuses
augmente rapidement, et une hausse de 11% a été enregistrée en France entre 2015 et 2017 %!, Des
campagnes nationales ont été lancées pour fournir des informations sur les légumineuses et
augmenter leur consommation %24, Ainsi, le Programme National Nutrition Santé (PNNS)
recommande de consommer des l[égumineuses a une fréquence de 2 fois par semaine ***! pour leur

teneur élevée en protéines (20-40%) et en fibres.

Les sources de protéines dans le régime sont nombreuses et diverses, et toutes ne se valent pas en
termes de qualité nutritionnelle. Ainsi, la satisfaction des besoins en acides aminés ne s’appréhende
pas uniqguement par les quantités consommeées mais également par les sources qui constituent ces

apports et leur qualité nutritionnelle.
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Résumé besoin et apport protéique

Le besoin en protéines de la population générale s’évalue par la méthode du bilan azoté, et correspond
au niveau d’apport permettant d’équilibrer le bilan (apports — pertes = 0). Le besoin des populations
particuliéres (croissance, grossesse, allaitement) se décompose en un besoin d’entretien et un besoin
de déposition protéique, ce dernier étant calculé théoriqguement pour chaque catégorie étudiée. Le
besoin en acides aminés est évalué par la mesure de I'oxydation d’un acide aminé marqué au 3C, qui
peut étre un acide aminé indicateur, généralement la phénylalanine 3C. Le besoin correspond au
niveau d’acide aminé pour lequel on observe un point d’inflexion du taux de production de *CO, dans
Iair expiré. Le besoin moyen en protéines est de 0,66 g/kg pc/jour et la référence nutritionnelle est
fixée a 0,83 g/kg pc/jour pour un adulte en bonne santé. Les données sont insuffisantes pour fixer une
limite supérieure de sécurité. Il n’existe pas de recommandation d’apports en acides aminés
indispensables actuellement, dont la mesure des besoins est délicate et méne a des résultats variables
entre les études. Les apports de la population francaise répondent largement au besoin en protéines.
Les sources végétales ne fournissent que 30% de I'apport protéique en France. Les recommandations
sont favorables a 'augmentation de la part végétale des apports en protéines, qui passe notamment
par une plus forte consommation de légumineuses. Néanmoins, les sources de protéines ne sont pas
équivalentes et la satisfaction des besoins doit prendre en compte la qualité nutritionnelle des

protéines consommeées.
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3. Qualité nutritionnelle des protéines

La qualité d’une protéine dépend de sa capacité a fournir I'azote et les acides aminés. Son évaluation
in vivo passe par des approches biochimiques ou physiologiques permettant d’étudier différents
critéres, tels que la composition en acides aminés indispensables, la digestibilité, la biodisponibilité des

acides aminés, leur utilisation anabolique et leur impact sur les pools protéiques de I'organisme.

3.1. Critéres de qualité nutritionnelle

Score chimique

Le premier déterminant de la capacité d’une protéine a soutenir la synthése protéique est sa
composition en acides aminés indispensable (AAl). Des profils de référence ont été définis selon la
classe d’age des individus en rapportant le besoin en chaque acide aminé indispensable (mg AAl/kg
poids corporel/jour) au besoin moyen en protéines (g/kg poids corporel/jour). Le score chimique (SC)
est un indice qui compare la teneur en acides aminés indispensable de la protéine étudiée avec le profil
de référence. Ce dernier peut étre assimilé a une protéine de référence, répondant exactement aux
besoins en acides aminés indispensables lorsque son apport correspond au besoin protéique moyen
de la tranche d’age sélectionnée (0,66 g/kg poids corporel/jour pour les adultes). Le ratio entre la
composition de la protéine étudiée et la référence est calculé pour chaque acide aminé indispensable,
et le SC correspond a la valeur la plus faible. A titre d’exemple, un SC de 1,2 indique que la protéine
apporte tous les acides aminés indispensables en exces et le plus limitant en quantité 20% supérieure
au besoin. Un SC de 0,8 signifie qu’au moins un des acides aminés indispensables est apporté en

quantité insuffisante, le plus limitant présentant un déficit de 20%. Ainsi :

mg AAlidans 1 g de la protéine testée

Ratio AAl; = . iy
mg AAli dans 1 g de la protéine de référence

SC = Ratio AAl le plus faible

Les profils de référence sont élaborés a partir des besoins en acides aminés, dont la détermination est
complexe. Comme évoqué précédemment, ils font I'objet d’incertitudes méthodologiques. En 2013, la
FAO a proposé trois profils de protéine de référence sur la base des besoins réévalués en 2007 &
(Tableau 6) : nourrissons (moins de 6 mois), enfants (6 mois a 3 ans), et individus de plus de 3 ans

(enfants, adolescents, adultes) 4,
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Tableau 6. Profils de référence en acides aminés indispensables recommandés par la FAO

(nourrissons ; jeunes enfants ; enfants, adolescents, adultes) %

mg/g protéine recommandée

Groupe d’age
His lle Leu Lys AAS AAA Thr Trp Val

Nourrissons (0 - 6 mois) 21 55 96 69 33 94 44 17 55

Enfants (6 mois - 3 ans) 20 32 66 57 27 52 31 8,5 43

Enfants, adolescents,

16 30 61 48 23 41 25 6,6 40
adultes (>3 ans)

La deuxieme approche pour évaluer la qualité nutritionnelle d’une protéine est liée a I'efficacité
d’utilisation de I'azote par I'organisme. Elle peut se limiter a la phase digestive (digestibilité), a la phase
métabolique (valeur biologique) ou combiner les composantes digestives et métaboliques (rétention

azotée).

Digestibilité

La digestibilité désigne la proportion de I'apport alimentaire mise a disposition de I'organisme apres
digestion et absorption. Elle peut s’appliquer a la protéine entiére ou a chaque acide aminé de maniéere
individuelle. Elle peut étre évaluée in vitro par des modeles statiques ou dynamiques qui visent a
reproduire les phases orale, gastrique, et intestinale du processus de digestion. Les modeles
dynamiques sont plus proches de la complexité du systéme digestif *2%121, |Is miment en temps réel
I'injection d'enzymes digestives dans les différents compartiments du tractus gastro-intestinal tout en
régulant le pH, et permettent I'écoulement des aliments par reproduction des forces mécaniques du
péristaltisme. In vivo, la digestibilité est obtenue par le ratio entre la quantité d’azote ou d’acides
aminés absorbée relativement a la quantité ingérée, 'absorption étant calculée par la différence entre
I'ingestion et les pertes digestives. Le point central repose sur I’évaluation des pertes digestives, qui
peuvent étre mesurées dans les féces ou a la fin de I'intestin gréle (iléon). La mesure des pertes d’azote
au niveau fécal était la méthode conventionnelle jusqu’a ce que la FAO recommande en 2013 d’évaluer
la digestibilité individuellement pour chaque acide aminé 1%, En effet, la digestibilité des acides aminés
se mesure au niveau iléal pour s’affranchir de I'activité du microbiote colique, qui utilise et transforme
les acides aminés alimentaires non absorbés par lintestin gréle ¥, La digestibilité iléale est
généralement plus faible que la digestibilité fécale, qui sous-estime les pertes digestives 57!, Cet écart
est réduit (2 a 3%) pour les protéines de haute qualité nutritionnelle, mais est plus important (> 10%)

pour les protéines peu digestibles 122 (cf. partie 4.).
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Les pertes d’azote endogénes doivent étre évaluées et retranchées des pertes totales pour calculer la
digestibilité vraie (cf. paragraphe 4.3), a la différence de la digestibilité apparente qui s’affranchit de

cette distinction :
. I I-P
Digestibilité apparente = D x 100

e, |- (P -Pe)
Digestibilité vraie/réelle = f x 100

Ou | = azote ingéré, P = pertes azotées fécales, Pe = pertes azotées endogenes

Scores PDCAAS et DIAAS

Des scores de qualité nutritionnelle pondérent la composition en acides aminés indispensables de la
protéine par la digestibilité. Le Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score (PDCAAS) était le critere
recommandé initialement pour |'évaluation de la qualité globale des protéines chez I'Homme. Il
s’obtient par le calcul suivant :

PDCAAS = Ratio AAl le plus faible x digestibilité fécale N (%)

Le profil de référence généralement utilisé pour le PDCAAS est le besoin en acides aminés des enfants
de 13 2 ans défini par le rapport OMS/FAO/UNU de 2007 18!, utilisation des acides aminés absorbés
ne pouvant théoriquement pas excéder 100%, les ratios AAl sont plafonnés a 1 lors du calcul du
PDCAAS. Ainsi, un PDCAAS inférieur a 1 signifie qu’au moins un des acides aminés indispensables est

fourni en quantité insuffisante apres ingestion et absorption de la protéine étudiée.

En 1989, la consultation conjointe d'experts FAO/OMS sur I'évaluation de la qualité des protéines a
recommandé I'adoption du PDCAAS en tant que méthode officielle au niveau international . Depuis,
ses limites ont été mises en avant, notamment la surestimation de la qualité des protéines faiblement
digestibles due a I’évaluation de la digestibilité au niveau fécal. De plus, la méthode PDCAAS ne tient
pas compte de la digestibilité individuelle de chaque acide aminé, qui peut étre différente de I'un a
I'autre %] Enfin, le plafonnement a 1 ne permet pas d’attribuer de valeur nutritionnelle
supplémentaire aux protéines de haute qualité. La FAO a recommandé en 2013 d’utiliser le Digestible
Indispensable Amino Acid Score (DIAAS) B4, qui intégre trois changements majeurs par rapport au
PDCAAS :

— Chaque ratio AAl est corrigé par la digestibilité individuelle de I'acide aminé considéré

— La digestibilité est mesurée au niveau iléal

— Les scores supérieurs a 1 ne sont pas plafonnés
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Ainsi :

mg AAl; digestible dans 1g de la protéine testée

AAl; ratio = - ”y
mg AAli dans 1g de la protéine de référence

DIAAS = AAl ratio le plus faible

Le profil de référence utilisé peut influencer les valeurs de PDCAAS et de DIAAS 34124 Le DIAAS est
calculé a partir des profils de 2011 alors que les valeurs de PDCAAS de la littérature se basent
fréquemment sur ceux de 2007. Lorsqu’un profil de besoin similaire est utilisé, le PDCAAS est
généralement plus élevé que le DIAAS pour une méme source protéique *??, La différence entre les

deux scores est plus élevée pour les protéines peu digestibles 124,

Rétention azotée, valeur biologique

La qualité d’une protéine s’évalue également par l'efficacité de son utilisation métabolique aprés
absorption. La mesure de la rétention azotée consiste a rapporter les pertes azotées digestives et
urinaires a l'azote ingéré et s’évalue par I'Utilisation Protéique Nette (UPN) et [I’Utilisation
Postprandiale Protéique Nette (UPPN). La Valeur Biologique (VB) rapporte les pertes a I'azote absorbé
et se limite ainsi a la composante métabolique. Les pertes endogénes urinaires peuvent étre prises en

compte ou non:

I-P-U

Valeur biologique apparente = x 100

I-(P-Pe)-(U-Ue)

Valeur biologi ie = 100
aleur biologique vraie (- Pe) X

Ou | = azote ingéré, P = pertes azotées fécales, Pe = pertes azotées fécales endogénes, U = pertes

azotées urinaires, Ue =pertes azotées urinaires endogenes

L'utilisation métabolique des protéines varie selon le profil des acides aminés absorbés, leur vitesse de
digestion et d’absorption et le niveau d’apport protéique. En effet, I'excrétion azotée augmente
lorsque I'apport dépasse le besoin et diminue ainsi la rétention protéique %!, Le déficit en un ou
plusieurs acides aminés dans le régime réduit également la rétention protéique %%, Par ailleurs, une
protéine digérée lentement présente une meilleure UPPN qu’une protéine digérée plus rapidement

(e.g. 73% pour la caséine vs. 67% pour la protéine de lactosérum 7)),

La biodisponibilité est le terme générique désignant la proportion de tout nutriment absorbée de
I'alimentation et disponible pour étre utilisée par les tissus cibles. Elle tient compte des composantes
digestives et métaboliques et comprend la digestibilité, I'intégrité chimique et le niveau d'interférence

dans le métabolisme B>% Dans la littérature scientifique, le terme « biodisponibilité des acides
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aminés » est régulierement employé pour faire référence a la digestibilité des acides aminés
individuels, par nuance avec la digestibilité de la protéine entiere, alors qu’en réalité la biodisponibilité
ne se réduit pas a la composante digestive. La digestibilité et la biodisponibilité des protéines et acides
aminés varient selon la source de protéine (composition, structure), I'aliment (matrice, traitements

technologiques), et selon les individus (état physiologique, génétique) 125129,

Capacité a soutenir la croissance

La qualité d’une protéine peut également se définir par sa capacité a soutenir la croissance. Le
coefficient d’efficacité protéique (Protein Efficiency Ratio, PER) est un indice déterminé chez le rat qui
consiste a évaluer sa croissance lorsqu’il est nourri avec une source unique de protéine. La croissance
des animaux est suivie pendant 1 mois, au cours duquel ils recoivent un régime standardisé légerement

déficitaire en protéines (10 E% au lieu de 20 E%). Le PER est calculé par le ratio suivant :

gain de poids corporel sur 1 mois (g)

apports protéiques sur 1 mois (g)

La caséine, dont le PER de référence de 2,5 permet de standardiser les valeurs des autres sources
protéiques, sert de groupe contrble. La méthode du PER est utilisée depuis des décennies pour son
efficacité a mettre en évidence les protéines de moindre qualité, son faible co(t, et I'existence d'un
protocole standardisé *3°!. Au Canada, elle est toujours considérée comme la méthode de référence
pour |'évaluation de la qualité des protéines 3!, Cependant, les besoins en acides aminés du rat, et
plus particulierement du rat en croissance, difféerent de ceux de I’'Homme et sont notamment doublés

pour les acides aminé soufrés [*32, On |ui préfére généralement I'usage du PDCAAS et du DIAAS.

Autres criteres

La qualité nutritionnelle des protéines peut également étre étudiée par des approches fonctionnelles
allant au-dela de leur capacité a fournir les acides aminés indispensables. L’étude des cinétiques de
digestion et d’absorption intestinale, notamment la vitesse de vidange gastrique, en fait partie. Ces
cinétiques sont influencées par la nature des protéines, la teneur en fibres de la matrice alimentaire
et sa viscosité 5313371351 || peut également s’agir d’évaluer le taux de synthése protéique de
maintenance ou d’accrétion protéique (croissance) au niveau organisme entier ou de certains tissus
cibles (muscle, os) Y. Ces approches peuvent aussi intégrer la mesure de facteurs de risque de
dysfonctions métaboliques, liés par exemple a la résistance a l'insuline 3¢, au diabéte 3], 3 I'obésité
ou au risque de maladie cardiovasculaire. Un nombre croissant d'études portent sur le role des

protéines dans la promotion d'une santé optimale ou la prévention des dysfonctions, par
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I'intermédiaire de facteurs comme la gestion du poids 138 et la satiété (39, |e développement de la

masse musculaire 140141 |3 sarcopénie et la santé osseuse [142143],

3.2. Effet de la source : protéines animales et végétales

Comparaison selon la composition en acides aminés

L’existence des critéres standardisés permet de comparer la qualité nutritionnelle des protéines, et
notamment de mettre en évidence les différences entre les sources animales et végétales. Certaines
sources végétales se distinguent par leur teneur élevée en protéines (N x 6,25% m.s). Elle avoisine les
20-25% pour le pois, les haricots et lentilles et atteint 40-45% pour le soja et le lupin 52144 soit autant
que dans la viande de boeuf, exprimée en % m.s (Tableau 7). La teneur en protéines des céréales (blé,
mais, riz) est plus faible et se situe généralement entre 8 et 12%. Les sources protéiques se comparent
également selon leur composition en acides aminés indispensables. Les études de score chimique
rapportent principalement les déficits respectifs en lysine et en méthionine des céréales et des
légumineuses, alors que les protéines animales ont un profil en acides aminés équilibré (Tableau 7).
Quelques sources végétales font exception, comme le soja parmi les légumineuses, dont la teneur en
acides aminés soufrés répond au besoin tel que défini par le profil de référence des individus de 3 ans
et plus B4, Le pois et le lupin ont également un score chimique proche de 1. En revanche, le lupin a
une teneur bien plus faible en lysine que les autres Iégumineuses (Figure 8). Parmi les céréales et
pseudo-céréales, le quinoa se distingue par une teneur en lysine supérieure au besoin, qui en fait une
des rares sources végétales au profil équilibré. La combinaison de différentes sources permet de
compenser les déficits respectifs en acides aminés indispensables, la plus commune étant I'association
céréale-légumineuse *!. Les sources les plus efficaces pour cette combinaison sont les [égumineuses
riches en lysine comme le pois et le soja, et les céréales riches en acides aminés soufrés comme le blé
et le sarrasin. |l est également possible d’améliorer la qualité nutritionnelle d’'une protéine végétale en
la combinant avec une source animale (ceuf, lait). Ces implications sont importantes pour les
populations végétariennes ou consommant de faibles quantités de produits animaux. Ces
combinaisons ne sont pas nécessairement a suivre au sein d’'un méme repas, et la consommation de
sources diverses d'acides aminés au cours de la journée devrait assurer une utilisation azotée adéquate
chez les personnes en bonne santé (161471 |es combinaisons céréales-légumineuses et céréales-
produits laitiers sont par ailleurs adoptées dans de nombreuses cultures et mises en pratique dans un

grand nombre de plats traditionnels 331,
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Tableau 7. Composition en acides aminés et score chimique de sources animales et végétales de protéines, d’aprés les tables de données de la FAQ 144

Animales Légumineuses Céréales et pseudo-céréales .
B Pro,fll de
Lait CEuf Boeuf Soja Pois chiche Lentille  Haricot  Féverole Lupin Blé Mais Quinoa  Sarrasin ref.
AAI
(mg/g protéine)
His 26 24 34 28 23 26 27 28 24 26 25 27 24 21 16
lle 46 63 48 50 43 44 43 42 40 44 35 37 36 34 30
Leu 93 88 81 85 68 75 76 76 71 72 72 125 60 59 61
Lys 76 70 89 70 75 68 72 72 65 53 31 27 56 38 48
AAS ? 33 58 40 28 20 22 17 19 15 21 43 35 34 39 23
AAA3 99 99 80 88 73 87 85 77 75 72 80 87 69 62 41
Thr 44 51 46 42 41 38 40 40 34 36 31 36 35 36 25
Val 57 68 50 53 47 45 50 46 44 40 47 48 45 67 40
Trp - - - 14 - - - - - 10 - 7 12 - 6,6
AANI
(mg/g protéine)
Arg 32 61 63 79 95 94 87 57 89 95 49 42 70 98 -
Ala 34 59 58 47 41 43 43 42 41 35 39 75 47 47 -
Asp 75 96 90 128 110 116 116 120 112 110 53 63 73 89 -
Glu 218 127 153 205 161 159 166 148 151 220 320 189 119 173 -
Gly 19 33 49 46 40 40 42 38 41 41 42 37 52 64 -
Pro 89 42 38 60 39 42 43 36 40 41 107 89 31 43 -
Ser 57 76 40 56 43 51 53 56 45 51 49 50 37 50 -
SC 1,42 1,45 1,25 1,23 0,88 0,97 0,74 0,83 0,67 0,93 0,64 0,56 0,98 0,79 -
Protéine (% m.s) 27 48 45 41 25 23 27 25 26 35 14 11 14 14 -

AAI : Acides aminés indispensables, AANI : Acides aminés non indispensables, AAS : Acides aminés soufrés, AAA : Acides aminés aromatiques, SC : Score chimique

Les concentrations inférieures aux valeurs de référence (valeurs limitantes) sont indiquées en gras. Le facteur de conversion azote-protéine utilisé est 6,38 pour le lait, 5,71
pour le soja, 5,83 pour le blé, et 6,25 pour les autres sources. Les valeurs renseignées pour les [égumineuses et les céréales sont les concentrations des graines entiéres crues.
1 profil de référence en AAl des individus de 3 ans et plus 34

2 Méthionine + cystéine

3 Phénylalanine + tyrosine
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Figure 8. Comparaison du profil en acides aminés indispensables entre les sources de méme famille
(légumineuses et céréales) %4, Le facteur de conversion azote-protéine est 5,71 pour le soja, 5,83 pour

le blé, et 6,25 pour les autres sources.

Comparaison selon le PER

Les conséquences du déséquilibre en acides aminés indispensables des protéines végétales sont
visibles a travers les études de PER chez le rat, qui montrent qu’elles ne permettent pas de soutenir la
croissance au méme niveau que les sources animales [**>148], Des PER de 3 3 4 ont été rapportés pour
les protéines d’ceuf et les protéines de lait totales [*3” et des valeurs plus faibles ont été obtenues pour
de nombreuses sources végétales, notamment les céréales, dont le PER est parfois inférieur a 1 149,

Une étude ciblée sur les légumineuses a évalué le PER du pois jaune, du pois chiche, de la lentille verte
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et du haricot rouge a 1,42 ; 2,32 ; 1,30 et 1,55 respectivement °%, valeurs ajustées pour un PER de la

caséine de lait a 2,50.

Comparaison selon le bilan azoté

Les études de bilan azoté chez I'Homme montrent que I'utilisation azotée suivant I'ingestion de blé et
de certains haricots est réduite par rapport a celle induite par les protéines animales [105151]
L'utilisation protéique et la valeur biologique du blé sont également inférieures a celles du lait.
Cependant, certaines protéines végétales comme le lupin, le soja, et le pois se distinguent par une

utilisation protéique plus efficace, relativement similaire a celle des sources animales (Tableau 8).

Tableau 8. Rétention azotée et valeur biologique de protéines alimentaires mesurées chez I'Homme

et chez le rat. D’aprés [?181,126,152-156]

Source UPPN UPPN VB VB
(rat) (Homme) (rat) (Homme)

Lait (protéine totale) - 75-80 - 78
Caséine 77 71 75 81
Lactosérum 77 64 77 67
Viande - 70-72 - -
Blé 53-65 66 56-68 73
Quinoa 76 - 83 -
Colza (isolat) - 70 - 84
Pois (globuline) - 70-72 - 76-78
Pois (albumine) - 71 - 79
Soja (entier) - 70-74 - 77-82
Soja (isolat) - 78 - 86
Lupin - 74 - 82

Comparaison selon la digestibilité

Les sources de protéines different également en termes de digestibilité. Les données chez 'Homme
indiquent des digestibilités vraies de I'azote entre 80 et 90 % pour les protéines végétales 3], bien que
certaines sources soient inférieures (60% pour la zéine du mais °”!) ou supérieures (91-94% pour le
soja 12319]) La digestibilité est généralement plus élevée pour les sources animales. Le Tableau 9
répertorie des données de digestibilité de I'azote évaluées chez 'Homme, chez le porc et chez le rat

pour diverses sources de protéines.
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Les protéines végétales sont généralement moins digestibles que les protéines animales du fait de la
complexité des parois cellulaires et de la présence de fibres et de facteurs antinutritionnels. Ces
derniers exercent un effet barriére sur les enzymes protéolytiques par formation de complexes, qui les
rendent inactives '°®. Ils peuvent également agir sur l'intestin en stimulant les sécrétions endogénes
et en perturbant l'absorption des peptides et des acides aminés. Les légumineuses contiennent des
inhibiteurs d’enzymes digestives (antitrypsines), des tannins, et des hémagglutinines. Il a été montré
que la présence de niveaux élevés d'inhibiteurs de la trypsine dans le soja et les haricots entrainait une
réduction de la digestibilité des protéines et des acides aminés pouvant aller jusqu'a 50% chez le rat
ou le porc 9, Chez le porg, le raffinage des graines de soja réduisant I'activité anti-trypsique d’un
facteur 6 a fait passer la digestibilité iléale vraie de 85,5% a 94,9% [1°°! (Tableau 9). Le soja posséde les
teneurs les plus élevées en facteur antitrypsine (inhibiteur de Kunitz particulierement), alors que le
pois en contient 3 a 10 fois moins [*>*1%1, |es céréales contiennent des tannins et des phytates (acide
phytique), ces derniers pouvant réduire la digestibilité des protéines de 10% 12, En effet, la charge
négative de leurs groupements phosphate chélate les protéines par liaison directe ou par
I'intermédiaire de cations (généralement le calcium) %3, Les phytates seraient également susceptibles
d’interférer avec I’action protéolytique de la pepsine et de la trypsine [**¥, ’acide phytique est réparti
de maniere inégale dans la graine, les teneurs les plus élevées se trouvant dans le germe du mais, le
son du blé et le péricarpe du riz %, Sa concentration est plus faible dans les légumineuses et

relativement similaire entre les sources (haricot, pois, lentilles).

L'impact des facteurs antinutritionnels sur la digestibilité des protéines alimentaires n’est pas le méme
selon les individus. Leurs effets néfastes seraient par exemple plus prononcés chez les rats agés (20
mois) que chez les jeunes rats (5 semaines) [*¢), Par ailleurs, les conséquences de ces différences de
digestibilité entre les sources seraient d’autant plus importantes dans les pays émergents. Les pays les
plus développés économiquement consomment généralement des protéines animales et végétales de
qualité nutritionnelle élevée et hautement digestibles. En revanche, I'alimentation des populations les
plus pauvres est parfois limitée a des sources protéiques peu digestibles, comme le mais, le riz ou le

manioc, contenant des niveaux élevés de fibres insolubles et de facteurs antinutritionnels [167-169,
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Tableau 9. Digestibilité iléale ou fécale de I'azote et des acides aminés de diverses sources protéiques mesurée chez le rat, le porc ou 'Homme selon la méthode menée.

Données issues de la littérature (liste non exhaustive)

Digestibilité

Digestibilité

Digestibilité

Recueil

Différenciation

Marqueur

Source Nature fécale N iléale N iléale AA * Modéle digesta Repas pertes‘ indigestible Référence
endo/exogénes
. . . 15N s % Tessier et
Tournesol Concentré protéique 95,1+0,5 96,5+0,3 96,3+0,2 Rat Caecum Unique N Aucun o/.1170]
Viande boeuf crue - 97,5 +0,08 97,8 £ 0,07 . 1501 Oberli et
Viande beeuf cuite Bouillie 94,540,228 | 95410,14 ) Rat Caecum Unique N Aucun al,71
Lait (caséine) Isolat protéique 95,63+1,2 Lacroix et
Lait (protéines solubles) Isolat protéique - 98,30+0,52 - Rat Cecum Unique 15N ** Aucun g].127]
Lait Ecrémé, microfiltré 96,23 +£0,42 ’
Lait (protéines totales) Concentré protéique 98,1+1,1 92,1+1,1 94 +1,0
Lait (protéines solubles) Isolat protéique 102+ 0,54 99 + 0,54 100+0,5
Soja Concentré protéique 98,5+ 0,64 94,4 + 0,64 96+0,5 Groupe Dioxyde de Rutherfurd
Pois Concentré protéique 99,0+ 1,45 97,2 +1,45 98+1,1 Rat Iléon Multiples rotéi F;ive titane et /1122
Pois cuisiné Cuit (bouilli) 89,0+1,51 |884+1,51 |92+0,4 protelp (Ti02) :
Riz Cuit 86,6 £ 3,60 72,8 £ 3,60 77 +£0,3
Blé Son 85,3+ 3,28 72,7 £ 3,28 74+0,6
Blé Pain complet cuit 93,3+ 2,0
Riz brun Trempé, cuit, lyophilisé 85,0+£0,8 Groupe Dioxyde de
Sarrasin Trempé, cuit, lyophilisé - - 88,01+ 1,6 Rat lléon Multiples rotéi F;ive titane Han et al.1172
Avoine Trempé, cuit, lyophilisé 88,54+ 1,5 P P (TiO2)
Millet Trempé, cuit, lyophilisé 78,0 2,0
Pois jaune Décortiqué, cuit 87,9
Pois-chich Décortiqué, t 8 it 85,0 N
olschiche ec.c\>r que, trempe, cul ! Féces, sur . Groupe Nosworthy
Lentille verte Entiere, cuite 87,9 - - Rat . Multiples Lo Aucun [150]
) . S P 5 jours protéiprive etal.
Haricot rouge Décortiqué, trempé, cuit 78,6
Lait (caséine) Isolat protéique 96,6
SOj.a Isolat pro’lcelque“ 94 99 ' Oxyde de '
Pois Concentré protéique 95 96 Canule Multiples, Groupe Mathai et
. . . . - Porc [ X Lo chrome [124]
Blé Mélange farine de soja 91 90 iléaleenT | sur2jours protéiprive al.
. . , . (Cr203)
Lait (protéines totales) Concentré protéique 92 99
Soj Fari 87,1 90,4 Oxyde d
OJ? arine ’ ’ Canule Multiples, Groupe xyde de Oliveira et
Mais ) ) 88,6 914 Pore iléaleenT | sur2 jours rotéiprive chrome al.lt73
Blé - 79,9 82,8 J proteip (Cr203) '
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Différenciation

Source Nature Dlg,estlblllte Dlg?Stlbmte l?lf;estlblllt*e Modele Rgcuell Repas pertes .Mérqugur Référence
fécale N iléale N iléale AA digesta . indigestible
endo/exogénes
Lait (caséine) Caséinate de calcium 97,6 97,4 Canule Dioxyde de Deglaire et
Lait (caséine hydrolysée) | Caséinate de calcium - 95,0 94,0 Porc il6ale en T Unique 15N ** titane 5/ [174]
Colza Isolat protéique 91,4 - (TiO2) )
Seitan Aliment a base de blé 92,3+3.4
Tofu Aliment a base de soja 86,0 £ 3.3 Oxyde de
. . Canule . Groupe Reynaud et
Boisson de soja - - - 89,3£3.6 Porc [ Unique Lo chrome [175]
. ) . . . iléaleenT protéiprive al.
Pois en émulsion Isolat protéique + huile 92,6 £2.5 (Cr203)
de soja-eau (SID)
Seitan Aliment a base de blé 97,5+1,5 Dilution
Tofu Aliment a base de soja 95,0+2,3 . . Oxyde de
. . Canule . isotopique Reynaud et
Boisson de soja - - - 92,3+3,0 Porc s Unique chrome
iléaleen T 13C Leu + al.173]
Pois en émulsion Isolat protéique + huile 94,2+1,3 . (Cr203)
protéiprive
de soja-eau (TID)
Pois - 89,9 Oxvde de
Soja anti-trypsique bas Concentré protéique 94,9 Canule Multiples, ¥ Grala et
. . . ) - - Porc . X 15N ** chrome
Soja anti-trypsique moy Farine 93,1 iléaleenT | sur 3 jours (Cr203) al.1160]
Soja anti-trypsique fort 50% graines grillées 85,5 23
Lait en aiglie Ecrémé, poudre 76,6 Unique vs Oxyde de Moughan et
Lait en chronique Ecrémé, poudre - 75,7 - Porc lléostomie | Multiples Aucune chrome alg[1761
(AID) 14 jours (Cr203) )
Lait Isolat protéique 95,3+0,9 95,3+1,8 Sonde . - Gaudichon
_ ’ ’ ’ ’ H 15N * % PSP
Soja Isolat protéique 91,7+1,8 93,8 +3,0 omme nasoiléale Unique SP (débit) et gl.1%3
Lait (protéines solubles) Isolat protéique 91,2+2.6 92,3+2.3 Homme Sonde Unique Groupe PEG-4000 Calvez et
Mais (zéine) Isolat protéique 60,2 +4.5 63,0+4.6 nasoiléale q protéiprive (débit) al.t>7)
Pois (protéines totales) Isolat protéique 89,9+4,0
Pois (globulines) Isolat protéique 94,0+ 2,5 Sonde . 1 PSP (débit) Mariotti et
» - ’ ’ - H [ u N **
Soja Isolat protéique 91,5+2,0 OMMe 1 nasoiléale nique PEG-4000 | ql.[5%15415]
Lupin Farine 91,0+3,0
. . Sonde . PSP (débit) | Gausseres et
_ +11 _ 15N **
Pois Farine 89,4+1, Homme nasoiléale Unique N PEG-4000 gl [177]
Lait i Caséinate d Ici 94,1 94,4
a! (case':!ne) , ase'z!na caeca c!um ! ! Sonde ) 151 % % PEG-4000 Deglaire et
Lait (caséine hydrolysée) | Caséinate de calcium - 92,3 93,2 Homme [ s Unique N L [174]
(- nasoiléale (débit) al.
Colza Isolat protéique 87,1 -
Viande beeuf cuite ++ Cuisson 90°C 30min i 90,1+2,1 i Homme Sonde Uniaue 15 PEG-4000 Oberli et
Viande beeuf cuite Cuisson 55°C 5min 94,1+0,7 nasoiléale q BCinuline al.[1%3]
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Différenciation

Source Nature Dig’estibilité Di.ga?stibilité I?i,gestibilité Modele R.ecueil Repas pertes .M;i]rque.:ur Référence
fécale N iléale N iléale AA * digesta . indigestible
endo/exogénes
Lait Ecrémé 96,6 +0,4 95,5+0,4 Sonde . . Bos et
Blé Isolat protéique + farine - 90,3+4,3 ) Homme nasoiléale Unique BN PSP (débit) al.[126.178]
gﬁ: z::t [\/IICFO ondes i 222 i (;88 ) Homme lléostomie Unique 15 ** PSPPE(gSI:)lt) Evezfg%?l et
Lait (caséine) Caséinate de calcium 101,9+£ 0,70 100,0
Lait (protéines solubles) Isolat protéique 98,3+ 0,80 96,9 , . . Groupe Moughan et
Soja Isolat protéique ; 99,5+ 0,80 97,9 Homme | liéostomie | Unique protéiprive AlA al,l7e
Soja Concentré protéique 98,5+1,20 96,8
Spiruline Cellules entieres 85,2
Pois-chiche Farine 56,6 Aucun Multiples
Haricot mungo Farine - - 57,7 Homme (plasma) sur 7h 2H & 13C *** NA Devi et al.*V
Haricot mungo Farine 63,4
décortiqué (BD)
Spiruline Cellules entieres 87,9
CEuf cuit Entier 92,3
CEuf cuit (bis) Entier, bouilli 89,4+4,5
Blanc d’ceuf Bouilli, lyophilisé 86,3+4,6
Viande poulet cuite Cuite sous pression 92,0+£2,8 Aucun Multiples Kashyap et
Pois jaune Entier, trempé, cuit i i 71,6 +1,3 Homme (plasma) sur 7h HEBCH NA ql.[#243,43]
Pois-chiche Entier, trempé, cuit 74,6 £0,8
Haricot mungo Entier, trempé, cuit 63,2+1,5
Haricot mungo Trempé, cuit 70,9+2,1
décortiqué (BD)

AID, Digestibilité iléale apparente ; AIA, Cendres insolubles dans I'acide ; BD, Biodisponibilité digestive ; NA, Non applicable ; PEG, Polyéthylene glycol ; PSP,

Phénolsulfonephtaléine (rouge de phénol) ; SID, Digestibilité iléale standardisée ; TID, Digestibilité iléale vraie

* Valeur moyenne sur I'ensemble des acides aminés étudiés

** Protéines alimentaires (exogénes) marquées au °N

*** Protéine test marquée au %H, protéine de référence marquée au 3C

50




Comparaison selon le PDCAAS et le DIAAS

Alors que les protéines animales ont généralement un PDCAAS de 1 (ceuf, lait, viande), attestant leur
capacité a couvrir les besoins en acides aminés, la majorité des protéines végétales présente un score
plus faible 8, D’importantes variations existent selon les sources, y compris au sein de mémes
groupes d’aliments. Quelques végétaux tels que le soja, le quinoa, le pois, et le haricot noir se
distinguent par un PDCAAS élevé lorsque certaines céréales ne dépassent pas 0,2 (Tableau 10). Les
valeurs de DIAAS sont légerement inférieures a celles du PDCAAS mais les différences entre les sources
de protéines restent trés similaires %24 (Tableau 11). Le remplacement de la digestibilité fécale de
I'azote par la digestibilité iléale des acides aminés dans le cadre du passage du PDCAAS au DIAAS
entraine une baisse de l'indice pour toutes les protéines 3. Ces différences entre indices sont plus ou
moins marquées selon les sources. Selon Rutherfurd et al., |la différence entre le PDCAAS et le DIAAS
serait de 8% dans le cas de la protéine de pois, mais réduite a 4% lorsque le méme profil de référence
est utilisé *22, ’'usage des allégations relatives a la teneur en protéines est régi a la fois par la teneur
en protéines de I'aliment et par la qualité de ses protéines, évaluée désormais par le DIAAS B4, En
effet, un DIAAS > 1 fait évoluer I'allégation de « haute » a « excellente », un DIAAS entre 0,75 et 0,99
permet de passer de « source » a « bonne », alors qu’un DIAAS < 0,75 rend le produit inéligible a une
allégation. Par conséquent, I'usage du DIAAS a la place du PDCAAS sera susceptible de changer
|'éligibilité aux allégations protéiques pour certains aliments d'origine végétale, dans un sens comme

dans l'autre 471,
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Tableau 10. PDCAAS de sources végétales et animales de protéines issus de différentes études

. Profil d s
Source Nature PDCAAS Modele ’r? hae Référence
référence
Soja Isolat protéique 0,97
Pois Concentre 0,86
protéique
o o o Rat FAO 2013 Rutherfurd et al. 12
Riz Cuit 0,56 a 05-3ans mnerturaetal
Lait Concentre 1,25
(protéines totales)
Lait concentre 0,99
(protéines solubles)
Pois jaune Graine deFort|quee, 0,63
cuite
. Graine entiere,
Lentille verte . 0,63
cuite
Pois-chiche ~ COraine décortiquée, o) Rat FAO 1991  Nosworthy et al. 5
trempée, cuite
. Graine décortiquée,
Haricot rouge , . 0,55
trempée, cuite
Lait (caséine) Isolat protéique 1,00
Haricot noir Graine, crue 0,72 Rat Rat & FAO Sarwar 181
1985
Entié i FAO 1991
Pomme de terre ntleref Fu,lte’ 0,81 Rat 0199 Jgrgensen et al. 1182
lyophilisée enfants
Quinoa Farine 0,79 Rat FAO 1985 Ruales et al. 183
- . FAO 2013 .
Spiruline Cellules entiéres 0,84 Rat > 3 ans Tessier et al. 179

Tableau 11. DIAAS de sources végétales et animales de protéines issus de différentes études

. Profil d L
Source Nature DIAAS Modele ,r(?l © Référence
référence
Soja Isolat protéique 0,90
Pois Concentre 0,82
protéique
Blé S 0,41
) > ' Rat FAO 2013 Rutherfurd et al. 122
Riz Cuit 0,60 a 0,5-3ans utherturdetal
Lait ancentre 118
(protéines totales)
Lait (Egncentre 0,97
(protéines solubles)
Tournesol Conc?ntré 0,84 Rat FAO 2013 Tessier et al. ¥4
protéique >3 ans
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Profil de

Source Nature DIAAS Modele " Référence
référence
Blé Pain complet cuit 0,20
Riz brun Trempe, cut, 0,42
lyophilisé
. Trempé, cuit
Sarrasin L 0,68 FAO 2013 [172]
Iyophl|||se. Rat 0,5-3 ans Han et al.
Avoine Trempe, cuit, 0,43
lyophilisé
Millet Trempe, cuit, 0,07
lyophilisé
Soja Isolat protéique 0,84
Pois Ef;‘f:l:gee 0,62
Mélaned Porc FAO 2013 Mathai et al. (24
Bl élangé avec 0.45 0,5-3 ans
farine de soja !
Concentré
Lait L 1,20
al (protéines totales)
Soja Isolat protéique 0,98
Pois E‘:gf;:g: 0,73
FAO 2013
Slangé P Mathai et al. 124
Blé Mellange aV?C 0,54 orc > 3 ans athal et a
farine de soja
Lait Concentré 1,41
(protéines totales)
Seitan Aliment de blé 0,19
Tof Ali j
ofu iment de soja 0,68 , FAO 2013 - foral 9
Boisson de soja - 0,78 orc 0-0,5 ans eynaud et al.
Pois en Isolat protéique +
. . . : 0,42
émulsion huile de soja-eau
Seitan Aliment de blé 0,24
Tof Ali t de soj 0,83
ofu iment de soja ) o FAO 2013 R d et al. 1751
Boisson de soja - 0,99 orc 0,5-3 ans eynaud et al.
Pois en Isolat protéique +
. . . : 0,51
émulsion huile de soja-eau
Seitan Aliment de blé 0,28
Tof Ali t de soj 0,97
ofu iment de soja , FAO 2013 - R
Boisson de soja - 1,17 ore >3 ans eynaud etat
Pois en Isolat protéique +
. . . : 0,60
émulsion huile de soja-eau
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Traitements technologiques et amélioration de la qualité nutritionnelle des protéines végétales

En raison de leur nature protéique, les inhibiteurs trypsiques peuvent étre inactivés par un traitement
thermique (1661891831 (&pyllition, autoclavage rayonnement infrarouge, micronisation...) ou éliminés par
fractionnement %%, Une étude a montré que le chauffage de graines de soja a 100°C pendant 10
minutes réduisait |'activité des antitrypsines d'environ 80%, aboutissant & un PER optimal de 3,1 1*8¢],
Toutefois, un chauffage prolongé visant a réduire davantage I'activité de l'inhibiteur de la trypsine a,
au contraire, a réduit le PER a 2,9. De plus, la cuisson et I'appertisation des haricots rouges améliorent
la digestibilité des acides aminés mesurée chez le rat [*87), Une étude chez 'Homme a montré que la
rétention azotée suivant I'ingestion de farine de soja cru était inférieure de 20 % par rapport a la farine
de soja cuit *®8, Les procédés mécaniques et notamment I'extrusion réduisent la teneur en phytates
des graines de haricot [*%9 ce qui pourrait améliorer leur digestibilité. Dans les [égumineuses, une part
importante des phytates est localisée dans les parties comestibles et l'effet des traitements
mécaniques est plus limité >, Ainsi, la digestibilité est généralement plus élevée pour les végétaux
raffinés, les isolats et les concentrés protéiques par rapport aux produits bruts non transformés
[86,122,124,180] (@ o 86% pour le blé entier, 96% pour le blé raffiné, 99% pour le gluten de blé ). Une
digestibilité iléale moyenne des acides aminés de 98% a été obtenue pour le concentré de protéines
de pois chez le rat quand elle n’atteignait que 92% pour le pois cuit [*?2, Concernant le soja, une étude
chez le porc a évalué la digestibilité iléale des acides aminés a 99% pour un isolat protéique et a 95%
pour une farine *?* (Tableau 9). La germination de certaines graines augmenterait la teneur en
protéines et diminuerait le taux d’acide phytique, améliorant ainsi leur digestibilité (89, Ces effets ont
été démontrés notamment sur le pois bambara **” et le haricot noir *°¥. La germination du pois chiche

augmenterait la teneur en protéines de 11-16% et la digestibilité in vitro de 6-17% [1°2,

Néanmoins, les traitements thermiques sont également susceptibles de réduire la digestibilité des
protéines en favorisant la réaction de Maillard, qui intervient entre le groupement amine des acides
aminés et la fonction carbonyle des glucides réducteurs (glucose, fructose, lactose) 197191 Ce
phénomeéne concerne essentiellement la lysine, acide aminé le plus réactif, par réduction de la part
disponible, dont le résidu terminal NH; est libre, au profit de la « lysine réactive », rendue inutilisable
pour la synthese protéique. Les premieres phases de la réaction forment des composés tels que la
lysinoalanine et la furosine et interviennent dans des conditions standards de transformation et de
stockage des aliments 1°®. Des traitements thermiques plus poussés (stérilisation, séchage par
atomisation) menent a la formation de mélanoidines associés a une coloration brune et affectent
négativement la valeur nutritionnelle des denrées alimentaires ">%9, Les traitements thermiques ou

alcalins de la caséine, de la protéine de soja ou de blé générent également des acides aminés D!**7], de
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digestibilité réduite (inférieure a 40%), pouvant entrainer une réduction marquée de la qualité des

protéines évaluée chez le rat [*** ou le porc 8],

3.3. Focus sur la protéine de pois

Le pois (Pisum Sativum L.) est une plante annuelle de la famille des l[égumineuses (Fabacées) cultivée
principalement au Canada, en Russie et en Chine *! pour I'alimentation animale et humaine. Son
composant principal est I'amidon, qui représente jusqu'a 50% de la matiére seche des graines. Sa
teneur en protéines est de 24% m.s et peut étre qualifiée comme « élevée » d’apres les critéres
d’allégations définis par la FAO B%. Les fibres comptent pour 20% m.s et les lipides ne sont présents
qgu’en faible quantité (2,5 % m.s, Tableau 12). Les teneurs en protéines et en amidon sont susceptibles
de varier fortement selon la variété et les conditions environnementales 2>2°), La concentration en
protéines mesurée sur 59 variétés de pois fluctue de 13,7 a 30,7% m.s 2%, Une autre étude I'évalue
entre 24,2 et 27,5% m.s ?°!. La fraction protéique du pois est composée d’environ 80% de globuline,
soluble dans les solutions salines, et de 20% d’albumine, soluble dans I’eau. Les globulines ont un role
de réserve et se divisent en deux catégories selon leur coefficient de sédimentation, 11S (légumine) et

7S (viciline et conviciline), le ratio 11S/7S variant de 0,2 a 1,5 [“®! (Tableau 13).

Tableau 12. Composition du pois (Pisum sativum L.) 2°%

Composant Concentration (% m.s)
Protéine (N x 6,25, %) 21,2-32,9
Amidon 36,9-49,0
Fibres totales 14-26

insolubles 10-15

solubles 2-9
Sucres solubles 5,3-8,7
Lipides 1,2-2,4
Cendres 23-3,4

55



Tableau 13. Structure, fonction et proportion des protéines principales du pois [2%199:203]

. Structure et poids . Quantité
Famille Nom , . Fonction .
moléculaire (% protéine)
. . Hexamere
Légumine PM 330 — 400 kDa Stockage 6—24,5
Globulines Trimere
290 . _
49-82% Viciline PM 150 — 170 kDa Stockage 21-55
m.p
I Trimere
Conviciline PM 210 kDa Stockage 3,9-8,3
PA1 Dimere Stockage 5-9
PM 10 kDa &
PA2 Dimere Inconnue 10-20
PM 50 kDa
Albumines . R .
20-30% Lectines Tétramere Prot?ctlon contr? les 25
m.p PM 50 kDa protéases endogenes
Lipoxygénases - Oxydation des <1
POXYE acides gras
Inhibiteurs de protéases Monomeére Activité <2
(trypsine) PM 10 - 16 kDa antitrypsique

PM, Poids moléculaire ; m.p, matiére protéique

La protéine de pois est limitante en méthionine mais riche en lysine, ce qui la rend trés adaptée aux
combinaisons avec les céréales. Cependant, sa teneur en acides aminés soufrés est proche de la valeur
adéquate définie par le profil de besoin adulte de la FAO B4, grace & une concentration élevée en
cystéine (2942051 Des études comparatives entre les [égumineuses révélent des profils en acides aminés
assez similaires entre les protéines de pois et de soja, les contributeurs principaux étant la glutamine,
I’asparagine, I'arginine, la leucine et la lysine 2°%2%I, | 3 protéine de pois est cependant plus riche en
arginine, lysine et méthionine et moins riche en glutamine et en cystéine que la protéine de soja

(Tableau 14).

Les pois sont traités aprés récolte par des procédés mécaniques de nettoyage et de séparation. Le
fractionnement par broyage a sec et la turboséparation permettent d’en extraire une farine, dont la
concentration en protéines est comprise entre 40 et 50%. La fraction protéique peut étre extraite par
précipitation acide au point isoélectrique, menant a un concentré (70%) ou a un isolat protéique (>
85%) apres centrifugation et lyophilisation. La séparation membranaire permet d’éliminer des facteurs

antinutritionnels tels que les protéases, les inhibiteurs d’enzymes digestives, et les polyphénols %7, Le
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profil en acides aminés de la protéine est susceptible de varier selon le degré de pureté et le procédé
technologique employé. A titre d’exemple, la farine et le concentré de pois sont plus riches en arginine

et moins riches en leucine que I'isolat (Tableau 14) 2%9,

Les facteurs antinutritionnels sont concentrés dans la fraction albuminique du pois %!, alors que les
globulines sont plus digestibles [154209210] | ’&limination des facteurs antinutritionnels par les processus
de purification permet a I'isolat de protéine de pois d’atteindre une digestibilité élevée. Rutherfurd et
al. ont obtenu une digestibilité fécale vraie de I'azote de 99% chez le rat pour le concentré de protéine
de pois lorsque le pois entier cuisiné n’atteignait que 89% (97,2% vs. 88,4% pour la digestibilité iléale,
valeurs mesurées chez le rat) '?2 et 87,9% dans une autre étude *>%. La digestibilité fécale de I'isolat
de protéine de pois NUTRALYS® (Roquette) a été estimée a 97,3% chez le rat 2%, La digestibilité iléale
vraie de l'isolat de pois a également été évaluée chez le porc a 89,9% **” et 3 94% lorsque I'isolat
protéique était incorporé dans une émulsion ), Chez ’'Homme, I'étude de Gausserés et al. rapporte
une digestibilité iléale de 'azote de 89,4% pour la farine de pois ®.. De plus, chez 'THomme également,
la globuline du pois présente une digestibilité de 94% alors que la protéine totale (globuline et
albumine) ne serait digestible qu’a 90% >4, car I’albumine concentre I’ensemble des inhibiteurs de la
trypsine et que sa structure lui conféere une plus grande résistance a I'hydrolyse. Une étude clinique
récente faisant intervenir une nouvelle méthode isotopique plasmatique évalue la digestibilité vraie
de la protéine du pois jaune cuit a 71,6% chez I'adulte 3. La digestibilité a par la suite été mesurée
chez I'enfant aprés extrusion du pois et était plus élevée, atteignant 88% [“4. A titre de comparaison,
une étude réalisée par la méme équipe dans des conditions similaires sur la protéine d’ceuf, réputée

hautement digestible, rapportait une digestibilité iléale vraie de 86,3% 12,

La consommation de pois a été associée a des bénéfices santé du fait de sa composition nutritionnelle,
principalement la concentration et les propriétés de I'amidon, des protéines, des fibres, des vitamines
et minéraux et des substances phytochimiques qu’il contient 2%, Des effets positifs sur la satiété et la
gestion du poids ont été mis en évidence chez le rat 212213 et chez 'Homme 2% suite & une
alimentation contenant de la protéine de pois. La consommation de protéine de pois aurait un impact
positif sur la réponse glycémique postprandiale chez ’'Homme sain 2*>21¢], Par ailleurs, I’hydrolyse de
la protéine de pois peut libérer des peptides bioactifs qui agissent notamment par inhibition de
I'enzyme de conversion de I'angiotensine-1 (ACE-1), ayant potentiellement un effet positif sur la

e [2217]  Certaines substances phytochimiques du pois autrefois considérées

pression sanguin
uniquement comme des facteurs antinutritionnels sont maintenant associés a des bénéfices santé, tels
que les polyphénols et leurs propriétés antioxydantes 28, ["allergénicité du pois n’a pas fait I'objet

d’études épidémiologiques pour estimer sa prévalence mais il ne figure pas parmi les 14 allergénes
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soumis a déclaration d’apres la réglementation européenne ou américaine sur |'étiquetage
alimentaire®, contrairement au soja ou au lupin ??. Cependant, ces effets ne sont pas limités au pois,
la consommation de protéines d’origine végétale étant de maniére générale bénéfique pour la santé.
Elle serait par exemple positivement associée a la probabilité d'un apport adéquat en nutriments

(score PANDiet) ?*°! et négativement associée au risque d’accidents coronariens 22,

Tableau 14. Composition en acides aminés (g AA/100 g protéine) des protéines de pois et de soja sous

la forme de farine, concentré et isolat (2%
Acide Pois Soja
aminé (%) Farine Concentré Isolat Farine Concentré Isolat
Asp 10,46 11,58 11,52 11,89 10,81 10,95
Tre 3,66 3,12 3,69 5,07 4,33 3,54
Ser 4,37 4,96 6,09 5,42 5,45 5,38
Glu 16,60 16,39 17,03 19,65 21,29 23,45
Pro 5,56 4,30 5,01 4,81 4,81 5,28
Gly 4,43 4,50 4,68 4,37 4,26 3,52
Ala 4,53 4,13 4,41 4,27 4,11 4,03
% Cys 0,34 0,35 0,73 0,80 0,85 0,63
Val 5,20 5,13 4,81 3,40 3,87 3,79
Met 0,86 0,85 0,78 0,77 0,62 0,59
lle 3,80 3,48 3,68 3,96 3,62 3,55
Leu 6,36 6,94 8,16 6,76 7,98 7,92
Tyr 3,05 3,35 3,79 3,53 3,61 3,53
Phe 4,54 4,67 5,18 4,33 5,17 5,08
Lys 8,58 8,12 8,96 9,08 8,56 6,83
His 3,40 3,39 3,81 3,81 3,71 3,16
Trp 0,50 0,51 0,51 0,50 0,80 1,03
Arg 13,76 14,22 7,15 7,57 7,59 7,75

* Regulation (EU) No 1169/2011 of the European Parliament and of the Council of 25 October 2011 on the
provision of food information to consumers, amending Regulations (EC) No 1924/2006 and (EC) No 1925/2006
of the European Parliament and of the Council, and repealing Commission Directive 87/250/ EEC, Council
Directive 90/496/EEC, Commission Directive 1999/10/EC, Directive 2000/13/EC of the European Parliament and
of the Council, Commission Directives 2002/67/EC and 2008/5/EC and Commission Regulation (EC) No 608/2004.
Official Journal of the European Union, L 304, 18-63.
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3.4. Facteurs limitants et enjeux méthodologiques de I'évaluation de la qualité des protéines

Les méthodes d’évaluation de la qualité nutritionnelle des protéines basées sur le score chimique,
comme le PDCAAS et le DIAAS, sont soumises a des limites théoriques et méthodologiques. L'un des
principaux biais est lié a la détermination de la teneur en protéines et en acides aminés des aliments
et notamment le choix du facteur de conversion azote-protéine. Le facteur historique 6,25 est basé sur
I’hypothése selon laquelle les protéines contiendraient 16% d’azote. Cependant, la teneur en azote
différe entre les sources protéiques car elles n’ont pas la méme composition en acides aminés et que
la quantité d’azote varie selon les acides aminés. Ainsi, des variations allant de 13,4% pour la protéine
d’avocat a 19,3% pour la protéine de 'amande ont été observées 2, De plus, une part de I'azote total
dosé dans une protéine ne correspond pas a des acides aminés (acides nucléiques, urée, amines, urée,
ammoniac, nitrates...). Ce taux d’azote non protidique est variable entre les différentes protéines
alimentaires et aussi au sein d’une méme source, selon le procédé de production et le degré de
purification, ajoutant une difficulté supplémentaire dans le choix du facteur . Ainsi, 'utilisation de
la valeur 6,25 peut entrainer des erreurs de 15 a 20%, surestimant ou sous-estimant la teneur réelle
en protéines des aliments 8V, D’aprés I'EFSA, I'utilisation du facteur standard 6,25 suffirait pour étudier
la capacité d’une source protéique a fournir de I'azote %!, Lorsque I'objectif est d’étudier la capacité
a fournir les acides aminés, il est recommandé d’'utiliser des coefficients spécifiques, calculés selon le
profil en acides aminés de chaque protéine. Ces facteurs spécifiques seraient de 5,4 en moyenne pour
les légumineuses et pour les céréales (variant respectivement de 5,24 a 5,64 et de 5,3 a 5,8) et de 6,15
pour la caséine du lait 22222, Cependant, le facteur 6,25 reste employé en pratique, notamment dans
les banques de données de composition des aliments (USDA 2?7), FAO 144, Ciqual 2?%...). Le choix du
facteur de conversion azote-protéine est susceptible d’'impacter fortement les résultats de DIAAS, une
diminution du facteur entrainant I'augmentation du DIAAS 2!, Ainsi, les DIAAS calculés a partir de
ratios faisant intervenir le facteur 6,25 seraient particulierement sous-estimés pour les protéines

d’origine végétale.

Les limites des méthodes basées sur le score chimique proviennent également des incertitudes qui
persistent quant a la détermination des besoins en acides aminés (cf. paragraphe 2.2). Selon Wolfe et
al., les besoins actuellement définis pour les acides aminés indispensables sont faibles par rapport au
besoin en protéines, et pourraient &tre sous-estimés 122°!, De plus, |'évaluation par le PDCAAS et le
DIAAS ne peuvent pas refléter les adaptations métaboliques qui peuvent avoir lieu a plus long terme,
comme les cinétiques postprandiales de I'urée et son recyclage dans I'intestin terminal. Par exemple,
la production et I'hydrolyse de I'urée serait plus importante suivant I'ingestion de protéines végétales

par rapport aux protéines animales ®°. De plus, la teneur en un acide aminé indispensable dans le
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régime peut agir sur le métabolisme des autres acides aminés, comme c’est le cas pour la leucine et
son impact sur la biodisponibilité de I'isoleucine et la valine 3%, Comme toute méthode reposant sur
I’évaluation d’un nutriment isolé de son régime, le score chimique s’affranchit des interactions
possibles avec les autres éléments de la matrice alimentaire et ne reflete pas toujours I'impact sur le
métabolisme. Il a en effet été montré que I'utilisation métabolique d'une protéine n'était pas la méme

que celle du mélange d'acides aminés lui correspondant 1231,

Par ailleurs, le PDCAAS et le DIAAS sont définis par la valeur de I'acide aminé le plus limitant, quel que
soit le nombre d’acides aminés limitants. Or, une protéine qui n’en posséde qu’un seul peut plus
facilement étre combinée a une autre pour mener a un mix de qualité adéquate qu’une protéine
déficitaire en plusieurs acides aminés. Par conséquent, les scores de qualité pourraient étre améliorés
pour mieux refléter le potentiel des sources de moindre qualité (< 1) a étre combinées entre elles,
comme par exemple une pondération par le nombre d’acides aminés limitants dans la protéine. Cette
limite est visible par le fait que les populations végétariennes des pays occidentaux parviennent a
satisfaire leurs besoins en acides aminés indispensables 3232 alors que les protéines végétales ont
généralement un DIAAS < 1. En effet, les protéines végétales semblent suffire pour couvrir le besoin
des individus adultes (a I'exclusion des personnes agées) lorsque I'apport protéique global est adéquat
et que les sources sont variées 23 malgré leurs scores de qualité souvent faibles. La difficulté dans
I'utilisation des indices de qualité réside aussi dans la méthodologie d’évaluation de la digestibilité des

protéines et des acides aminés (cf. partie 4.).

De plus, certains auteurs proposent une modernisation des indices actuels d’évaluation de la qualité
nutritionnelle des protéines en les complétant par des paramétres de santé publique *?°!, comme le
risque de maladie cardiovasculaire, de diabéte et le profil lipidique plasmatique. Cette évolution serait

e [1520219234235] Kotz et gl. suggérent par exemple

surtout favorable aux protéines d’origine végétal
d’intégrer le risque de maladies chroniques aux approches existantes ainsi que des critéres liés a
I'impact environnemental des régimes, dans le but de mieux répondre aux enjeux actuels sur

I’alimentation durable 47,
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Résumé qualité nutritionnelle des protéines

La qualité d’'une protéine dépend de sa capacité a fournir I'azote et les acides aminés indispensables
pour assurer la croissance et le renouvellement normal des protéines corporelles. Son évaluation passe
par des approches biochimiques, physiologiques et fonctionnelles. Les scores PDCAAS et DIAAS
permettent de combiner les approches en associant le score chimique a la digestibilité des protéines.
La qualité nutritionnelle varie selon la source, y compris au sein d’'une méme famille d’aliments. Les
protéines végétales sont généralement de moins bonne qualité nutritionnelle que les protéines
animales par leur composition en acides aminés et leur digestibilité réduite. Les combinaisons céréale-
légumineuse permettent de combler leurs déficits respectifs en lysine et en méthionine et de
rééquilibrer le score chimique. Les procédés technologiques tels que le fractionnement, le traitement
thermique ou I'extrusion peuvent réduire les facteurs antinutritionnels (phytates, inhibiteurs de la
trypsine, ...) contenus dans les protéines végétales et améliorer leur digestibilité. Le soja, le pois, le
lupin et le quinoa se distinguent des autres végétaux par leur forte teneur en protéines, leur
composition en acides aminés relativement équilibrée ou la digestibilité élevée de leurs isolats
protéiques. La consommation de protéines végétales serait potentiellement associée a des bénéfices
santé qui font I'objet d’'un nombre croissant de recherches, dans le contexte actuel appelant a
développer des alternatives aux protéines animales. Les critéres d’évaluation de la qualité
nutritionnelle des protéines comportent certaines limites méthodologiques et d’interprétation des
indices notamment liées a leur spécificité, qui les éloignent de I'impact global sur le métabolisme, et

aux incertitudes relatives aux besoins en acides aminés de I’'Homme.
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4. Méthodes de mesure de la digestibilité in vivo

La digestibilité désigne la quantité d’azote ou d’acides aminés absorbée relativement a la quantité
ingérée, I'absorption étant obtenue par différence entre l'ingestion et les pertes digestives. Son
évaluation in vivo passe par la mesure des pertes digestives au niveau fécal ou iléal, a I'’échelle de la
protéine entiére (quantité d’azote) ou individuellement pour chaque acide aminé. Les méthodes
suivies sont propres a chaque modele d’étude, a savoir I’'Homme, le porc et le rat, suivant cet ordre de
préférence 134, ’évaluation de la digestibilité iléale est soumise a des difficultés méthodologiques chez
le rat et chez I’'Homme. En étude clinique, le recueil des digesta iléaux nécessite une approche tres
invasive par intubation. Le recours a des sujets iléostomisés pour lesquels le contenu iléal est déja
accessible est une alternative, mais leur recrutement est laborieux du fait de la rareté des sujets sains.
Chez le porc, des interventions chirurgicales comme la pose d’une canule digestive et I'iléostomie
rendent possible I'évaluation de la digestibilité iléale et permettent les répétitions sur un méme
animal. Mais les études en modeéle porcin nécessitent des infrastructures et des équipements tres
spécifiques. Chez le rat, la pose d’'une canule est impossible et I'euthanasie est nécessaire, ce qui
empéche le recueil des pertes iléales en continu au cours du processus de digestion.

Bien que des études rapportent dans certains cas une bonne corrélation entre les digestibilités
mesurées in vitro et in vivo 23238 |eurs enjeux méthodologiques sont trés différents et ce chapitre se

limitera aux protocoles in vivo.

4.1. Mesure de la digestibilité au niveau fécal

La mesure de la digestibilité au niveau fécal est appréciée pour son faible co(t, sa praticité, sa rapidité
d’exécution et, la possibilité d’effectuer plusieurs mesures sur le méme sujet pour tous les modeles.
Cependant, son utilisation est soumise a de nombreuses limites. Les pertes azotées iléales ont été
estimées chez I'Homme & 2-5 g/jour, les pertes endogénes y contribuant & hauteur de 60% [177:23%240]
et sont une composante déterminante du besoin en acides aminés 1?3, La digestibilité mesurée au
niveau fécal ne tient pas compte des acides aminés non absorbés dans l'iléon et métabolisés dans le

cblon sous I'action du microbiote intestinal 241,

En effet, I'absorption incompléte des acides aminés
dans l'intestin gréle augmente le flux d'azote dans le célon et stimule I'activité des bactéries qui y
résident. Les acides aminés non absorbés sont intégrés dans les protéines bactériennes ou catabolisés
par transamination, désamination ou décarboxylation, avec formation de métabolites tels que
I'ammoniac, les phénols et les indoles ¢, De plus, une part importante de I'azote fécal est d’origine

microbienne et ne provient pas de I'azote alimentaire non absorbé ou des sécrétions endogénes,
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entrafhant un nouveau biais dans la mesure de la digestibilité au niveau fécal 73!, L’activité microbienne
dans I'iléon n’est pas inexistante 1242243 mais peut &tre considérée comme minime 7>?%4, La différence
entre les valeurs iléale et fécale de digestibilité dépend du type et du nombre de microorganismes
présents, de la nature de I'aliment et du temps de séjour du contenu digestif dans le colon "3, Cet
écart est d’autant plus important pour les protéines de faible qualité nutritionnelle, qui fournissent
plus de résidus disponible pour la fermentation colique 7>7>2%3!, La mesure fécale surestime (dans la
majorité des cas) ou sous-estime la mesure iléale. Une étude a mesuré la différence entre les
digestibilités iléale et fécale de I'azote sur des sujets humains sains ou iléostomisés consommant un
régime a faible ou a forte teneur en protéines, et I'a estimé & 9,4% et 6,4% respectivement 24, Un
protocole similaire qui évaluait cette fois-ci la digestibilité des acides aminés a montré que les mesures
iléale et fécale étaient différentes pour 9 acides aminés sur les 18 testés 2%7), ’écart entre les mesures

(48] Dans une étude chez le porg, la

iléale et fécale varie également selon |'acide aminé considéré
digestibilité apparente fécale surestimait la valeur iléale de 10% pour la thréonine, 11% pour le
tryptophane, et 6% pour la lysine et la sous-estimait pour la méthionine et dans certains cas la lysine
(731 Chez 'Homme, une étude a montré que la digestibilité fécale surestimait la digestibilité iléale pour
tous les acides aminés sauf la lysine, I'isoleucine, I'alanine et la méthionine, avec un écart de 10% en

moyenne 247,

Les modeéles animaux sont fréquemment utilisés pour I'évaluation en routine de la digestibilité fécale
de I'azote. Le modeéle porc a été validé pour caractériser la digestibilité fécale de I'azote chez 'Homme
(249,250 '3yec une bonne corrélation entre les deux espéces (r> = 0,95) 8. D’aprés Deglaire et al., sa
mesure chez le rat la surestimerait par rapport a une évaluation chez ’'Homme, a hauteur de 13% pour
la digestibilité fécale apparente et de 3% pour la digestibilité vraie, avec une bonne corrélation entre
les deux espéces (r? = 0,92) 132, Le rat ne posséde pas de cdlon sigmoide et son caacum est plus grand
que celui de 'Homme, relativement a la taille totale de I'appareil digestif 2!, Ces particularités
anatomiques entrainent probablement des différences dans I'utilisation microbienne de I'azote non
absorbé. Par conséquent, la digestibilité de I'azote et des acides aminés mesurée au niveau iléal serait

plus comparable entre les espéces 12°22%3, Par ailleurs, la digestibilité fécale chez le rat peut étre

surestimée par la coprophagie en empéchant le recueil de la totalité des pertes digestives 24Y,

La digestibilité fécale est admise a I’échelle de I'azote mais pas des acides aminés, or les acides aminés
peuvent avoir des digestibilités différentes. Dans une étude évaluant la digestibilité iléale des acides
aminés de deux sources protéiques chez 'Homme, sa valeur variait de 89% a 97% selon les acides
aminés pour le soja et de 92% a 99% pour la protéine totale de lait 23! Peu de données de digestibilité

iléale des acides aminés sont disponibles chez 'Homme et chez le rat. Les démarches d’amélioration
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des protocoles se heurtent a des limites méthodologiques, la mesure des pertes digestives au niveau
iléal étant difficile a mettre en ceuvre et plus colteuse. La FAO souligne la nécessité de faire évoluer
les méthodes de mesure de la digestibilité mais reconnait que tant que I’'on ne dispose pas de plus de
données, la digestibilité fécale de I'azote peut étre utilisée comme un indicateur de la biodisponibilité
des acides aminés individuels 3%, Cependant, les digestibilités iléale et fécale sont mal corrélées (r?=
0,67 en modéle porc, r2=0,27 en modéle rat 2°3) et la mise en place d’un facteur de correction entre
les deux mesures est difficilement envisageable. Le développement d’'une méthode standardisée pour
caractériser la digestibilité iléale des acides aminés chez 'Homme comme chez I'animal semble

primordial.

4.2. Mesure de la digestibilité iléale des acides aminés en modéele animal

Les modeles définis par la FAO pour mesurer la digestibilité iléale des acides aminés sont 'Homme, le
porc et le rat. Il est techniquement et économiquement difficile de I'évaluer chez I'Homme en routine
et les modeles animaux représentent une alternative largement utilisée, bien qu’éthiquement

guestionnables.

Mesure de la digestibilité iléale chez le rat

La digestibilité iléale vraie des acides aminés s’évalue chez le rat par administration d’un régime
contenant la protéine a tester a hauteur de 10% m.s, aprés une période d’adaptation d’au moins 5
jours B8 Le recueil des digesta iléaux chez le rat doit se faire par euthanasie et dissection, sa petite
taille étant incompatible avec la pause d’une canule intestinale et une collecte continue tout au long
du processus de digestion 7., [l se fait a un instant donné, ce qui ne permet pas de collecter I'intégralité
des pertes digestives iléales. Le recours a un marqueur indigestible permet de rapporter les pertes
recueillies a la quantité ingérée correspondante 7). Cette méthode a été étudiée essentiellement chez
le porc mais elle est également utilisable en modéle rat 542%%, Les marqueurs généralement utilisés
sont le dioxyde de titane et I'oxyde de chrome 8. Les cendres insolubles dans I'acide (célite) sont

[256]

également un marqueur envisageable La digestibilité apparente s’obtient a partir de la

concentration du marqueur indigestible mesurée dans les digesta, selon I'équation suivante :

AAdigesta M digesta
X

Digestibilité iléale apparente (%) = (1 -
g pp ( O) ( AArepas Mrepas

) x 100

OU AAgigesta €t AArepas COrrespondent aux concentrations en acide aminé (g/kg m.s) respectives dans les
digesta et le repas et Mgigesta €t Mrepas COrrespondent aux concentrations en marqueur (g/kg m.s)
respectives dans les digesta et le repas. Le repas peut étre administré continuellement sous forme de

petites portions (généralement toutes les heures) et la dissection et le prélevement du contenu iléal
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sont réalisés entre 5 et 6 heures aprés la premiére ingestion (1222542571 Cette procédure permet
d’assurer un débit intestinal constant et d’augmenter la quantité du contenu iléal, qui est souvent trop
faible chez le rat par rapport aux besoins analytiques. Une méthode alternative consiste a administrer
un repas unique et a recueillir les digesta a un instant défini, généralement entre 4 et 8 heures apres
ingestion, temps nécessaire au bolus pour atteindre le caecum tout en minimisant la fermentation et
le passage dans le cdlon Y, La digestibilité iléale est parfois estimée a partir des pertes caecales, le
cecum étant hypothétiquement considéré comme un lieu de stockage des pertes iléales. Cette
procédure est décrite dans le rapport de ’AFSSA 2007 Y et a été suivie dans plusieurs études chez le
rat 172184 Elle s’accompagne du recueil intégral des contenus du tube digestif pour réaliser le bilan de
matiere et se passer de ['utilisation d’'un marqueur indigestible pour le calcul de la digestibilité
(1322582591 En effet, les méthodes ayant recours a un marqueur sont souvent limitées par sa
récupération insuffisante (7260261 e taux de récupération du marqueur indigestible peut étre

influencé par la composition du régime, en étant notamment réduit par la présence de fibres 7,

D’apres Deglaire et al., il existe une bonne corrélation entre les digestibilités iléales mesurées chez le
rat et chez I’'Homme, avec un coefficient plus élevé pour la digestibilité vraie (r> = 0,91) par rapport a
la digestibilité apparente (r? = 0,83) (32, Le rat apparait comme un modeéle approprié pour I’évaluation
de la digestibilité iléale des protéines végétales (soja) comme des protéines animales (lait) 2542%8], Le
rat en croissance est préconisé par rapport au rat adulte pour une meilleure représentativité de
I’'Homme 132, Cependant, des données suggérent que les rats pourraient étre plus aptes a digérer
certaines protéines peu digestibles chez I'Homme, comme la protéine de colza, pour laquelle la
digestibilité iléale vraie de I'azote était de 84-87% chez I'Homme contre 95% chez le rat 152262 Cette

faible digestibilité chez 'Homme s’expliquerait par la résistance des napines a I'hydrolyse 52,

Mesure de la digestibilité iléale chez le porc

Le systeme gastro-intestinal du porc en croissance est trés similaire anatomiquement et
physiologiquement a celui de I'Homme adulte (de la bouche a I'iléon) 23 et fait de lui un modeéle
largement utilisé en nutrition humaine 25324 |e porc a aussi I’avantage d’étre omnivore avec une
prise alimentaire rythmée par des repas. L’évaluation de la digestibilité iléale des acides aminés chez
le porc se fait par des méthodes chirurgicales impliquant la pose d’une canule digestive 2626 gy
I'iléostomie 2%7), La grande taille de I’animal permet de recueillir une quantité importante de digesta,
contrairement au modele rat. La canule est généralement placée en « T » dans l'iléon terminal et
permet de collecter les effluents de maniere non exhaustive, d’ou la nécessité d’utiliser un marqueur
non absorbable °8, Théoriquement, le recueil intégral des digesta se passe de I'usage d’un marqueur.

Par ailleurs, le modéle porc permet de pratiquer des approches alternatives et des évaluations de
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routine. Le Gall et al. mettent en ceuvre I'anastomose iléo-rectale, une intervention chirurgicale qui
consiste a enlever I'intégralité du c6lon et a suturer I'iléon au rectum. Ces études visent a identifier les
pertes digestives iléales ou les protéines endogénes par immunotransfert et spectrométrie de masse

(158,268 nhour caractériser la digestion de protéines spécifiques.

Une étude comparative entre des Hommes et des porcs iléostomisés nourris avec une combinaison de

sources protéiques n’a pas révélé de différence de digestibilité iléale vraie, a I'exception de 4 acides

aminés, mais a montré une digestibilité iléale apparente plus faible chez le porc (5% en moyenne) 247),
Une autre étude menée sur des porcs canulés confirme la proximité des digestibilités iléales vraies
entre les deux especes pour la protéine de colza et la caséine. Les valeurs n’étaient différentes que

pour 5 acides aminés, en moyenne 3% plus élevées chez le porc par rapport 8 I'Homme 174,

Un modeéle consiste a utiliser le porc canulé comme substitut de I'Homme pour évaluer la digestibilité
iléale en routine, en particulier pour comparer les sources protéiques entre elles, avec l'utilisation
d’équations de régression pour passer d’une espéce a l'autre 74, Dans ce protocole suggéré par
Moughan et Rutherfurd, les pertes endogénes seraient mesurées pour chaque animal
individuellement par la méthode Enzyme-Hydrolyzed Casein (EHC, cf. paragraphe 4.3) ¥\, La mise au
point d'équations de prédiction statistiquement robustes permettrait de transposer un grand nombre
de données existantes chez le porc a 'Homme adulte ¢, Les limites du modéle porcin dans I’évaluation
de la digestibilité des protéines sont liées au colt des protocoles, aux difficultés de mise en ceuvre, et
aux considérations éthiques, en particulier dans le cas des canules permanentes. Malgré la bonne
corrélation des mesures de digestibilité iléale des protéines entre le porc et I'Homme pour un certain
nombre de protéines animales et végétales, la FAO souligne la nécessité d’augmenter les données en

caractérisant le maximum de sources de protéines et de régimes 3%,

4 3. Estimation des pertes endogénes

Nature des pertes endogénes

Les pertes iléales endogénes sont les acides aminés des protéines synthétisées par I'organisme,
sécrétées dans la lumiére intestinale, et qui n'ont pas été digérées et réabsorbées avant d'atteindre
l'iléon distal %), Elles sont constituées de mucoprotéines, d’enzymes digestives, de cellules

[270]

intestinales desquamées, et des poils ingérés dans le cas des modeéles animaux Les protéines

bactériennes sont souvent comptabilisées parmi ces pertes, malgré qu’elles ne soient pas strictement
d’origine endogéne. Chez 'Homme, les pertes endogénes sont de I'ordre de 1-2 g/jour contre 0,7-1,2

) [123,177]

g/jour pour les pertes exogenes (alimentaires . Elles représentent 60% du flux total d’acides
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Flux iléal AA (g/kg m.s ingérée)

aminés en sortie d’iléon, chez ’'Homme [1232% comme chez le porc B¥7°Y, d’ou I'importance de les

différencier de la part exogéne dans les mesures de digestibilité des protéines.

Les pertes endogenes se subdivisent en pertes basales, dites obligatoires, et en pertes spécifiques, qui
varient selon la composition du régime 27! (Figure 9.A.). On différencie la digestibilité iléale apparente
(AID) de la digestibilité iléale vraie (TID) et de la digestibilité iléale standardisée (SID) selon la
proportion d’acides aminés iléaux intégrés dans le calcul. La digestibilité apparente s’obtient en
déduisant le flux iléal total d'acides aminés (AA endogénes + AA exogenes) des acides aminés ingérés.
La digestibilité vraie s’obtient en corrigeant la digestibilité apparente par les pertes endogenes totales.
Dans le cas de la digestibilité standardisée, la digestibilité apparente est corrigée par les pertes
endogénes basales uniquement 7,

AAinge’re’ - AAiIe’on

Digestibilité iléale apparente (AID, %) = ———— x 100
AAinge’re’

. e, . AAingéré - (AAiIéon - AAendogéne total)

Digestibilité iléale vraie (TID, %) = A x 100
ingéré

. e, ., AAingéré - (AAiIéon —AAendogéne basal)

Digestibilité iléale standardisée (SID, %) = A x 100
ingéré

La digestibilité apparente des acides aminés est par définition plus basse que les digestibilités vraie et
standardisée et varie selon la teneur en protéines du régime (Figure 9.B.) *”!. Elle augmente de maniére
non linéaire avec le niveau d'acides aminés alimentaire car I'augmentation d’apport protéique réduit

la contribution relative des acides aminés endogenes par rapport aux acides aminés totaux dans l'iléon

[272,273]

o
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Pertes endogenes spécifiques

Digestibilité vraie
- - - - Digestibilité standardisée
------------ Digestibilité apparente

Digestibilité iléale AA (%) §

Teneur en AA du régime (g/kg) Teneur en AA du régime (g/kg)

Figure 9. A. Décomposition du flux d’azote iléal. B. Représentation schématique des digestibilités

apparente, vraie, et standardisée (reproduit d’aprés Stein et al. &)
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Méthodes de mesure des pertes endogénes

Plusieurs méthodes existent pour mesurer les pertes endogenes. Les pertes endogénes basales
peuvent étre estimées par le biais d’'un régime exempt de protéine (protéiprive). Le recueil des pertes
se fait aprés une période d’adaptation, généralement 4 jours %, nécessaire a I’évacuation des acides
aminés exogenes du tube digestif. La part endogéne peut étre déterminée a partir des concentrations

d’un marqueur non absorbable (cf. paragraphe 4.2) selon I’équation suivante 57 :
Mrepas

Pertes endogénes basales AA (g/kg m.s ingérée) = AAgigesta X
digesta

OU AAgigesta correspond a la concentration en acide aminé (g/kg m.s) dans les digesta iléaux, et Muigesta
et Mepas COrrespondent aux concentrations en marqueur (g/kg m.s) respectives dans les digesta et le
repas. Le régime protéiprive est la méthode de référence recommandée 7! mais on lui reproche sa
nature non-physiologique par le manque de stimulation du tube digestif 7). En effet, I'alimentation
par un régime sans protéine peut entrainer une réduction de la sécrétion d'enzymes gastriques et
pancréatiques 128 et une diminution du taux de synthése protéique dans l'intestin et I'ensemble de
I'organisme 274, Ces effets entraineraient une sous-estimation des pertes endogénes totales d’acides
aminés (27572781 et |a surestimation des pertes endogénes de proline et de glycine 27%?7%], Les pertes
endogenes basales peuvent étre mesurées par une méthode plus physiologique, qui consiste a
alimenter le sujet avec des peptides de faible poids moléculaire issus généralement de I'hydrolyse de
la caséine (Enzyme-Hydrolyzed Casein, EHC) 229, Les digesta iléaux sont traités par ultrafiltration pour
éliminer les peptides inférieurs a 10 kDa et les acides aminés libres, la fraction restante représentant
la matiére endogéne. Cette technique a été utilisée dans plusieurs études chez le rat [122254257]
I'incertitude principale étant I'hypothéese selon laquelle la contribution endogéne aux digesta iléaux se
ferait entierement sous forme de protéines ou de peptides de haut poids moléculaire (> 10 kDa), ce
qui n"est pas toujours le cas ?7%!. Une alternative proposée par certains auteurs consisterait a utiliser
un régime supplémenté par une protéine entierement digestible, comme la protéine de jaune d’ceuf,

afin de stimuler le tube digestif sans alimenter I'iléon terminal en acides aminés alimentaires 12°0276:281],

Il n"existe pas de procédure validée pour mesurer les pertes endogénes spécifiques, mais elles
s’estiment en pratique par différence entre les pertes endogenes totales et basales. Les pertes
endogénes totales peuvent étre mesurées par les techniques de I’lhomo-arginine 2% ou de la dilution
isotopique, cette derniére étant plus fréquemment utilisée. La méthode de la dilution isotopique vise
a mesurer directement le flux endogéne d’un acide aminé marqué au °N, et a été mise en ceuvre pour
la leucine chez 'Homme 988282 ot |e porc [175281,283,284] | o gyjet est perfusé a la leucine °N jusqu’a

atteindre un plateau d’enrichissement isotopique dans les acides aminés plasmatiques. La mesure de
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I’enrichissement de la leucine dans le plasma et dans les digesta iléaux permet d’estimer les pertes

endogenes a partir de I'équation suivante :

(15Ndigesta - 15N repas)

(15Nplasma -1 Nrepas)

Leucineendogéne = Leucinedigesta X

OU Leucinegigesta désigne la quantité de leucine dosée dans les digesta iléaux, et Nugigesta, *Nrepas,
15N ichi 15 ifs d les di ilé I I
plasma COrrespondent aux enrichissements en “N respectifs dans les digesta iléaux, le repas, et le
plasma. La digestibilité des autres acides aminés doit également étre estimée indirectement a partir
des résultats de I'acide aminé marqué. Ces deux procédures sont laborieuses, coliteuses et nécessitent
un équipement spécialisé. De plus, un seul acide aminé est marqué et est supposé étre représentatif
des autres. Ainsi, l'usage de la digestibilité standardisée est pour I'instant recommandée en nutrition

humaine et animale #7731, méme si sa valeur est inférieure a la digestibilité vraie ! (Tableau 9).

Une autre méthode consiste a discriminer directement les pertes endogenes et exogenes d'azote par
marquage isotopique des protéines alimentaires par des isotopes stables, généralement le *°N [73:123]
ou le 2H (cf. paragraphe 4.4). On utilise dans ce cas le terme « digestibilité réelle ». Cette technique
permet de marquer tous les acides aminés mais présente aussi des inconvénients, dus principalement
au colt important et a la disponibilité réduite des protéines marquées. De plus, le marquage des
protéines du régime pourrait sous-estimer les pertes endogénes par recyclage rapide des acides

aminés alimentaires dans les sécrétions endogenes, mais reste une méthode largement recommandée

[284]

Variabilité des pertes endogeénes

De nombreux facteurs influencent les sécrétions endogénes intestinales d’acides aminés, comme la
composition du régime et sa teneur en protéines, ainsi que les paramétres liés a I'individu tels que le
poids corporel et 'dge 7). Les pertes endogénes basales sont indépendantes des ingrédients du
régime. Leur flux journalier augmente avec la prise alimentaire, mais diminue lorsqu’elles sont
rapportées a la matiére séche ingérée . Le poids corporel pourrait également contribuer aux
variations des pertes endogénes iléales d’acides aminés 25!, Les pertes spécifiques s’ajoutent aux
pertes basales en étant induites par des caractéristiques spécifiques des ingrédients du régime. Elles
sont minimales lors de I'ingestion de protéines purifiées hautement digestibles, comme la caséine ou
la protéine d'ceuf, mais peuvent étre considérablement augmentées par la présence de fibres et de

facteurs antinutritionnels comme les inhibiteurs de la trypsine et la lectine de soja 73287),

Des études ont montré que la source de protéine alimentaire ingérée impactait les pertes endogenes

d’acides aminés. Leterme et al. ont mis en évidence que le porc nourri avec du blé aurait plus de pertes
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endogénes iléales que sous un régime a base de pois %2, Le type de protéine alimentaire pourrait
moduler la quantité d’azote endogéne recueillie dans l'intestin P¥*>>288] D’aprés une étude de
Gaudichon et al. évaluant la digestibilité iléale de protéines marquées au *N chez ’'Homme, I'ingestion
de protéines de soja induirait un débit iléal d'azote plus élevé que l'ingestion de protéines de lait, par
une contribution plus importante des pertes d'acides aminés endogénes 23], Un phénoméne similaire
est décrit chez le porc nourri avec des protéines de soja ou de lait %%, Les facteurs antinutritionnels
des végétaux tels que les tanins, les lectines et les inhibiteurs de trypsine ainsi que les fibres seraient
al'origine des pertes endogénes plus importantes ¥7). La forme de I’azote alimentaire (protéines, petits
peptides ou acides aminés libres) aurait également un effet sur les taux de sécrétion et réabsorption

des protéines endogénes dans I'intestin gréle chez 'Homme 229,

Chez 'Homme, les pertes endogenes iléales d’azote sont majoritairement constituées de glycine, de
proline, d’acide aspartique et glutamique, et de thréonine [!23282 |3 contribution importante de la
glycine, de I'acide aspartique et de I'acide glutamique pourrait provenir des sécrétions biliaires, des
mucines et des acides aminés bactériens ?°!. La quantité et la composition des pertes endogénes
varient selon 'espéce étudiée. Le flux d’azote endogéne (mg/g m.s ingérée) est plus élevé de 45% chez
I’'Homme par rapport au rat (Tableau 15) *32I, Sa composition est en revanche relativement similaire
entre les deux modeles a I'exception de I'acide glutamique, trois fois plus élevée chez le rat. Chez le
porc, la proline a la contribution majoritaire aux pertes endogénes et son flux iléal est doublé par

rapport a 'Homme.
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Tableau 15. Composition en acides aminés du flux iléal d’azote endogéne déterminée chez le rat, le

porc et ’'Homme nourris par un régime protéiprive (reproduit d’aprés Deglaire et al. *32)

Rat Porc Homme
Nombre d’études 6 9 3
N (ug/g m.s ingérée) 1346 + 436 1678 + 188 1952 + 172
Nombre d’études 3 9 3
AAl (g/16g N)
His 2,2+0,2 1,5+0,2 2,7+0,5
lle 2,4+0,1 2,9+0,7 2,6+0,3
Leu 4,1+0,4 4,4+0,6 5,0+0,5
Phe 2,704 2,5+04 3,0+£0,5
Lys 3,1+0,5 33+£1,0 48+1,7
Thr 59+1,2 5,0+0,9 6,1+0,6
Tyr 2,5+0,2 26111 29104
Val 3,8+0,3 39+1,2 4,6+0,2
Met - 1,1+0,8 0,8+0,2
Cys 0,8 1,2+0,6 2,6+1,2
Trp - 0,9+0,5 1
AANI (g/16g N)
Ala 3,4+0,2 46+1,4 3,4+£0,3
Asp 104+1,1 6,5+0,9 7,1+0,6
Glu 13,5+5,5 7,6+1,8 45+1,2
Pro 7,5+0,3 144 +6,4 54+1,0
Ser 7,3+3,2 4,5+0,7 4,7+0,5
Gly 8,7+2,5 8,4+2,3 7,6
Arg 3,6+0,2 3,6+0,6 4,2+1,5

AAI, Acides aminés indispensables ; AANI, Acides aminés non indispensables

4.4. Mesure de la digestibilité iléale des acides aminés chez I'Homme

La digestibilité iléale des acides aminés a été évaluée chez 'Homme au cours des 30 dernieres années
a l'aide de différents protocoles. Sa détermination directe basée sur la mesure des pertes iléales est
généralement menée sur des sources de protéines marquées au °N, 13C ou 2H, ou a I'aide d’un groupe
protéiprive pour estimer les pertes endogenes. Dans le cas de protéines non marquées, I'alimentation
par un régime protéiprive chez I’'Homme n’est possible que sur une durée trés restreinte, insuffisante
pour permettre une adaptation des fonctions intestinales, ce qui peut amener a une surestimation des
pertes endogénes 2°2, utilisation des protéines marquées est donc plus précise en étude clinique. La

digestibilité des acides aminés peut également étre étudiée par une nouvelle méthode indirecte basée
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sur l'enrichissement isotopique plasmatique, dite méthode double traceur, en cours de

développement 44,

Marquage des protéines alimentaires

Le marquage des protéines végétales a 'azote °N est réalisé dans la plante en croissance par I'apport
d’engrais azotés enrichis, généralement le nitrate d’ammonium (**NH;'>NQ3) 561521541 gy |e nitrate de
potassium (K**NOs) [*552%3] || est aussi possible sur les animaux, notamment les ruminants (lait [°+123:2%4
et viande bovine >3]), chez lesquels les sels d’ammonium sont digérés par les bactéries du rumen, qui
produisent alors des acides aminés marqués. Ainsi, I'administration de sulfate d'ammonium enrichi
((**NH4),S04) par voie orale ou dans le rumen permet au marquage d’étre incorporé aux protéines
corporelles. Concernant les monogastriques, le marquage des protéines de I'ceuf a été mené dans
plusieurs études par I'incorporation d’acides aminés *°N dans I’alimentation des poules [!722%], |’azote
15 permet un marquage uniforme entre les acides aminés, mais il n’est pas approprié pour suivre leurs
squelettes carbonés a cause des réactions de transamination qui intervertissent les marqueurs 2%, IIs
peuvent en revanche étre tracés par le 3C ou le deutérium (*H). Le marquage des végétaux au %H se
fait grace a I'apport d’eau lourde par arrosage aprés la floraison “**344 ou dans I’eau de boisson dans
le cas des sources animales 2. || a surtout été réalisé sur des légumineuses jusqu’a présent mais est
applicable aux autres sources de protéines 8. Van Vliet et al. ont notamment démontré la faisabilité
du marquage de I'ceuf et de la viande de poulet a la L-leucine [5,5,5-2H3] par I’alimentation des poules,
pour une utilisation en recherche sur la nutrition humaine 2!, Le marquage au *3C sur I'ensemble des
acides aminés est trés colteux et difficilement abordable pour les plantes, qui doivent étre placées
dans des enceintes sous une atmosphére enrichie en 3CO,. Il est peu réalisé sur les animaux de grande
taille, pour lesquels le marquage est réalisé par perfusion d’un acide aminé marqué, par exemple dans
la mamelle pour le marquage du lait 2°?%¢, ’incorporation d’un mélange d’acides aminés *3C dans
I"alimentation de poules a mené a un marquage intrinseque mais non uniforme sur tous les acides

aminés de I'ceuf, et s’est avéré extrémement couteux 12231,

Méthodes de recueil des digesta iléaux (iléostomie, sonde naso-iléale)

Chez I’'Homme, les digesta iléaux sont recueillis en continu aprés ingestion de la protéine a tester par
des volontaires iléostomisés ou par des sujets sains intubés avec une sonde naso-iléale. L'iléostomie
provoque une modification de I'iléon terminal, qui développe une flore microbienne pour assumer
certaines fonctions du gros intestin absent ou dysfonctionnel 247299301 | es effluents collectés par cette
méthode ne sont donc pas forcément représentatifs des pertes digestives d’un sujet sain 24¢2%8 et |e
recrutement de volontaires iléostomisés est laborieux. Une étude menée par Evenepoel et al. sur 5

sujets iléostomisés rapporte une digestibilité iléale de 90,9% et 51,3% pour la protéine d’ceuf cuite et
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crue marquée au **N 179 plus faible que les valeurs obtenues en modéle animal ou chez ’'Homme au
niveau fécal %) Moughan et al. ont eu recours au sujet humain iléostomisé pour évaluer la
digestibilité iléale des acides aminés de la protéine de soja en comparaison aux protéines de lait, qui
se sont toutes deux révélées presque entiérement digestibles et en accord avec la littérature 7!, Cette
étude valide également la mesure de la digestibilité en aiglie chez I’'Homme, par contraste avec une

adaptation au régime qui peut étre réalisée sur plusieurs semaines en modele animal.

La méthode de la sonde naso-iléale a été appliquée dans une série d'études de notre unité et a fourni
des données de digestibilité iléale réelle de nombreuses sources de protéine chez le sujet sain adulte.
Des valeurs de digestibilité azotée de 89,4%, 91,0%, 91,0%, 60,2%, 94,1%, 95,5%, et 94,1% ont
notamment été trouvées pour le pois *%, le lupin °%), I'isolat de protéine de soja [***, la zéine (protéines
non marquées) **7), et la caséine (%! respectivement. Cette méthode a également permis d’évaluer la
digestibilité iléale réelle des acides aminés de différentes protéines chez I’'Homme *23!, Pour la protéine
de soja, la digestibilité variait de 89,0% pour la thréonine a 96,8% pour la tyrosine tandis que pour la
protéine de lait, elle se situait entre 91,6% pour la glycine et 99,3% pour la tyrosine. Ces méthodes ont
I'inconvénient d’étre invasives et coliteuses et sont inappropriées pour I'évaluation de routine de la
qualité des protéines ou I'étude de populations particuliéres. La FAO a souligné la nécessité de mettre
au point un protocole faiblement invasif basé sur les signatures isotopiques plasmatiques, dite

méthode « double traceur », qui est en cours de validation.

Meéthode double traceur

La méthode double traceur est une méthode indirecte basée sur une approche multitraceur
plasmatique permettant de s’affranchir du recours a la sonde et des difficultés méthodologiques liées
a la détermination des pertes endogénes. Elle repose sur l'ingestion simultanée d’une protéine
d’intérét dont on veut déterminer la digestibilité des acides aminés et d’'une protéine de référence.
Chacune est marquée par un isotope stable, le 2H est recommandé pour la protéine test et le 3C pour
la référence 38, 'usage du N pour la protéine test est possible *°) mais a cause des transaminations,
le marquage 2H est préférable. Les acides aminés circulants ne sont pas le reflet direct des acides
aminés absorbés parce qu’ils sont captés par les tissus et qu’une partie est oxydée, d’ou la nécessité
de faire intervenir une protéine de référence. Il est nécessaire pour cela de connaitre précisément la
digestibilité de la référence, et I’'hypothese est faite que I'extraction splanchnique d’un méme acide
aminé est similaire entre les deux protéines. La comparaison du rapport 2H/33C dans le repas et dans
le plasma pour un acide aminé donné refléte sa digestibilité dans la protéine d’intérét relativement a

la référence (Figure 10). A titre d’exemple, un ratio 2H/*3C plus faible dans le plasma par rapport au
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repas signifie que la digestibilité de I'acide aminé concerné est plus faible pour la protéine d’intérét
que pour la protéine de référence. D’apres les recommandations de la FAO, la protéine de référence
est une source commerciale de protéine unicellulaire hautement et uniformément enrichie par un
isotope stable 38, Elle doit &tre hautement digestible et culturellement acceptable. Il n’est pas
nécessaire que sa composition en acides aminés soit aussi équilibrée que celles des protéines de haute
qualité nutritionnelle, comme la protéine d’ceuf ou de lait. Les protéines de microalgues comme la
spiruline semblent répondre a ces critéres et sont suggérées comme référence de la méthode double

traceur dans le rapport de la FAO de 2014 B8,

2H/BC plasma -e—— PLASMA
2 13
2H/BC repas H C
REPAS
absorption
’H B >
Protéine d’intérét Référence

Intestin gréle

Figure 10. Principe de la méthode double traceur pour la mesure de la digestibilité des acides aminés

La méthode double traceur a été utilisée initialement par Engelen et al. pour révéler une
malabsorption protéique chez des sujets atteints de mucoviscidose %7, Elle a été adaptée récemment
par I'équipe du S' John’s Research Institute a Bangalore (Inde) pour évaluer la digestibilité d’acides
aminés de diverses protéines marquées au deutérium, avec la spiruline 3C comme référence =44, |a
digestibilité de la spiruline a été mesurée au préalable par un double tragage faisant cette fois
intervenir le 13C en tant que marquage d’intérét, en prenant pour référence des acides aminés sous
forme cristalline marqués au 2H Y, La digestibilité moyenne des acides aminés obtenue pour la
spiruline était de 85,2%, et a été réévaluée a 87,9% dans une étude suivante *°, Ces valeurs sont faibles
par rapport a ce qui est attendu d’une protéine de référence, a savoir une digestibilité proche de 100%.
L’étude d’Engelen et al. rapportait également une faible digestibilité de 80% pour la spiruline chez
I’adulte sain. Le choix de la spiruline en tant que référence a été évalué dans une étude sur la
digestibilité de légumineuses par la méthode double traceur chez I’'adulte. Des acides aminés algaux
13C ont été testés en tant que référence alternative a la spiruline et les résultats de digestibilité des
|légumineuses étaient identiques dans les deux cas (pour le haricot mungo, 64% vs 63% de digestibilité
en utilisant les AA algaux ou la spiruline comme référence, P > 0.05) 3. La spiruline ou un mélange
d’acides aminés libres semblent pouvoir étre utilisés I'un comme I'autre en tant que référence dans le

cadre de la méthode double traceur. Dans les protocoles menés par I'équipe indienne, les repas sont
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administrés sous forme de portions successives pendant 7 heures. Les protéines d’intérét et de
référence sont incorporées dans un repas complet (riz au curry). Les prélevements sanguins sont
réalisés a temps zéro (TO) puis, 5 heures suivant la premiére ingestion, toutes les demi-heures pendant
3 heures (T5-T8). Les repas continus permettent de générer un plateau d’enrichissement isotopique
dans le plasma. Le calcul de la digestibilité s’effectue au plateau, atteint généralement au bout de 6
heures, par I'équation suivante

2leasma / 13Cplasma

2Hrepas / 13Crepas

Digprot (%) = x Digrer x Fr x 100

Avec Digprot €t Digrer la digestibilité respective de la protéine d’intérét et de la protéine de référence
(e.g. spiruline), Hplasma/repas €t 2Cplasma/repas I’€Nrichissement respectif en ?H et en 3C dans le plasma et
le repas par rapport a la valeur basale (T0), et Fr le facteur de correction des réactions de
transamination. Cette équation s’applique a un acide aminé donné, son enrichissement spécifique
étant mesuré par chromatographie couplée a la spectrométrie de masse a ratio isotopique (GC-C-IRMS
et LC-MS/MS). La méthodologie initialement proposée par la FAO fait intervenir un repas unique,
générant non pas un plateau mais un pic d’enrichissement des marqueurs dans le plasma B2, Les
enrichissements plasmatiques peuvent alors étre calculés pour chaque acide aminé a partir de 'aire

sous la courbe (AUC) sur les 8 heures de prélevement, et non pas sur un temps réduit.

Ce protocole a permis d’évaluer la digestibilité des acides aminés de protéines de sources animales et
végétales, a savoir le pois chiche, le pois jaune, le haricot mungo (écossé ou entier), I'ceuf (entier ou
isolat), le poulet (blanc de poulet cuit), et la spiruline (Tableau 9). Les valeurs de digestibilité moyenne
des acides aminés les plus élevées étaient obtenues pour I'ceuf et le poulet (92,3% et 92%
respectivement) “? et les plus faibles pour le pois chiche et le haricot mungo (60% et 61,2%
respectivement). La digestibilité moyenne obtenue pour le pois jaune était de 71,6%, et les valeurs
s’étendaient de 56,1% pour la méthionine a 80,6% pour la phénylalanine 3. Les résultats obtenus
pour les protéines animales sont en adéquation avec les valeurs trouvées par une mesure directe chez
I’'Homme (e.g. 89,4% “? vs 90,9% 7! pour I'ceuf par la méthode double traceur et iléostomie,
respectivement, Tableau 9). Dans le cas des sources végétales, la méthode double traceur semble
sous-estimer la digestibilité iléale des acides aminés obtenue par la méthode sonde (e.g. 71,6% 3! vs
89,4% B pour le pois jaune par la méthode double traceur et sonde, respectivement, soit une sous-
estimation de 20%). Les résultats sont également plus bas que les digestibilités iléales évaluées sur les

modeles animaux (e.g. 10% de sous-estimation pour le pois-chiche et 20% pour le haricot mungo chez

le rat [43,150,303—305])
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La méthode double traceur a I'avantage d’étre faiblement invasive, plus rapide, et utilisable a plus
grande échelle que la méthode sonde. Elle permet surtout d’étudier les populations particuliéres et
notamment les personnes sensibles (enfants, personnes agées), pour lesquelles il est possible de
réduire le nombre de prélévements sanguins en se limitant au plateau isotopique (6 h aprés ingestion
d’aprés Devi et al. *Y) ou au pic de I'enrichissement dans le cas d’un repas unique (FAO #8). Pour que
la méthode soit valide, il est cependant nécessaire de s’assurer de I'apparition concomitante des
traceurs de la protéine test et de ceux de la protéine de référence dans le plasma %, Ainsi, le temps
de vidange gastrique est un parameétre a considérer lors de I'élaboration du protocole expérimental.
La composition et la texture du repas doivent étre choisies de maniere a éviter un déphasage entre la
protéine d’intérét et la référence dans I'estomac. La méthode double traceur est encore en phase de
développement et nécessite d’étre validée par comparaison avec la méthode directe du recueil iléal
chez 'Homme, au sein d’'un méme protocole 8. Sa validation est d’autant plus nécessaire pour les
protéines de digestibilité faible (< 75%) et moyenne (< 85%). Des études comparatives
complémentaires peuvent également étre menées chez le porc. Les limites de la méthode double
traceur sont liées a sa complexité analytique, au recours a des étapes intermédiaires pour la
détermination de plusieurs facteurs de corrections (e.g. taux de transamination). Comme toute
méthode isotopique, elle engendre des colts non négligeables liés au protocole de marquage et se

limite aux aliments qui peuvent &tre marqués intrinséquement au 2H.
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Résumé méthodes de mesure de la digestibilité in vivo

La digestibilité s’évalue préférablement au niveau iléal, sa mesure fécale sous-estimant les pertes
digestives, et individuellement pour chaque acide aminé. Cependant, I'évaluation de la digestibilité
iléale est soumise a des difficultés méthodologiques. Les modeéles d’étude pertinents sont I’'Homme,
le porc et le rat, selon cet ordre de préférence. Chez 'Homme et le porc, 'usage d’une sonde naso-
iléale ou de méthodes chirurgicales (iléostomie, canule digestive pour le porc) permet de collecter le
contenu de l'iléon en continu et de doser les pertes digestives dans leur intégralité. Chez le rat, le
recueil des digesta se fait par euthanasie a un temps donné, ce qui nécessite |'utilisation d’'un marqueur
indigestible pour ramener les pertes a une quantité ingérée appropriée. Il est également envisageable
d’utiliser la digestibilité caecale a la place de la digestibilité iléale. Quel que soit le modéle, il est
nécessaire de retrancher la part endogéne des pertes totales d’azote et d’acides aminés pour mesurer
une digestibilité vraie. L’évaluation des pertes endogénes passe généralement par I'administration
d’un régime protéiprive ou par d’autres techniques comme l'ingestion de peptides ou la dilution
isotopique. La méthode la plus pertinente est la discrimination directe entre les pertes endogénes et
exogénes par marquage des protéines alimentaires avec des isotopes stables, généralement le °N ou
le 2H, mais la technique est colteuse. Chez ’'Homme, I'évaluation directe de la digestibilité iléale
nécessite la pose d’'une sonde naso-iléale tres invasive ou le recourt a des volontaires iléostomisés,
dont le recrutement est complexe. C'est pourquoi une nouvelle méthode indirecte double traceur
basée sur I'enrichissement isotopique plasmatique est suggérée par la FAO. Elle fait intervenir le
double marquage d’une protéine d’intérét et d’une protéine de référence hautement digestible, la
digestibilité de la protéine d’intérét étant calculée a partir de I'enrichissement plasmatique du
marqueur de la référence. Cette méthode nécessite d’étre validée par comparaison directe avec un
protocole de recueil iléal, mais faciliterait I'évaluation de la digestibilité des acides aminés chez

I'Homme, notamment pour les populations sensibles (enfants, personnes agées...).
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CHAPITRE 2 — TRAVAUX DE THESE
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1. Objectifs généraux

Dans le contexte actuel de transition vers une alimentation plus durable, la stratégie vise notamment
a identifier des alternatives végétales aux protéines d’origine animale [B%-30832 |3 qualité
nutritionnelle de ces nouvelles sources doit étre évaluée, tout comme les effets des procédés
technologiques dont elles sont issues et des modes de préparation avant consommation. Il est pour
cela nécessaire de disposer de méthodes fiables, représentatives de 'THomme, et réalisables en termes
de co(it et de temps 8. Parmi les sources alternatives de protéines, le pois présente de nombreux
avantages. Sa teneur en protéines est élevée (24% m.s ), sa culture nécessite peu d’intrants et
permet de réduire les apports azotés 22, ’évaluation de sa qualité nutritionnelle est indispensable

pour valider son potentiel et éventuellement promouvoir sa culture.

Le projet de these visait deux objectifs principaux. Le premier consistait a évaluer la qualité
nutritionnelle de la protéine de pois, en comparaison a d’autres sources protéiques. Cette évaluation
a été faite par la détermination de la digestibilité iléale vraie des acides aminés (AA), en premiére
intention chez le rat, puis chez 'Homme. D’autres critéres de qualité nutritionnelle ont également été
caractérisés, comme le score chimique, 'UPPN, le bilan azoté et le PER (cf. paragraphe 3. pour les
méthodes). Les protéines évaluées en comparaison au pois étaient la caséine de lait, choisie pour sa
haute qualité nutritionnelle, et le gluten de blé, une autre source végétale de protéines mais limitante
en lysine. Le second objectif de ces travaux était de développer les méthodes d’évaluation de la
digestibilité iléale des AA chez le rat et chez I’'Homme. Chez le rat, il s’agissait de comparer plusieurs
méthodes d'évaluation de la digestibilité des protéines, selon le site de collecte (iléon ou ceecum) et
I'utilisation ou non d'un marqueur non-absorbable. Chez I'Homme, il s’agissait de tester la validité de
la méthode double traceur en la comparant a la méthode directe, ou les digesta sont recueillis par
intubation. Les études chez le rat ont été réalisées sur des protéines non marquées, un groupe
protéiprive étant constitué pour la mesure des pertes endogenes d’azote et d’AA. En parallele des
études chez I'animal, des protéines de pois et de la caséine doublement marquées au °N et au 2H ont
été produites pour I'étude clinique qui suivait. Ces travaux ont donné lieu a la rédaction de 4 articles,
dont un publié dans The British Journal of Nutrition en 2020, et 3 en cours de publication ou de

soumission. Un récapitulatif des travaux menés pour chaque étude est présenté en Tableau 16.
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Tableau 16. Récapitulatif des travaux menés pour chaque article rédigé

Article Modele Objectif Protéines étudiées Criteres évalués Statut
S Protéine de pois Digestibilité caecale vraie des AA
1- Multi-criteria assessment of . . ot e .
. o . Caséine Digestibilité fécale vraie de N
pea protein quality in rats: a Evaluation de la
. . o Gluten DIAAS 2 [309]
comparison between casein, Rat qualité des . . b Publié
. . Protéine de pois + méthionine PDCAAS
gluten and pea protein alone or protéines . . . .
. . Protéine de pois + gluten (PER) Bilan azoté
supplemented with methionine .
(Non marquées) PER
. . Influence du site de recueil des
. . Protéine de pois . o
2- Cecal digestibility as an , . digesta (caecum vs iléon) et de
. . . . Développement Caséine A R En cours de
approximation of ileal protein Rat ) . I"utilisation d’'un marqueur non- .
. e . méthodologique Gluten soumission
digestibility evaluation in rats (Non marquées) absorbable (Cr,0s) sur la
q digestibilité vraie des AA
3- Real ileal amino acid . . . . ere s o g .
. . . Evaluation de la Protéine de pois Digestibilité iléale vraie des AA
digestibility of pea protein s i . En cours de
. Homme qualité des Caséine de lait DIAAS .
compared to casein in healthy . 1 soumission
protéines (Marquage *N) UPPN
humans
4- Comparison of dual tracer Protéine de pois Comparaison de la méthode
and ileal sampling methods in Déveloopement Caseine ‘i‘f |a'tz plasmatique double traceur a la En cours de
the assessment of amino acid Homme -veloppem (Marquage ™N & °H) méthode directe (sonde naso- o
méthodologique soumission

digestibility of pea protein and
casein in humans

iléale) dans I’évaluation de la
biodisponibilité digestive des AA

AAs algaux libres
(Marquage *3C)

AA : acides aminés, Cr,03 : oxyde de chrome, DIAAS : Digestible Indispensable Amino Acid Score, N : azote, PDCAAS : Protein Digestibility Corrected Amino Acid

Score, PER : Protein Efficiency Ratio, UPPN : Utilisation Protéique Nette
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2. Méthodes utilisées

2.1. Production des protéines doublement marquées

Protéine de pois

Des pois jaunes (Pisum sativum, var. kayanne) ont été cultivés a I'Unité Expérimentale du Domaine
d’Epoisses, INRAE (Breteniére, France) sur 3 micro-parcelles de 12 m2. Le marquage au °N a été réalisé
par 2 apports de 50 g de nitrate d’ammonium marqué (**NH,®NOs, 10%), le premier au stade 4-6
feuilles et le second a I'apparition des boutons floraux (Figure 11). Le marquage au 2H a été réalisé a la
mi-floraison par arrosage a I’eau deutérée (*H,0, 99%) a une dose de 20 L par parcelle (60 L au total)
pendant 5 jours consécutifs. A maturité, 8 kg de pois ont été récoltés et séchés. Apres le tri des graines
attaquées par un insecte ravageur (bruche), seulement 5 kg de pois ont été conservés. Les protéines
ont été extraites au sein des laboratoires de Roquette par un procédé de paillasse comprenant les
phases de concassage, de délayage, de précipitation acide, et de neutralisation. Apres pasteurisation
et Iyophilisation, 450 g d’isolat protéique contenant 12% d’azote et doublement marqué au °N et 2H
ont été obtenus. Des analyses microbiologiques ont été menées sur l'isolat afin de garantir son

innocuité sanitaire dans le cadre de I'étude clinique.

Les enrichissements globaux obtenus pour I'isolat de pois étaient de 0,71 atome pourcent (AP) pour le
15N, soit 2 fois I'enrichissement naturel, et de 0,11 AP pour le 2H, soit 8 fois I’enrichissement naturel.
L’enrichissement des AA individuels variait de 0,67 AP (méthionine) a 0,73 AP (lysine) pour le N, et
de 0,05 AP (aspartate) a 0,11 AP (phénylalanine) pour le 2H (Figure 13).

Eau deutérée
2H,0
Nitrate d’ammonium marqué L2
15NH415N03 .

e

1 i

(6] \,
11-
J . . Fin

. . . . Début F ) .
Semis Levée 3 feuilles 6 feuilles © .u 'T‘ remplissage Récolte
floraison floraison graines

Figure 11. Protocole de marquage des pois sur micro-parcelle
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Caséine de lait

Le marquage du lait a été mené au sein de la ferme expérimentale d’AgroParisTech (Thiverval-Grignon)
sur une vache laitiére de race Prim’Holstein, par un protocole sur 5 jours (J1-J5). Le marquage au *H a
été réalisé par administration d’eau deutérée (°H,0, 99%) pendant 3 jours consécutifs, de J1 a 13, a
une dose de 1,8 L/jour (Figure 12). Le marquage au °N a été réalisé par I'apport alimentaire de sulfate
d’ammonium marqué ((**NH,),S04, 99%) a la seringue pendant 4 jours consécutifs, de J2 3 J5, & une
dose de 100 g/jour. A J5, 40 L de lait marqué ont été collectés sur 2 traites. Aprés traitement thermique
et écrémage, les caséines ont été extraites par ultrafiltration (membrane 10 kDa) suivie d’une
microfiltration (membrane 0,1 um). Aprés un second traitement thermique et un séchage par
lyophilisation, 500 g d’isolat protéique contenant 12,5% d’azote et doublement marqué au °N et ?H
ont été obtenus. Des analyses microbiologiques ont été menées sur l'isolat afin de garantir son

innocuité sanitaire dans le cadre de I'étude clinique.

Les enrichissements globaux obtenus pour I'isolat de caséine étaient de 1,75 AP pour le °N, prés de 5
fois I'enrichissement naturel, et de 0,14 AP pour le %H, soit 10 fois I'enrichissement naturel.
L’enrichissement des AA individuels variait de 1,07 AP (tyrosine) a 2,00 AP (aspartate) pour le N, et
de 0,04 AP (phénylalanine) 3 0,18 AP (alanine) pour le 2H (Figure 13).

Eau deutérée Sulfate d’ammonium marqué
2H,0 (5NH4)2S04
J1 J2 3 14 J5
Traite

Figure 12. Protocole de marquage du lait
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Figure 13. A. Enrichissement en °N des AA des isolats de pois et de caséine de I'étude clinique.
B. Enrichissement en 2H des AA des isolats de pois et de caséine de I'étude clinique. Asx : asparatate +

asparagine, Glx : glutamate + glutamine.
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2.2. Mesure de la digestibilité des protéines chez le rat et chez 'Homme

Rat

L’évaluation de la digestibilité fécale de I'azote a consisté a rapporter les pertes azotées fécales a
I’azote ingéré B, Elle a été menée chez le rat en plagant les animaux en cages métaboliques pour
permettre la collecte exhaustive des feces et de la nourriture non ingérée, sur une période de 2 jours
(Article 1). La pesée quotidienne des gamelles et des restes alimentaires a permis de mesurer

précisément la quantité d’azote ingérée.

L’évaluation de la digestibilité iléale de I'azote et des AA chez le rat requiert I'’euthanasie de I'animal
et le recueil des pertes digestives par dissection a un instant donné (cf. chapitre 1 paragraphe 4.2.). Il
n’existe pas de protocole standardisé, et deux méthodes sont couramment mises en ceuvre. La
premiere consiste a instaurer un débit intestinal continu par I'administration réguliere de repas
fractionnés, auxquels est intégré un marqueur non absorbable 1222542571 | 3 quantité de digesta iléal
collectée est corrigée par le taux de récupération du marqueur dans l'iléon. La deuxieme méthode,
menée au cours de ces travaux, repose sur I'approximation de la digestibilité iléale par la digestibilité
ceecale 71184 |e caecum étant considéré comme un compartiment de stockage des pertes iléales
(Article 1). Ainsi, un repas unique a été administré et les digesta ceecaux et iléaux ont été collectés 6 h
plus tard, tout comme le contenu de I'intégralité du tube digestif pour réaliser un bilan de matiére et
se passer de lutilisation d’un marqueur 1322%8259 Un marqueur non-absorbable (oxyde de chrome,
Cr,03) a été ajouté aux repas pour calculer la digestibilité selon les deux approches, et les comparer

(Article 2).

Les protéines étudiées chez le rat étaient la protéine de pois, la caséine, le gluten et la protéine de pois
supplémentée en méthionine. Les isolats protéiques n’étant pas marqués, un groupe protéiprive a été
constitué pour estimer les pertes endogenes et évaluer les digestibilités vraies de I'azote et des AA.
Les analyses menées au cours des études chez le rat étaient le dosage de I’azote, des AA et du chrome
dans les contenus digestifs et les isolats protéiques. Les méthodes isotopiques n’ont pas été utilisées

sur ces échantillons.

Homme
La digestibilité iléale de I'azote et des AA a été évaluée chez ’'Homme sur des sujets adultes sains, par
la méthode directe de la sonde naso-iléale (Article 3). Cette technique est menée depuis 30 ans au sein

S [123,157,153,174,152,126,51,155,177,240]

de notre unité et a donné lieu a de nombreuses étude . Le calcul des

pertes digestives repose sur la mesure de 3 parametres : le débit iléal, la concentration en azote et en
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AA, et I'enrichissement isotopique des digesta par rapport a I’enrichissement du repas (N et AA). Les
pertes digestives sont recueillies en continu par aspiration a travers la sonde, aprées ingestion des
protéines test. La sonde est introduite par le nez dans I'estomac du volontaire, et migre jusqu’a I'iléon
terminal en quelques heures (10 a 24h) par les mouvements du péristaltisme. Un marqueur non-
absorbable (PEG-4000) est diffusé 20 cm avant la zone de recueil pour permettre la mesure du débit
intestinal. Les sondes sont fabriquées au laboratoire selon un protocole rigoureux. Elles mesurent 3 m
et sont composées de 3 tubulures, se terminant par une zone de recueil et un ballonnet (Figure 14.A).
Ce dernier contient un lest et peut étre gonflé pour faciliter la migration. Les 3 tubulures sont chargées
de la perfusion du marqueur, du recueil des digesta iléaux, et du gonflage du ballonnet,
respectivement. La position de la sonde est vérifiée par radiographie (Figure 14.B) et par le pH des
digesta collectés. La procédure est complexe et le taux de réussite est de 60% uniguement, lié
principalement a I'échec du passage de la sonde a travers le nez ou le pylore, et a la mauvaise tolérance

de la sonde.

La digestibilité des AA a également été évaluée par la méthode plasmatique double traceur, qu’il
s’agissait de tester dans le contexte du recours a des méthodes moins invasives 8. Ainsi, le protocole
mené avait pour objectif la comparaison entre les méthodes directe (intubation) et plasmatique
double traceur, sur les mémes sujets (Article 4). La méthode double traceur repose sur l'ingestion
simultanée d'une protéine test et d'une référence de digestibilité connue (protéine ou AA libres), et
sur la comparaison de leur taux d’incorporation dans le plasma (cf. chapitre 1 paragraphe 4.4.).
Chacune d’elle est marquée par un isotope stable. Au cours de nos travaux, la référence était un
mélange d’AA libres d’origine algale marqués au 13C, et non pas la spiruline, dont nous avons estimé la
digestibilité trop faible et variable (85,2% et 87,9%) “**3!. Nous avons comparé 2 techniques de calcul
pour la méthode double traceur, a savoir, I’AUC 3% et I'enrichissement moyen au plateau isotopique
plasmatique Y. Pour cette derniére, les plateaux des 2 marqueurs (protéine test et référence) doivent

étre concomitants (Figure 15).

Deux protéines test ont été évaluées au cours de cette étude, la protéine de pois et la caséine,
doublement marquées au ©*N et au 2H. Le marquage °N a été utilisé pour la mesure directe de la
digestibilité iléale dans les digesta, tandis que le marquage 2H a servi pour la méthode plasmatique
double traceur. L’administration des repas a suivi un protocole intermédiaire, répondant aux exigences
des deux méthodes. En effet, la méthode directe nécessitait la récupération des pertes iléales du repas
test dans leur intégralité (repas unique, en général). Pour la méthode double traceur, il s’agissait de
générer des plateaux d’enrichissements isotopiques dans le plasma (repas multiples en continu), avec

concomitance entre la protéine test et la référence. Pour cela, 9 repas ont été administrés toutes les
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30 min pendant 4 h, et les digestats iléaux ainsi que des échantillons de plasma ont été prélevés
pendant 8 h a partir de la premiere ingestion. La période d’ingestion a ainsi été raccourciede 7ha4h
par rapport aux autres travaux menés sur la méthode double traceur ¥ pour la collecte exhaustive
des pertes digestives, nécessaire a la méthode directe. Les protéines test et la référence (AA libres 3C)
ont été incorporées dans de la purée de pomme de terre. La matrice alimentaire a été choisie semi-
liquide pour limiter le déphasage entre les protéines test et la référence pendant |'étape gastrique de

la digestion, condition nécessaire a la fiabilité de la méthode double-traceur.

A
Tubulure 2 : perfusion du [ Zone de recueil ]
margueur non-absorbable ,’
\ . 20cm R / 7cm
\ bl Ld
\
Vv ’/ -9
L O AR ACAACACACACAY)
0000000000 %
/ / 2 >
- 10 cm
Tubulure 1 : recueil Tubulure 3 : gonflage Ballonnet en latex
des effluents du ballonnet

Figure 14. A. Représentation schématique de I'extrémité de la sonde naso-iléale. B. Radiographie de

la sonde positionnée dans I'iléon terminal d’un volontaire.
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Figure 15. A. Plateau d’enrichissement en 3C des AA plasmatiques. B. Plateau d’enrichissement en 2H
des AA plasmatiques. Les valeurs sont les moyennes + ET des enrichissements aux plateaux, entre 5 h
et 8 h aprés l'ingestion du premier repas contenant la protéine test (spiruline 3C) et la référence

(mélange d’AA 2H), d’aprés Devi et al. 144,

2.3. Méthodes analytiques

Les techniques analytiques principales mobilisées pour ces travaux étaient la chromatographie
(gazeuse et liquide) et la spectrométrie de masse a rapport isotopique. L’analyseur élémentaire (EA) a
été utilisé pour mesurer la teneur en azote (N) et en carbone (C). La chromatographie liquide a ultra-
haute performance (U-HPLC) a permis de doser les AA. L'EA a été couplé a un spectromeétre de masse
a rapport isotopique (IRMS) pour évaluer I'enrichissement global en °N et en 13C. L’enrichissement en
15N, 2H et 13C des AA individuels a été mesuré par chromatographie gazeuse couplée a un four de
combustion et a un IRMS (GC-C-IRMS). Les échantillons dosés étaient des digestats et des féces
(lyophilisés et broyés), des isolats protéiques (pois et caséine), du plasma, des urines, de I'air expiré,

et de l'urée (urinaire et plasmatique). Les principes de ces méthodes sont présentés ci-dessous.

EA-IRMS

L’EA (ici, Vario Micro Cube, Elementar) mesure la teneur en azote et en carbone dans des échantillons
solides ou liquides. Couplé & un IRMS, il permet également de mesurer I'enrichissement en *N et 13C.
L'EA seul et 'EA-IRMS ont été utilisés sur des digestats, des isolats protéiques, des feces, des urines, et
de l'urée plasmatique et urinaire extraite sur résine.

Les échantillons sont encapsulés et subissent une combustion a 950°C en présence d’oxyde de cuivre,

un catalyseur chimique (Figure 16). La réaction libére des oxydes d’azote (NO, NO,, NOs), du CO, et de
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I'eau, et les éléments secondaires sont piégés par le tube de combustion. Les oxydes d’azote sont
réduits en azote élémentaire par le tube de réduction, contenant du cuivre métallique et chauffé a
650°C. L'eau est piégée dans un tube contenant du pentoxyde de phosphore (Sicapent®). Lorsque
I'azote est dosé seul, de I’hydroxyde de sodium recouvert de silice est ajouté au piege a eau pour capter
le carbone. Les gaz sont quantifiés par un catharometre (détecteur de conductivité thermique, TCD)
en comparaison aux gaz de référence (N, et CO,). En cas de couplage avec un IRMS, le N et le CO; sont
acheminés dans la source d’ionisation par un gaz porteur (hélium), ou ils subissent un impact
électronique (M + e &> M* + 2¢’). Des ions a m/z 28, 29 et 30 sont formés dans le cas du N, ou a m/z
44, 45 et 46 dans le cas du CO;. Ces ions sont séparés selon leur masse et leur charge par un champ
magnétique et analysés par des détecteurs, l'intensité du signal correspondant au nombre d’ions
atteignant chaque détecteur. Les rapports d’intensité donnent les valeurs de ®N/*N et de 3C/**C, et

les deltas pour mille (6) sont calculés par rapport aux gaz de référence (N, et CO;), comme suit :

_ 15N/14N échantillon — >N/%N référence
- 1SN/*N référence

8N x 1000

_ BC/™C échantillon — C/*2C référence

813C = — x 1000
13C/12C référence

Des standards externes, dosés dans les mémes conditions que les échantillons, permettent d’ajuster
les résultats obtenus. L’atropine, de teneur en azote et en carbone connue, est le standard des analyses
d’EA. U’acide glutamique, d’enrichissement en *N et en 3C connu, est le standard isotopique des
analyses d’IRMS.

Les données d’enrichissement en delta pour mille (8) sont ensuite exprimées en atome pourcent (AP),

i.e. le ratio entre I'isotope stable et I'ensemble des atomes :

1+ 5échanti|lon/1000

x 100
1 + (Srérérence X (1 + Sechantiilon/1000))

Enrichissement (AP, %) = S eference X

La référence est le rapport >N/**N dans I'atmosphére pour I'azote, et la norme *C/*2C de la Pee Dee
Belemnite (PDB) pour le carbone. Dans certains cas, un enrichissement basal est retranché des
données d’AP, pour exprimer les données en excés d’enrichissement (APE). Ces valeurs basales sont
les enrichissements mesurés dans des échantillons de méme nature non marqués (par exemple le

temps zéro d’une cinétique).

Exceés d’enrichissement (APE, %) = APschantillon — APbasal
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Figure 16. Fonctionnement simplifié de I'EA-IRMS, d’aprés Tessier 319

GC-C-IRMS

La technique instrumentale du GC-C-IRMS (ici, Isoprime, GV Instrument) est une chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse qui détermine le rapport relatif des isotopes
stables de I'azote (**N/**N), du carbone (*C/*2C) et de I'hydrogéne (H/H) dans un composé ; les AA
dans notre cas. Les composés analysés doivent étre extraits du mélange qui les constitue. Ainsi, les AA
contenus dans les échantillons de digesta et de plasma sont isolés au préalable sur une résine
échangeuse d’ions, aprés une étape d’hydrolyse acide pour les digesta. Les AA extraits sont ensuite
rendus volatils par dérivation avant I'analyse par le GC-C. Contrairement a I'EA-IRMS, I'azote et le
carbone sont analysés individuellement, et le GC-C-IRMS doit changer de mode entre les deux
mesures. Dans le cadre de nos travaux, les analyses de GC-C-IMRS ont été menées sur des échantillons

d’AA extraits de digesta, d’isolats protéiques, et de plasmas.

Aprés injection des échantillons, les AA sont séparés sur une colonne capillaire (Restek RXi 17) selon
leur affinité pour la phase stationnaire, moyennement polaire (Figure 17). La température de la
colonne suit un programme précis : augmentation de 150°C a 200°C (+4°C/min), et de 200°C a 270°C
(+25°C/min), puis maintien a 270°C pendant 10 minutes. Les composés sont dirigés vers le four de
combustion via une interface a 350°C. Le four de combustion, chauffé a 950°C en mode N ou a 850°C
en mode C, permet leur transformation en gaz analysables (CO,, NOy et H,0) puis réduits, I'eau étant

éliminée par une membrane. En mode N, un piege cryogénique d’azote liquide permet d’éliminer les
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polluants résiduels (CO, et NO). Les échantillons sont ensuite traités par I'IRMS selon le principe décrit

précédemment (cf. paragraphe « EA-IRMS »).

L’analyse fournit un chromatogramme du courant ionique (exprimé en nA) représentant chaque AA
sous la forme d’un pic (Figure 18). La caféine est utilisée en tant que standard isotopique pour s’assurer
de la répétabilité des mesures. Lintensité des pics est proportionnelle a la concentration de
I’échantillon en atome concerné (N, C ou H). L'intensité est plus élevée en mode C par rapport au mode
N, entrainant des pics plus grands, car les atomes de carbone sont plus nombreux que les atomes
d’azote dans les molécules. Ainsi, des ajustements dans la concentration des échantillons injectés sont
nécessaires selon le mode de I'appareil (N, C, H) et la nature de I'échantillon initial (digesta, isolat
protéique, plasma). L’hydrolyse acide menée sur les échantillons de digesta modifie certains AA. La
cystéine et le tryptophane sont dégradés 'Y, et I'asparagine (Asn) et la glutamine (Gln) sont en partie
transformées en acide aspartique (Asp) et acide glutamique (Glu), respectivement. Dans ce cas, les pics
sont nommés Asx (Asn + Asp), et GIx (GIn + Glu). Dans les échantillons de digesta, I’histidine est peu
concentrée et n’est pas détectable. Dans les échantillons de plasma, non hydrolysés, les
chromatogrammes contiennent des artéfacts qui nuisent a l'identification de certains pics. C’est
notamment le cas pour la méthionine et la cystéine, ce qui entraine un manque de données fréquent

pour ces AA.

Chromatographie
gazeuse Combustion Spectromeétre de masse a ratio isotopique

Modes Détecteurs
Azote Carbone—,_,@
m/z28 | 44
m/z29 | 45 4@

Aimant m/z30 | 46 “ ﬂ
Azote liquide
Rapports
K . 15N /14N
K * ou
&  Mode N '_ Be/e
5 Four de : ou =
i Combustion : Mode C : l
ﬁ. EEEEEEEER -
| 615N ou 6'3C
Co onne 950°C pour N - ‘_501_“'53_ pour chaque pic
capillaire 850°C pour € 8! d’ionisation
Interface H,0 He et gaz de
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(N,ou CO,)

Figure 17. Fonctionnement simplifié du GC-C-IRMS, d’aprés Tessier 319
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Figure 18. Exemple de chromatogramme obtenu aprés analyse GC-C-IRMS en mode carbone, d’apres

Tessier 310

U-HPLC

L'U-HPLC (ici, Acquity HClass, Waters) a été utilisée pour mesure la teneur en AA d’échantillons dérivés
selon le principe de I'HPLC (High Performance Liquid Chromatography) avec une analyse plus rapide
(12 minutes/échantillon) et une sensibilité supérieure. Dans le cadre des travaux de thése, cette
technologie a été utilisée sur des échantillons de digesta, d’isolats protéiques et de plasma. Comme
pour les analyses de GC-C-IRMS, les digesta et les isolats protéiques nécessitent une hydrolyse acide
avant dérivation (AccQ Tag Ultra Waters). Les échantillons de plasma sont, quant a eux, précipités a
I"acide sulfosalicylique, la dérivation étant ensuite réalisée sur les surnageants. La norvaline, un AA non
protéinogene, est ajoutée aux échantillons en tant que standard interne. Une gamme contenant un
mélange d’AA de concentration connue est utilisée. Pour les échantillons de plasma, I'asparagine, la
glutamine et le tryptophane sont ajoutés dans la gamme. Ces AA sont dégradés lors de I’hydrolyse
acide et ne sont donc pas dosés spécifiguement dans les digesta et les isolats protéiques car ils sont
transformés en glutamate et en aspartate. Dans le cas des digesta et des isolats protéiques, I'albumine
de sérum bovin est utilisée en tant que standard externe pour calculer les rendements de I’hydrolyse.
Pour le dosage des AA soufrés (AAS), une oxydation a I'acide performique est menée au préalable afin
de les convertir en composés résistants a I’hydrolyse, i.e. la méthionine sulfone pour la méthionine, et
I'acide cystéique pour la cystéine. Pour le dosage du tryptophane, une hydrolyse basique doit étre

menée a la place de I’hydrolyse acide.

L'U-HPLC est composé de 4 modules (Figure 19), dont le SM-FTN (Sample Manager - Flow Through

Needle) ou a lieu le prélevement des échantillons. Le QSM contient les pompes (Quaternary Solvent
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Manager), qui modulent le choix et le débit des solvants, créant ainsi le gradient des solvants
parcourant le systéme. Le troisieme module est constitué par la colonne (AcQ-Tag amino acid C18
column, Waters), chauffée a 43°C. Le dernier module est le détecteur a barrette de diodes PDA
(Photodiode Array Detector), responsable de la détection des AA. Les gradients sont assurés par 3
solutions, I'éluant A (Waters), un mélange d’acétonitrile (98%) et d’acide formique (2%), et de I'eau
ultra pure. Des solutions supplémentaires sont dédiées au rincage et au conditionnement du systéme.
L’échantillon injecté traverse la colonne, et les AA contenus dans la phase mobile sont séparés selon
leur affinité pour la phase stationnaire au fur et a mesure du gradient. Les AA sont détectés par

ultraviolet a une longueur d’onde de 260 nm.

L'analyse fournit un chromatogramme (Figure 20) et la concentration de chaque AA est déterminée a
partir des aires sous courbes relativement a la gamme, et corrigée par la teneur en norvaline. Une
correction par le rendement de I’hydrolyse est également appliquée a partir des concentrations en AA

obtenues pour I’échantillon d’albumine de sérum bovin.

Injecteur

Qsm

Pompes §
Dégazeur

Solvants

Colonne

PDA
& N

L all A

Chromatogramme

260 nm

Figure 19. Fonctionnement simplifié de I"'UPLC, d’aprés Tessier B adapté de CHROMacademy

(www.chromacademy.com)
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Figure 20. Exemple de chromatogramme obtenu aprés analyse U-HPLC, d’aprés Waters

Spectrophotométrie d'absorption atomique (flamme)

L'analyse du chrome par un spectrophotometre d'absorption atomique flamme (ici, contrAA® 800,
Analytik Jena) a été utilisée en partenariat avec un autre laboratoire (UMR GENIAL, INRAE) dans le
cadre de I'étude animale. Il s’agissait de doser le chrome dans les contenus digestifs des rats afin de
mesurer le taux de récupération du marqueur non-absorbable (Cr,0s). Les échantillons de digesta ont
été réduits en cendres dans un four a 550 °C, puis solubilisés dans de I'acide nitrique, avant d'étre

injectés dans le spectrophotometre de flamme, programmé a une longueur d’ondes de 357 nm.

Cette technique analytique utilise le principe selon lequel les éléments en phase gazeuse absorbent la
lumiere a des longueurs d'onde trés précises, ce qui permet de les détecter de maniére hautement
spécifique. L'échantillon liquide (solution aqueuse ou organique) est aspiré dans une flamme ou il est
ionisé dans la phase gazeuse. Une lumiere de longueur d'onde spécifique a I'élément analysé (357 nm
pour le chrome) traverse la flamme. La quantité de lumiere absorbée est mesurée par un détecteur,
et un signal électronique est produit. L'absorption étant proportionnelle a la concentration de
|'élément, le traitement du signal permet de déterminer la quantité de I’élément dans I’échantillon a

partir de I'absorbance mesurée.
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3. Articles

3.1. Article 1 : Evaluation multicritéres de la qualité de la protéine de pois chez le rat : comparaison avec

la caséine, le gluten et la protéine de pois seule ou supplémentée en méthionine

Article publié dans The British Journal of Nutrition le 27 juillet 2020

Résumé
Objectifs
L'objectif de cette étude était d'évaluer la qualité nutritionnelle d’un isolat de protéine de pois chez le
rat et d'évaluer I'impact de la supplémentation en méthionine (Met). Plusieurs régimes protéiques ont
été étudiés : protéine de pois, caséine, gluten, combinaison protéine de pois/gluten (80%/20%) et

protéine de pois supplémentée en Met.

Meéthodes

Etude 1 : De jeunes rats Wistar males (n = 8/groupe) ont été nourris ad libitum avec les régimes
expérimentaux pendant 28 jours. Le PER a été mesuré.

Etude 2 : Des rats Wistar males adultes (n = 9/groupe) ont été nourris avec les régimes expérimentaux
pendant 10 jours. Un groupe a regu un régime protéiprive pour déterminer les pertes endogenes
d'azote. Les rats ont été placés dans des cages métaboliques pendant 3 jours pour évaluer le bilan
azoté, la digestibilité fécale vraie de I'azote, et calculer le PDCAAS. IIs ont ensuite regu un repas calibré
et ont été euthanasiés 6 heures plus tard pour la collecte du contenu digestif. La digestibilité caecale

vraie des acides aminés (AA) et le DIAAS ont été calculés.

Résultats

La supplémentation en Met a permis d'augmenter le PER de la protéine de pois (2,52 contre 1,14, P <
0,001) jusqu’au PER de la caséine (2,55). La digestibilité ceecale vraie moyenne des AA était de 94%
pour la protéine de pois. Le DIAAS était de 0,88 pour la protéine de pois et de 1,10 avec la

supplémentation en Met, de 1,29 pour la caséine et de 0,25 pour le gluten.

Conclusion
La protéine de pois s’est révélée hautement digestible chez le rat dans nos conditions expérimentales,
et la supplémentation en Met lui a permis d’atteindre une qualité protéique qui n’était pas différente

de celle de la caséine.

95



Article 1

Multi-criteria assessment of pea protein quality in rats: a comparison between casein, gluten and

pea protein alone or supplemented with methionine

Authors and institutions
Florence M. Guillin¥?, Claire Gaudichon?, Laetitia Guérin-Deremaux?, Catherine Lefranc-Millot?, Dalila

Azzout-Marniche!, Nadezda Khodorova?, Juliane Calvez?

lUniversité Paris-Saclay, AgroParisTech, INRAE, UMR PNCA, 75005, Paris, France

2Roquette, 62080, Lestrem, France

Corresponding author

Juliane Calvez

Mailing address: AgroParisTech-INRAE, UMR914 PNCA, 16 rue Claude Bernard 75005, Paris, France
Phone number: +33 1 44 08 86 77

Email: juliane.calvez@agroparistech.fr

Abbreviations

AA: amino acid, IAA: indispensable amino acid, SD: standard deviation

Keywords

Protein and amino acid digestibility, protein balance, protein efficiency ratio, PDCAAS, DIAAS

96



Article 1

Abstract

The objective of this study was to assess the nutritional quality of pea protein isolate in rats and to
evaluate the impact of methionine (Met) supplementation. Several protein diets were studied: pea
protein, casein, gluten, pea protein-gluten combination and pea protein supplemented with Met.
Study 1: Young male Wistar rats (n = 8/group) were fed the test diets ad libitum for 28 days. The Protein
Efficiency Ratio (PER) was measured. Study 2: Adult male Wistar rats (n = 9/group) were fed the test
diets for 10 days. A protein-free diet group was used to determine nitrogen (N) endogenous losses.
The rats were placed in metabolic cages for 3 days to assess N balance, true fecal N digestibility, and
to calculate the Protein Digestible-Corrected Amino Acid Score (PDCAAS). They were then given a
calibrated meal and euthanized 6 hours later for collection of digestive contents. The true cecal amino
acid (AA) digestibility was determined and the Digestible Indispensable Amino Acid Score (DIAAS) was
calculated. Met supplementation increased the PER of pea protein (2.52 vs. 1.14, P < 0.001) up to the
PER of casein (2.55). Mean true cecal AA digestibility was 94% for pea protein. The DIAAS was 0.88 for
pea protein and 1.10 with Met supplementation, 1.29 for casein and 0.25 for gluten. Pea protein was
highly digestible in rats under our experimental conditions, and Met supplementation enabled

generation of a mixture that had a protein quality that was not different from that of casein.

Introduction

In response to the increasing global demand for proteins, on the one hand, and the depletion of natural
resources, on the other, it is necessary to find sustainable alternatives to animal proteins that are of
good nutritional quality and are environmentally sound V). The plant protein market is growing and the
use of legumes in food products has increased. Among them, pea protein is an option due to its
substantial protein content, its relatively good AA profile and its cultivation benefits . Evaluation of
the nutritional quality of dietary proteins relies on several factors, such as the ability to ensure normal
growth, the amino acid (AA) composition of the protein (known as the chemical score), the digestibility
and the biological value of absorbed nitrogen and AA ©). Digestibility refers to the ratio between the
amount of AA absorbed by the small intestine and the amount ingested. The digestibility of nitrogen
can be assessed at the fecal level, although a small part of nitrogen in forms other than AA can be
absorbed in the colon . However, ileal digestibility is preferred to fecal digestibility in determining AA
digestibility because microbial activity modifies the remaining AA fraction in the colon *7) and colonic
absorption of AA has not yet been demonstrated convincingly ®. Several quality scores allow ranking
of a protein on both its digestibility and its AA composition, such as the Digestible Indispensable Amino
Acid Score (DIAAS), which has recently been recommended over the Protein Digestible-Corrected

Amino Acid Score (PDCAAS) by the FAO @), It is based on the measurement of the chemical score and
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the ileal digestibility for each AA, the latter being methodologically challenging. Growing pigs and rats
are the recommended animal models for the determination of true ileal digestibility of AA ©),

Pea contains, on average, 24% to 28% protein (dry matter basis) %V, |ts AA composition is
characterized by a limiting content of methionine (Met) *?, but the total sulfur AA (SAA) content is
adequate *® and meets the recommendation in the reference pattern defined by the FAO ©. It is
suggested that plant proteins have impaired digestibility due to the presence of both indigestible
fractions in their sequence and anti-nutritional factors %, However, isolates are generally digested
well, and it has been reported that pea protein isolate demonstrates good digestibility in humans **,
It can be assumed that supplementing pea protein with Met could improve its nutritional quality.

The aim of this study was to evaluate the nutritional quality of pea protein isolate in rats, alone or
complemented to increase sulfur AA (SAA) content, through the measurement of various quality
indexes: the Protein Efficiency Ratio (PER), which assesses the ability to ensure growth; the nitrogen
balance; the true fecal nitrogen digestibility and the true cecal AA digestibility; the PDCAAS; and the
DIAAS. This study also aimed to compare the nutritional quality of pea protein to two widely consumed

protein sources: milk casein and wheat gluten.

Methods

This study was conducted in compliance with the EU directive 2010/63/EU for animal experiments and
approved by the Ethics Committee in Animal Experiment of INRA Jouy-en-losas (Comethea,
registration number: 17-20) and the French Ministry of Higher Education and Research (APAFIS
#11921-2017091818236657). The rats were obtained from Envigo laboratories and were housed under
controlled conditions (room temperature 22 + 2°C, photoperiod 12 h light:12 h dark) in individual

cages.

Diets and proteins

All the experiments started after a 6-day adaptation period during which the animals were fed a
standard chow diet. The rats were randomly split into experimental groups according to diets (Table
1). All diets were isocaloric (3.7 kcal/g), isonitrogenous and provided the same amount of
carbohydrates and fat. They differed from each other in the protein source, only. Pea protein isolate
(NUTRALYS® S85F) and hydrolyzed wheat gluten (NUTRALYS® W) were provided by Roquette (Lestrem,
France). Micellar casein isolate (PRODIET® 85B) was obtained from Ingredia (Arras, France). The rats

had free access to water throughout the duration of the experiment.
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The AA composition of tested proteins is presented in Table 2. SAA content of pea protein is lower
than casein and gluten but meets requirements according to the older child, adolescent, and adult
reference pattern defined by the FAO (23 mg/g protein requirement). The amount of test protein was

calculated using the nitrogen-to-protein conversion factor of 6.25 (total N content x 6.25).

Study 1: PER and body composition

Young Wistar male rats weighing 58 + 3 g at the beginning of the experiment were fed ad libitum with
a diet containing 10% protein (N x 6.25) for 28 days. They were divided into five groups (n = 8/group)
according to the protein source: pea protein, casein, wheat gluten, pea-gluten combination (80% pea
protein - 20% gluten, chemical score 100%), and pea protein supplemented with Met up to the
concentration in casein (28 mg/g protein). Fresh food was given each day 1 hour before the
photoperiod shift from light to dark. Body weight and dietary intake were measured daily. The PER was
calculated from the ratio between weight gain (g) and protein intake (g) throughout the experimental
period. At day 29, the rats were euthanized by intracardiac puncture under isoflurane anesthesia for
evaluation of body composition and naso-anal length. Abdominal (epididymal, mesenteric,
retroperitoneal) and subcutaneous fat pads were excised and weighed to determine fat mass, and the

bodies were stripped to assess lean body mass (muscles and bones).

Table 1. Composition of the experimental diets

Study 2 & 3 — protein Study 2 — protein-free

Study 1 diets diet

g/kg DM e?e(r);y 8/ke DM e:fecr);y 8/kg DM e:fe(r);y
Protein 75 10 105 14 0 0
Starch 590 67 564 64 658 75
Sucrose 98 11 93 10 109 12
Soybean oil 38 11 38 11 45 12
Mineral mix * 35 0 35 0 35 0
Vitamin mix * 10 0 10 0 10 0
Cellulose 50 1 50 1 50 1
Choline 2.3 0 2.3 0 2.3 0

DM: dry matter
! Formulated from AIN-93M (16)
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Table 2. Indispensable amino acid composition of crude proteins and amino acid requirements

according to FAO 2013 @

IAA content, mg/g protein * Older child,
adolescent, adult
Pea Pea reference pattern
Pea. Casein  Gluten protein protein (mg/g protein
protein + gI;Jten + Met ? requirement)
Histidine 24.7 26.8 19.4 23.6 24.6 16
Isoleucine 46.2 48.9 34.8 43.9 46.0 30
Leucine 81.0 91.0 67.7 78.3 80.7 61
Lysine 71.1 75.6 15.2 59.9 70.8 48
SAA 4 23.4 33.6 38.0 26.3 41.9 23
of which Methionine 12.1 28.6 15.6 12.8 30.5 -
AAA® 91.4 99.6 83.7 89.8 91.0 41
Threonine 35.7 40.8 25.4 336 35.6 25
Valine 52.8 64.6 40.1 50.3 52.6 40

The amount of protein in each isolate was 86% for pea protein and casein, 88% for gluten, 87% for pea
protein + gluten and pea protein + Met (on dry matter, total N content x 6.25). SAA: sulfur amino acids,
AAA: aromatic amino acids

1values are means of 3 samples.

2 The mixture was composed of 80% pea protein and 20% gluten.

3 The supplementation reached methionine concentration in casein.

4Methionine and cysteine

5> Phenylalanine and tyrosine

Study 2: protein digestibility and nitrogen balance

Protein and AA digestibility were assessed by two different tests on the same animals. The first
evaluated nitrogen fecal digestibility and nitrogen balance in metabolic cages. The second assessed AA
cecal digestibility in a postprandial test.

Forty-five Wistar male rats weighing 252 + 5 g were fed a diet containing 14% protein (N x 6.25) for 10
days. They were divided into five groups (n = 9/group): pea protein, casein, gluten, pea protein
supplemented with Met to meet the concentration in casein (28 mg/g protein), and a protein-free diet.
The rats were housed on a reversed light cycle (dark period from 7 a.m. to 7 p.m.) in cages with wire
bottoms to prevent coprophagia. They were trained to eat a calibrated meal containing 4 g (dry weight)
of their usual diet in a short time by providing the meal at 9 a.m. for 30 minutes, only, and before

commencing a 2-hour fast, as described previously 7. They were subsequently fed ad libitum from 11
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a.m. to 5 p.m. and fasted until the next calibrated meal. Beginning on day 7, they were housed in
metabolic cages for 3 days, and after 1 day of habituation urine and feces were collected for 2 days.
Dietary intake was measured daily. Nitrogen content of diets, feces and urine was measured with an
elementary N analyzer based on the Dumas method (Vario Micro Cube, Elementar, Lyon, France) to
calculate nitrogen balance: Ningested (Mg) — Nexcreted (ME) aNd Nexcreted = Nreces + Nurine . Fecal nitrogen

digestibility was calculated as follows:

True oro-fecal N digestibility (%) = - (Nieces Nevseseno) 1 5

Ningested

Endogenous losses of nitrogen in feces were estimated from rats fed the protein-free diet.
The PDCAAS was calculated as indicated by the FAO/WHO Expert Consultation 8
PDCAAS = Lowest AA ratio x true fecal protein digestibility (%)

. mg AA; in 1g of the test protein
AA; ratio = g g P

mg AA; in 1g of the reference protein

The postprandial test started at day 10, when the rats were given a calibrated meal of 4 g and were
euthanized 6 h later by intracardiac puncture under isoflurane anesthesia. Gastro-intestinal segments
were identified as stomach, proximal intestine, ileum (defined as the last 10 cm of the small intestine),
cecum, and colon. The luminal contents of these segments were collected entirely, weighed, stored at
-20°C and freeze-dried.

Indispensable amino acids (IAAs) in cecum, ileum, stomach contents and tested proteins were assayed
on hydrolyzed protein by Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) to calculate AA
digestibility. More specifically, samples were hydrolyzed in HCl 6N at 110 °C for 24 h. Norvaline was
added as an internal standard. AAs in samples were derivatized using the AccQ-Tag Ultra Derivatization
kit (Waters, Milford, USA). The AA analysis was performed on a UHPLC (Acquity UPLC H-Class Plus,
Waters, Milford, USA) with a PDA detector (260 nm) and an AccQTag amino acid C18 column (Waters,
Milford, USA). A specific protocol was carried out for SAA analysis, as they can be partially destroyed
during acid hydrolysis. Indeed, Met and cysteine were oxidized to methionine sulfone and cysteic acid
using performic acid prior to HCl hydrolysis, as described by Rutherfurd et al. *). Cecal digestibility was

calculated for each IAA individually:

IAAingested - (|AAiIeum+ |AAcecum‘ |AAendogenous) x
|AAingested

100

True oro-cecal IAA digestibility =

where IAAcndogenous are the endogenous losses of 1AA in ileum and cecum. The endogenous losses of
IAA were estimated in the protein-free group. Because some residual amounts of AA were recovered
in the stomach and thus did not entered into the digestive process, |1AAingsted €xcluded this residual

amount.
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The DIAAS was calculated as prescribed by the FAO : DIAAS = lowest IAA ratio

mg digestible IAA; in 1g of the test protein

IAA; ratio =

mg IAA; in 1g of the reference protein
where Digestible IAA; content (g/kg protein) = IAA; content (g/kg protein) x True oro-cecal IAA;
digestibility (%).
The reference protein IAA profile used for PDCAAS calculation was the adult AA requirement pattern
from the 2007 WHO/FAO/UNU report ?°. The reference profile used for DIAAS calculation was the

requirement pattern for the older child, adolescent, and adult defined by the FAO (2013) ©.

Statistical analysis

A power calculation was performed to determine the sample size required to detect significant
differences with a statistical power of 90% and a level set at 0.05. According to former studies,
interindividual variability in protein digestibility measured at ileal or cecal level in rats was around
1.5%, and the difference in digestibility between animal and plant protein isolates was generally about
2.5% (1724 |eading to a sample size of 9 animals per group (G*Power 3.1). On the same principle, the
difference in PER between pea and casein was estimated to be approximately 1 point *>?% hence the

inclusion of 8 rats per group in the study.

The values are expressed as means + standard deviation (SD). Comparisons were made between all
protein sources for each nutritional quality parameter (PER, nitrogen balance, fecal and cecal
digestibility) using a two-way ANOVA with a random series effect (when the experiment was carried
out in several series). For study 1, the influence of the protein source on body weight gain and energy
intake was tested using a mixed model with time as a fixed effect and two random effects (animal and
series). Casein diet was chosen as the control group for each test. When an overall significant
difference was observed (P < 0.05), a side-by-side comparison was made between diets using

Bonferroni correction.

Results

PER and body composition

An effect of protein source was observed on PER (P < 0.0001). The PER of pea protein was 1.14, greater
than gluten (0.47; P = 0.0001) and lower than casein (2.55; P < 0.0001, Table 3). The combination of
pea protein and gluten had a PER of 1.60 and was greater than pea protein and gluten individually (P
=0.01 and P < 0.0001), but lower than casein (P < 0.0001). The PER of pea protein supplemented with

Met (2.52) was not different from PER of casein. Weight gain of the rats fed casein and pea protein
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supplemented with Met were not different and greater (P < 0.0001) than the weight gain in the other
groups from the 14" day of study (Figure 1). Weight gain was also greater in the pea protein group
compared to the gluten group, with a difference at day 28 (P =0.01). All the groups had a dietary intake
that met their energy requirements according to the nutritional requirements for a growing rat
(kcal/day) = 225 x body weight 7> 27, except for the gluten group from the 15" day on (data not

shown).

At day 28, the rats fed casein and pea protein supplemented with Met were larger than rats in other
groups (P < 0.001, Table 4). Casein rats had higher fat mass than rats fed gluten (P = 0.01) and the mix

of pea protein and gluten (P = 0.03). However, there was no difference in lean mass between groups.

1601 .
—&— Peaprotein
140 -e— Casein
120- - Gluten
-8 Peaprotein + Gluten
100 -&- Peaprotein + Met

80

60

Weight gain (g)

40

20

0

-20-

Figure 1. Body weight gain relative to initial weight over time

Values are means, n = 8 per group. Pea protein + gluten mixture was composed of 80% pea protein
and 20% gluten. The supplementation of pea protein + methionine (Met) group reached methionine
concentration in casein. There was a significant effect of the protein source (P <0.001), time (P <0.001)
and protein source*time (P < 0.001) on body weight gain. Significant difference from pea protein +
Met started at day 7 for pea protein, at day 8 for gluten, and at day 11 for pea protein + gluten (P <
0.05). Significant difference from casein started at day 9 for pea protein, at day 10 for gluten and at
day 14 for pea protein + gluten (P < 0.05). Significant difference between gluten and pea protein +
gluten started at day 17 (P < 0.05). Significant difference between pea protein and gluten started at
day 28 (P < 0.05).
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Table 3. PER of protein sources, alone or in combination *

Body weight gain  Total energy intake

over 28 days (g) over 28 days (kcal) PER
Pea protein 35.3+14.2° 1176.1+236.5° 1.14+0.27°
Casein 110.4 £21.5° 1715.9 £227.5° 2.55+0.27°
Gluten 11.6+48° 986.1+136.4° 0.47+0.19°
Pea protein + gluten 2 51.6+10.3° 1257.1+180.0° 1.60+0.16 ¢
Pea protein + Met 3 111.2+34.6° 1695.3 +309.5° 2.52+0.33°

PER: protein efficiency ratio, Met: methionine. Values are means + SD

! There was an effect of the protein source (P < 0.001), n = 8 per group.

2 The mixture was composed of 80% pea protein and 20% gluten.

3 The supplementation reached methionine concentration in casein.

a b ¢ d Different superscript letters in the same column indicate significant differences (post-hoc

Bonferroni tests for multiple comparisons, P < 0.05).

Table 4. Body composition of rats at the end of the experiment (day 28) !

Fat mass

Lean mass

Body weight Naso-anal
ywelg (% body (% body
(8) . . length (cm)
weight) weight)
Pea protein 119.3+159%* 9.43+2.12°%° 40.21+1.36 17.8+0.9°
Casein 194.6 +21.4° 11.81+2.34° 39.79+1.72 19.8+0.6°
Gluten 95.1+5.8° 7.94+1.34° 39.51+1.41 16.7+0.4°
Pea protein + gluten 2 1339+11.6° 8.40+0.96° 40.25+2.50 18.3+0.6°
Pea protein + Met 3 194.1+38.3%  10.46+3.14% 41.59 +2.02 19.7+1.0°

Met: methionine. Values are means + SD

! There was an effect of the protein source for body weight, fat mass and naso-anal length (body
weight: P < 0.001, P = fat mass: P = 0.002, naso-anal length: P < 0.001, carcass weight: NS), n = 8 per
group.

2 The mixture was composed of 80% pea protein and 20% gluten.

3 The supplementation reached methionine concentration in casein.

a b ¢ pifferent superscript letters in the same column indicate significant differences (post-hoc

Bonferroni tests for multiple comparisons, P < 0.05).
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Protein digestibility

In study 2, all rats gained weight throughout the 10 days of the experiment, except for those in the
protein-free group. At day 10 the rats fed casein and pea protein supplemented with Met had greater
body weights than rats in other groups (P < 0.001, pea protein: 278.6 g; casein: 300.6 g; gluten: 278.3
g; pea + Met: 302.3 g). Overall dietary intake was not different between groups throughout the 10 days
of the study, except for protein-free rats, which had lower intakes. Nitrogen balance over 2 days was
greater for rats fed casein and pea protein supplemented with Met compared to rats fed pea protein
and gluten (casein vs. pea: P = 0.01; casein vs. gluten: P = 0.03; pea+Met vs. pea: P = 0.001 ; pea+Met
vs. gluten: P = 0.003, Table 5). The protein-free group had a negative nitrogen balance. Rats fed pea
protein and gluten had greater nitrogen urinary losses than rats fed casein and pea supplemented with
Met (P <0.001 and P < 0.0001). True fecal nitrogen digestibility of pea protein was 96.0 + 1.0, and 95.3
1 1.2 when supplemented with Met. Fecal digestibility was greater for pea protein, supplemented or

not, and for gluten compared to casein (P < 0.001).

In the study dedicated to postprandial AA digestibility, the mean meal size ingested prior to euthanasia
was 3.8 + 0.4 g dry matter. The endogenous losses of AA were calculated by measuring the AA content
of stomach, ileum and cecum digesta in rats fed the protein-free diet (Supplemental table 1). The
highest endogenous losses were for glutamic acid and the lowest were for Met and histidine. True
cecal AA digestibility values for each protein source were determined (Table 6), except for tryptophan.
Mean true cecal digestibility of all AAs was 94.6 = 4.1% for pea protein and 87.5 + 3.4% for pea protein
supplemented with Met, 87.0 + 5.0% for casein and 94.4 + 3.6% for gluten. For pea protein, the highest
cecal digestibility was for arginine (96.9 + 2.7%). For pea protein and gluten, the lowest digestibility
was found for their limiting AAs, Met (84.2 £ 9.7%) and lysine (80.2 + 16.6%) respectively.

IAA ratios were calculated using the AA requirement pattern of the older child, adolescent, and adult
and the true cecal AA digestibility of proteins (Table 7). For casein and pea protein supplemented with
Met, the ratios were > 1 for all IAA. The lowest |AA ratio was SAA for pea protein (0.88) and lysine for
gluten (0.25). With Met supplementation, the DIAAS of pea protein increased to 1.10. The DIAAS
obtained for casein was 1.29. The untruncated PDCAAS of pea protein was 1.02, whereas it was 1.43

for casein and only 0.32 for gluten.
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Table 5. Nitrogen balance over 2 days and true fecal nitrogen digestibility measured for 4 protein
sources after a one-week adaptation period to the diet and a one-day adaptation period to the

metabolic cage !

Nitrogen Urinary
. True fecal
. balance over 2 nitrogen losses ]
Body weight (g) nitrogen
days over 2 days (mg . o
digestibility (%)
(mg N) N)

Pea protein 278.6+5.8° 458.4+84.6° 429.2+77.6° 96.0+1.0°
Casein 300.6+13.6° 606.6 + 68.2° 284.3+57.7° 93.7+1.1°
Gluten 278.3+49° 467.4+172.1° 495.6 £ 76.7 ® 95.7+0.6°

Pea protein + Met 2 302.3+14.6° 640.9 + 100.4 ® 307.3+92.3" 953+1.2°

Protein-free 226.1+£7.6° -60.5+129° 443 +11.7°¢ -

N: nitrogen, Met: methionine. Values are means + SD

! There was an effect of the protein source on body weight (P < 0.001), nitrogen balance and fecal
digestibility (P < 0.001), n = 9 per group. Endogenous losses of nitrogen were estimated using protein-
free group.

2 The supplementation reached methionine concentration in casein.

& b ¢ Different superscript letters in the same column indicate significant differences (post-hoc

Bonferroni tests for multiple comparisons, P < 0.05).
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Table 6. True cecal amino acid digestibility measured for 4 protein sources *

Protein source, %

Pea protein +

Pea protein Casein Gluten
Met 2

Alanine 92.8+5.7° 85.4+6.0% 88.5+9.9% 80.5+5.3°
Arginine 96.9+2.7° 91.2+3.8" 92.6+4.5% 93.4+1.9%
Aspartic acid 95.6+£3.6° 86.7+5.2° 83.2+133° 87.8+3.7°
Glutamic acid 96.0+3.3° 84.7+4.4° 97.6+1.5° 90.3+3.0°¢
Histidine 96.4+2.7° 94.7+2.4°2 939+37% 90.8+2.4"
Isoleucine 93.4+3.8° 79.3+5.7° 92.0+49° 84.7+36"
Leucine 93.7+3.8° 92.8+2.6° 93.7+3.6° 86.4+32°
Lysine 95.6+3.3° 93.3+2.2° 80.2+16.6° 88.8+3.2%
Methionine 84.2+9.7° 89.6+4.8° 91.8+4.2° 87.0+4.7°
Cysteine 90.1+11.6% 91.7+8.2% 95.3+3.4" 79.1+10.9°
Phenylalanine 95.0+3.0° 949+23° 95.2+2.7°% 88.7+2.7"
Serine 93.8+6.0% 73.0+5.7° 95.1+2.6° 88.1+3.7°¢
Tyrosine 93.6+4.7° 949+23° 93.0+4.1° 86.1+3.6°"
Threonine 92.2+55° 87.7+4.7% 88.6+7.8° 80.6+5.2°"
Valine 93.1+4.3° 86.3+4.3" 91.1+59°%® 83.8+3.9°
Average amino acid

946+4.1° 87.0+5.0° 94.4+3.6° 87.5+3.4°

digestibility 3

Met: methionine. Values are means + SD

! There was an effect of the protein source on the average amino acid digestibility (P < 0.001), n =9
per group. Endogenous losses of amino acids were estimated using protein-free group.

2 The supplementation reached methionine concentration in casein.

3 Average digestibility was calculated from the mean amino acid digestibilities weighted by the
proportion of each amino acid in the protein.

a b ¢ pifferent superscript letters in the same column indicate significant differences (post-hoc

Bonferroni tests for multiple comparisons, P < 0.05).
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Table 7. Digestible indispensable amino acid reference ratios calculated using true cecal amino acid
digestibility values and lowest untruncated PDCAAS calculated using true fecal nitrogen digestibility

values !

IAA ratios, DIAAS and PDCAAS

Pea
Pea
Casein Gluten protein +
protein
Met 2
Histidine 1.49 1.59 1.14 1.39
Isoleucine 1.44 1.29 1.07 1.30
Leucine 1.24 1.38 1.04 1.14
Lysine 1.42 1.47 0.25 1.31
SAA3 0.88 1.34 1.55 1.56
AAA 4 2.10 2.31 1.93 1.95
Threonine 1.32 1.43 0.90 1.15
Valine 1.23 1.39 0.91 1.10
DIAAS 0.88 1.29 0.25 1.10
PDCAAS 1.02 1.43 0.32 1.29

DIAAS: Digestible Indispensable Amino Acid Score, PDAAS: Protein Digestible-Corrected Amino Acid
Score, Met: methionine, SAA: sulfur amino acids, AAA: aromatic amino acids

! The DIAAS ratios were calculated using the amino acid requirement pattern for the older child,
adolescent, adult according to the FAO 2013 © (grams per kilogram protein). The PDCAAS were
calculated using the adult amino acid requirement pattern from the 2007 WHO/FAO/UNU report (°),
2The supplementation reached methionine concentration in casein.

3Methionine and cysteine

*Phenylalanine and tyrosine

Discussion

The present study enabled a complete evaluation of the nutritional quality of pea protein isolate using
various quality indexes and a comparison with other proteins from both animal and plant sources. It
also provided thoughts on methodologies regarding the measurement of ileal protein digestibility in
rats without use of isotope labelling.

Validated by the FAQ, the PER method has been used for decades to evaluate protein quality through

the ability to support growth due to its low cost, its effectiveness, and the existence of a standardized
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protocol 29, It is still used as the reference method for protein quality evaluation in Canada ?®. The
present study showed that Met supplementation enabled pea protein to reach a PER that was not
different from that of casein and resulted in body weight gain of rats that was not different from that
of rats fed the casein diet. Furthermore, the PER obtained for casein was in accordance with the
theoretical value of 2.50 ?®, which testifies to the reliability of the study. The lower PER of pea protein
can thus be attributed to its low concentration in Met. The present data supported results by Bajaj et
al. @, who established a positive correlation between the albumin content of green pea and PER,
explained by the greater content in SAA compared to globulin. The PER of pea protein was twofold
higher than the PER of gluten, indicating a better effectiveness in promoting animal growth. It also
appeared that the lysine deficiency of cereals could be more problematic than the Met deficiency of
legumes. The combination of pea protein and gluten enabled the significant increase of the PER of
both sources when measured individually, but was not sufficient to reach the value for casein and pea
protein supplemented with Met. These results are consistent with protein Met content as the value
for gluten is not high enough to reach the Met concentration of casein. The combination of legume
and cereal proteins would be more effective with a cereal featuring a greater Met content than gluten.
However, growing rats have greater SAA requirements than humans, therefore it is important to point
out that none of the diets in the study met the Met requirement set at 6.5 mg/g diet (for a diet
containing 4 kcal/g and composed of 10% water) ?°), Casein provides only 70-87% of the SAA
requirements of rats ®. The low PER of gluten is due to its large deficiency in lysine, and the rats were
unable to compensate with an increase in dietary intake. Indeed, the food intake of gluten rats was
lower than their energy requirements after two weeks of experimentation. This disinterest in their diet
has been observed in other studies and could be a behavioral response to the IAA-deficiency %3,
Moreover, gluten given to young rats as a single source of protein leads to reduced growth and lower
fat mass. The PER method has been widely used since 1919, but other predictors of nutritional quality
are now preferred. PER has indeed major limitations, one of them being that it underestimates the
value of some plant proteins for human growth and, on the contrary, overestimates the value of some

animal proteins due to higher IAA needs of young rats compared to humans 8,

Nitrogen balance provides information about the protein status of individuals consuming test meals.
After ingestion of a protein-free diet for 10 days, the balance was negative due to the absence of
nitrogen intake and the maintenance of nitrogen losses. Rats fed pea protein and gluten had greater
nitrogen urinary losses and thus lower nitrogen balances than rats fed casein, probably because of a
protein synthesis limitation due to the deficiency in Met and lysine, respectively. Supplementing pea
protein with Met is sufficient to obtain a comparable nitrogen balance as rats fed casein. Fecal nitrogen

digestibility of pea protein without and with Met supplementation was greater than 95%, leading to a
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PDCAAS over 1. Those results are comparable with a previous study on the same pea protein isolate,
where true nitrogen digestibility was 97.3% and the PDCAAS was 0.93 for adults 23, We observed a
greater fecal digestibility for pea protein isolate than in other studies addressing protein digestibility
of whole pea (89.0%?%, 87.9%1%?). The purification of protein and the resulting elimination of anti-
nutritional factors and fiber can explain this difference *33). Mean cecal AA digestibility of pea protein
was greater than digestibility of casein and gluten. Cecal AA digestibility of pea was lowest for SAA,
which is consistent with Sarwar et al. where the true digestibility of methionine and cysteine was 44%
lower than the digestibility of the protein ?Y), Pea protein had lower SAA content than casein and gluten
but still met the requirements of the older child, adolescent and adult defined by the FAO ). The DIAAS
of pea protein was 0.88 due to the lower cecal digestibility of SAA. The DIAAS of gluten was low due to
the limiting content in lysine. Nevertheless, Met supplementation up to the Met concentration in
casein enabled an increase of pea protein DIAAS to 1.10, and thus counteracted the limitation and
improved its nutritional quality. The PDCAAS and DIAAS of pea protein in our experimental conditions
were greater than figures obtained by Rutherfurd et al. ?* for a pea protein concentrate (0.89 and
0.82, respectively) using the 1 to 2-year-old child reference pattern defined by the FAO 8. In addition,
we found that PDCAAS overestimated the DIAAS for all protein sources, as described by Rutherfurd et
al. in growing rats ?* and by Mathai et al. in pigs ®*. Indeed, protein (N) digestibility is overestimated
at the fecal, compared to ileal, level due to microbial activity. Cecal digestibility was used as a proxy
for ileal digestibility and this is a limitation of our study. We determined cecal digestibility because of
the low amount of ileal content that can be sampled at a unique time point in rats and the difficulty of
finding a reliable indigestible marker, which leads to uncertainties >3, The method we used was
developed previously *”) and consists of collecting gastrointestinal contents from all segments of the
gastrointestinal tract 6 h after meal intake. It facilitates a compromise between complete digestion
and minimal duration of fermentation of digesta in the cecum. However, we cannot exclude the
possibility that the values of cecal AA digestibility have been over- or underestimated in comparison

to ileal digestibility.

Surprisingly, fecal nitrogen digestibility and mean AA cecal digestibility of casein were lower than for
pea and gluten. This low fecal digestibility was due to the fecal nitrogen losses that were significantly
greater in the casein group (data not shown). However, casein is known to be highly digestible:
comparable studies using rats observed fecal digestibility of 99% for casein *? or 98% for milk protein
concentrate, which is composed mainly of casein ?*). The low digestibility of casein determined in our
study might be explained by an underestimation of endogenous losses of nitrogen and AA. The greater
digestibility found for pea protein and gluten could also result from rat metabolic adaptation in

response to the respective Met and lysine deficiencies in their diets.
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The assessment of AA digestibility is highly dependent on an accurate evaluation of intestinal
endogenous AA losses 37, which we measured through the protein-free diet method. The endogenous
losses of nitrogen and AA are affected by animal and dietary factors ®®. Among them, specific losses
influenced by diet composition contribute to more than 50% of the total endogenous IAA ®). Different
methods can be used to estimate endogenous losses and they have been studied principally in pig
models. The protein-free diet method is one of the reference methods to measure endogenous
nitrogen and AA losses, but it has some limitations, the main one being its non-physiological nature
49 The lack of gut stimulation induced by the absence of protein in the diet may lead to abnormal
protein metabolism Y and underestimation of the endogenous gut nitrogen losses %), Indeed, it was
found that feeding pigs a protein-free diet causes a quantitative reduction in endogenous nitrogen
secretion “?. As casein is known to be a high quality protein, the low digestibility we found may have
come from the calculation of the endogenous losses. An underestimation of the endogenous losses
would lead to overestimated exogenous losses and thus to an underestimated digestibility. The same
hypothesis can be made concerning the rats fed pea protein supplemented with Met, as mean cecal
AA digestibility was lower for supplemented pea protein compared to pea protein alone. Furthermore,
rats fed casein and pea protein supplemented with Met had higher body weights than rats fed pea
protein and gluten, a consequence of a better response to the nutritional needs explained by the well-
balanced amino acid profiles of their dietary protein sources. It is thus possible that endogenous losses
were greater in these groups. Indeed, pea and gluten groups might have had reduced endogenous
nitrogen and AA losses due to the limiting content of Met and lysine in their respective diets. Thus,
underestimation of endogenous losses induced by the protein-free diet method may explain the lower
AA digestibility obtained for casein and pea protein supplemented with Met. Moreover, the duration
of the protein-free diet we used in our study before assessing digestibility could have driven rat
metabolisms towards a reduction of endogenous losses. As reviewed by Jansman et al., the length of
the pre-test period, which usually lasts no longer than 7 days, may impact the amount of nitrogen and
AA composition of ileal endogenous losses “Y. However, the duration of the feeding period in our study
is in accordance with the FAO protocol for determining the true digestibility in rats, which recommends
9 days of diet (4-day preliminary period and 5-day balance period) *®. Besides, a minimum 7-day period
was necessary to measure nitrogen balance.

Another method could have been carried out to measure endogenous losses, such as the enzymatically
hydrolyzed casein method used by Rutherfurd et al. to study the impact of protein structure on
endogenous ileal AA and true ileal AA digestibility in rats 3. Each of these methods, however, has
limitations and requires making questionable assumptions. According to Stein et al., despite its

criticisms, the protein-free diet method is still recommended over the other methods 4.
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In conclusion, pea protein isolate was highly digestible under the experimental conditions carried out
in this study, for both nitrogen and AAs. The DIAAS obtained for pea protein was 0.88, showing that
this protein isolate has a good nutritional quality. Moreover, Met supplementation reaching the
concentration in casein increased the DIAAS to 1.10, covering AA requirements. Some differences
between the digestibility values of tested proteins might be attributed to the method chosen to
measure endogenous losses of nitrogen and AA, even though the protein-free diet method is widely
used. This study demonstrated that supplementing pea protein with Met was enough to improve its

nutritional quality in terms of capacity to ensure growth and digestibility.
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Supplemental data

Supplemental table 1. Endogenous flow of amino acid and nitrogen in the digestive tract 6 hours after

ingestion of a 4 g protein-free meal !

Stomach (mg) lleum (mg) Cecum (mg)

Alanine 0.83+0.57 0.31+0.17 2.12 +0.58
Arginine 1.26 +1.07 0.26 £0.11 1.76 £0.39
Aspartic acid 1.68+1.15 0.62 £0.29 4,18 +1.03
Glutamic acid 2.75+1.99 0.75+0.33 4,77 £1.01
Histidine 0.35+0.22 0.11+£0.05 0.71+0.14
Isoleucine 0.71 +0.50 0.20+0.09 1.46+0.31
Leucine 1.46+1.14 0.35+0.15 2.43+0.51
Lysine 0.72+0.18 0.30+0.14 2.09 £ 0.50
Methionine 0.31+0.19 0.09 £0.04 0.86 £0.29
Cysteine 1.21+£0.92 0.19+0.09 1.36+0.44
Phenylalanine 0.76 £ 0.55 0.19+0.08 1.37+0.28
Serine 1.50+1.20 0.34+£0.15 1.58+0.34
Tyrosine 0.80+0.67 0.18 £0.08 1.28+0.30
Threonine 0.97 £ 0.64 0.39+0.18 1.94+0.39
Valine 0.98 £ 0.65 0.30+0.13 2.05+0.40
Nitrogen 3.43+2.35 1.17 £0.58 7.12+1.54

SD, standard deviation
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3.2. Article 2 : Utilisation de la digestibilité ceecale comme approximation de la digestibilité iléale des

protéines chez le rat

Article en cours de soumission

Résumé

Objectifs

Le modele rat peut étre utilisé pour évaluer la digestibilité des protéines rapidement et en premiére
intention. Il est recommandé d'évaluer la digestibilité des protéines et des AA au niveau iléal.
Cependant, il n'existe pas de méthode standardisée pour évaluer la digestibilité iléale chez le rat, car
le recueil des digesta iléaux ne peut pas étre effectué en continu. L'objectif de I'étude est de comparer
plusieurs méthodes d'évaluation de la digestibilité des protéines, selon le site de collecte (iléon ou

caecum) et selon 'utilisation ou non d'un marqueur non-absorbable.

Méthodes

Trente-six rats males Wistar ont recu un repas calibré contenant de la caséine, du gluten, ou de la
protéine de pois comme unique source de protéines. Un régime protéiprive a été inclus pour la mesure
des pertes endogénes (n = 9/groupe). De I'oxyde de chrome (Cr,0s3) a été ajouté dans le repas comme
marqueur non-absorbable. L'ensemble du contenu digestif a été recueilli 6 h plus tard. La teneur en

azote et en chrome (Cr) a été mesurée dans les régimes alimentaires et les digesta.

Résultats

Malgré un recueil exhaustif du contenu de I'ensemble du tube digestif, la récupération du Cr,0s3 était
incompléete et variable selon le régime (81%, 68%, 25% et 75% pour la caséine, le gluten, la protéine
de pois et le groupe protéiprive, respectivement). Le groupe protéine de pois a été exclu des calculs
de digestibilité suite a la mauvaise récupération du Cr,0s pour ce groupe. La digestibilité vraie de
|'azote était variable selon la méthode, entre 94% et 96% pour le gluten et entre 89% et 94% pour la

caséine. Aucune différence significative n'a été constatée entre les méthodes.

Conclusion

Bien qu'aucune des méthodes testées ne soit optimale, les résultats suggérent que la mesure des
pertes digestives au niveau caecal peut étre utilisée pour déterminer la digestibilité des AA chez le rat
sans utiliser de marqueur non-absorbable. La digestibilité czecale pourrait alors approximer la
digestibilité iléale. L'utilisation du contenu caecal permettrait d’augmenter la quantité de digesta

disponible pour les analyses, et éviterait les biais liés a la récupération du marqueur.
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Abstract

Objective

The rat model can be used to assess protein digestibility rapidly and in first intention. It is
recommended to evaluate protein and amino acid (AA) digestibility at the ileal level. However, there
is no standardized method for ileal digestibility evaluation in rats, as the collection of ileal digesta
cannot be performed continuously. The objective of the study is to compare several methods for
assessing protein digestibility, depending on the collection site (ileum or cecum) and whether or not a

non-absorbable marker is used.

Methods

Thirty-six Wistar male rats were given a calibrated meal containing either casein, gluten, or pea protein
as a sole source of protein. A protein-free diet was included for measurements of endogenous losses
(n=9/group). Chromium oxide (Cr,03) was added in the meal as a non-absorbable marker. The entire
digestive content was collected 6 h later. Nitrogen and chromium (Cr) content was measured in diets

and digesta.

Results

Despite exhaustive collection of intestinal tract content, Cr,03 recovery was incomplete and variable
depending on the diet (81%, 68%, 25% and 75% for casein, gluten, pea protein and protein-free groups,
respectively). Pea protein group was removed from digestibility calculations due to a poor Cr,03
recovery. Depending on the method, true N digestibility ranged from 94% to 96% for gluten and from

89% to 94% for casein. No significant difference was found between the methods.

Conclusion

Although none of the methods tested is optimal, the results may suggest that evaluation of digestive
loss at the cecal level can be used to determine digestibility in rats without using a non-absorbable
marker, and cecal digestibility can be an approximation of ileal digestibility. The use of cecal content

would increase the amount of digesta available for analysis and avoid bias related to marker recovery.

Introduction

Digestibility is a main criteria of protein quality and can be evaluated in human nutrition using animal
models such as pigs and rats (. Its methodological stakes relies on the measurement of the digestive
losses of nitrogen and amino acid (AA). As AAs are absorbed in the small intestine, it is recommended

to evaluate the nitrogen and AA losses in the ileum content rather than in the feces, to avoid bias
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induced by the activity of the colonic microbiota ?. The laboratory rat is the simplest model for ileal
digestibility assessment in vivo and is widely used in practice ®). However, the digesta cannot be
collected continuously by means of a cannula or ileostomy techniques in rats, as it is carried out in pigs.
Thus, the digestive content has to be collected at a unique sample time after meal ingestion and
complete quantitative collection of ileal digesta containing dietary losses is not possible. To correct for
this incomplete collection, a non-absorbable marker is usually used. The marker needs to be totally
indigestible and should have a high recovery rate, defined as the ratio between the quantity collected
from the total collection and the quantity that was ingested *. Some commonly used non-absorbable
markers are chromium oxide (Cr,03), titanium dioxide (TiO.), or acid-insoluble ash (AlIA) ®. However,
there are several issues concerning the use of non-absorbable markers in digestibility studies. The
recovery rate may be variable across markers ®”), from complete recovery ©® to a rate substantially
below 100% *+*19 Therefore, the choice of marker may affect the measurement of ileal digestibility.
Some studies have also shown that other components of the diet may interact with the non-absorbable
marker recovery 112 Moreover, large quantity of digesta are usually needed to assay the non-
absorbable marker and the methodology may not be easily implemented. Another difficulty in the
evaluation of the ileal digestibility in rats lies in the low amount of digestive content in ileum 3,
Indeed, according to previous studies on digestibility, the ileum of the rat is generally limited to the 20
(314-17) or the 10 819 Jast cm of the small intestine . Consequently, only a small volume of digestive

content is available for analyses.

An alternative technique for ileal digestibility is to use cecal digestibility as an approximation for ileal
digestibility . Like in other rodent species, the cecum of the rat is large ?* and accumulates the
digesta leaving the small intestine before it enters the colon. It can therefore be assumed that a large
part of the losses of dietary nitrogen and AAs can be collected in the cecum after an appropriate
digestion time, which may dispense with the use of an indigestible marker. Indeed, in several studies,
most of the dietary nitrogen is found in the cecum 5 to 6 hours after ingestion, which appeared to be
an optimal time to collect the digesta %22, This method has been used in previous studies and yielded
close digestibility values when compared to studies using ileal sampling. For instance, nitrogen
digestibility of whey protein isolate has been determined to be 98.3 + 0.5% when assessed at cecal
level ?® and 99.0 + 0.5% at ileal level in rats ™). This intermediate method avoids the bias related to
marker utilization and enables to collect a large amount of digesta for multiple analyses. However, the
different methods have not been compared within the same study. The aim of this work was to
compare several methods for assessing the true protein ileal digestibility in rats, depending on the

collection site (ileum or cecum) and the presence or absence of a non-absorbable marker. The marker
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chosen in the study was Cr,0s, and three different protein sources were tested: milk casein, wheat

gluten and pea protein isolate.

Methods

This study was conducted in compliance with the EU directive 2010/63/EU for animal experiments and
approved by the Ethics Committee in Animal Experiment of INRA Jouy-en-lJosas (Comethea,
registration number: 17-20) and the French Ministry of Higher Education and Research (APAFIS
#11921-2017091818236657). The rats were obtained from Envigo laboratories and were housed in
individual cages under controlled conditions (room temperature 22 + 2°C, photoperiod 12 h light:12 h

dark).

Diets and proteins

All the experiments started after a 6-day adaptation period during which the animals were fed a
standard chow diet. The rats were randomly split into experimental groups according to diets (Table
1). All diets were isocaloric (3.7 kcal/g), isonitrogenous and provided the same amount of
carbohydrates and fat. They differed from each other in the protein source, only. Pea protein isolate
(NUTRALYS® S85F) and hydrolyzed wheat gluten (NUTRALYS® W) were provided by Roquette (Lestrem,
France). Micellar casein isolate (PRODIET® 85B) was obtained from Ingredia (Arras, France). The
amount of test protein was calculated using the nitrogen-to-protein conversion factor of 6.25 (total N

content x 6.25). The rats had free access to water throughout the duration of the experiment.

Rats and experimental design

Thirty-six Wistar male rats weighing 250 + 5 g were fed a diet containing 14% protein for 10 days. They
were divided into four groups (n = 9/group): casein, gluten, pea protein and a protein-free diet. The
rats were housed on a reversed light cycle (dark period from 7 a.m. to 7 p.m.) in cages with wire
bottoms to prevent coprophagia. They were trained to eat a small calibrated meal in a short time at
the beginning of the dark period, as described previously *®). After a 10-day habituation period to the
diets, the rats were given a calibrated meal of 4 g (dry weight) of their respective diets containing 16
mg of Cr,0s3 (10.9 mg of Cr) and were euthanized 6 h later by intracardiac puncture under isoflurane
anesthesia. Gastro-intestinal segments were identified as stomach, proximal intestine, ileum (defined
as the last 10 cm of the small intestine), cecum, and colon. The luminal content of each segment was
collected entirely, weighed, stored at -20 °C and freeze-dried. The feces lost from the test meal were

identified by the green color of Cr,03 and picked up from 3 h after ingestion to euthanasia.
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Table 1. Composition of the experimental diets

Casein diet Gluten diet Pea diet Protein-free diet

g/kg % of g/kg % of g/kg % of g/kg % of
DM energy DM energy DM energy DM energy

Micellar casein

. 105 14 0 0 0 0 0 0
isolate
Hydrolyzed wheat 0 0 105 14 0 0 0 0
gluten
Pea protein isolate 0 0 0 0 105 14 0 0
Starch 564 64 564 64 564 64 658 75
Sucrose 93 10 93 10 93 10 109 12
Soybean oil 38 11 38 11 38 11 45 12
Mineral mix ! 35 0 35 0 35 0 35 0
Vitamin mix ? 10 0 10 0 10 0 10 0
Cellulose 50 1 50 1 50 1 50 1
Choline 2.3 0 2.3 0 2.3 0 2.3 0

DM, dry matter
! Formulated from AIN-93M 24

Chemical analysis

Nitrogen (N) content of diets, digesta and feces was measured with an elementary N analyzer based
on the Dumas method (Vario Micro Cube, Elementar, Lyon, France). Endogenous losses of nitrogen
were estimated in each segment from rats fed the protein-free diet to calculate a true digestibility. Cr
content was assessed in each segment (stomach, proximal intestine, ileum, cecum, and colon), feces
and test diets on an atomic absorption spectrophotometer (contrAA® 800, Analytik Jena). The samples

were turned to ashes at 550 °C and solubilized in nitric acid prior to reading at 357 nm in flame mode.

Calculations

Three methods were tested: ileal digestibility calculated from non-absorbable marker recovery (Cr-
ileum), cecal digestibility calculated from non-absorbable marker recovery (Cr-cecum), and cecal
digestibility calculated with the assumption that we quantitatively collected all the dietary losses and
that a large majority remained in the cecum 6 h after meal ingestion (no marker-cecum).

Recovery of Cr was calculated as follows:
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. C segment
Cr recovery in segment (%) = =t 100

Fingested

Distribution of ingested meal throughout the digestive tract was determined based on Cr recovery
distribution. Cecal and ileal nitrogen digestibilities in the marker techniques (Cr-cecum, Cr-ileum) were

calculated as follows:

(Cr recovery in segment X Ningested/100) - Ngietary SEgMeENt

True N digestibility segment (ileum or cecum) = :
Cr recovery in segment X Ningested/100

Cecal nitrogen digestibility in the no marker technique was calculated as follows:

Ningested = (Nileum dietary + Ncecum dietary )
x 100

True cecal N digestibility =

Ningested

Ndietary in ileum and cecum was defIHEd as: Ndietary = Ntotal - Nendogenous
Nendogenous Were the endogenous losses of nitrogen in ileum and cecum, measured through the digestive
losses in protein-free group. In the no marker technique, Ningestea €Xcluded the residual amount of

dietary nitrogen recovered in the stomach.

Statistical analysis

The values are expressed as means * standard deviation (SD). The animal trial was split into two series
for practical purpose. The influence of the protein group on Cr recovery was assessed using a two-way
ANOVA with a random series effect. When an overall significant difference was observed (P < 0.05), a
side-by-side comparison was made between diets using Bonferroni correction.

The influence of the intestinal segment (ileum or cecum) on true nitrogen digestibility was tested for
each protein using a mixed model with method and protein as fixed effects and two random effects
(animal and series). When an overall significant difference was observed (P < 0.05), a side-by-side
comparison was made between methods. The influence of the site of collection digesta (segment
effect) was tested by comparing the results from Cr-ileum and Cr-cecum methods. The influence of the
use of a non-absorbable marker (marker effect) was tested by comparing the results from Cr-cecum

and no marker-cecum methods.
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Results

The quantity of digesta collected in the different segments of the gastro-intestinal tract is presented
in Figure 1.A. In the ileum, between 39 + 25 mg of digesta for pea group and 60 * 35 mg for gluten
group was collected 6 h after meal ingestion, with a mean of 53 £ 9 mg for all rats. In the cecum, large
amount of digesta was collected, varying from 411 + 94 mg for protein-free group to 510 + 143 for

casein group and with a mean of 453 + 43 mg for all rats.

Cr recovery in the entire digestive tract was incomplete and variable depending on the diet, reaching
81 + 11% for casein group, 68 £ 15% for gluten group, and 75 + 12% for protein-free group (Table 2).
Total Cr recovery was only 25 £ 12% in pea protein group, much lower than in the other groups (P <
0.001). Consequently, pea protein group was removed from the study for digestibility measurements.
The majority of ingested Cr was found in the cecum of the rats. This result was in accordance with the
high amount of digesta collected in this segment, representing in average 42% of the total digestive
content after 6 h of digestion (Figure 1.A). When expressed as the percentage of total marker recovery
along the digestive tract (excluding stomach), 80% of the meal was located in the ileum and cecum 6

h after ingestion for casein and gluten groups, and 65% for protein-free group.

The total N recovered from the digestive tract of the rats came in majority from the proximal intestine,
with a high contribution of endogenous N, according to the values obtained in protein-free group
(Figure 1.B). Dietary nitrogen stands for the digestive losses of N from the test proteins. The amount
of dietary N was obtained by removing the N content found in the digesta of protein-free rats from the
N content in the other groups, for each segment. The proximal intestine and the cecum concentrated
the majority of the dietary N, with a strong inter-individual variability (Table 3). The quantity found in
ileum was low explained by the small amount of digestive content in this segment (only 4% in average,

Figure 1.A).

Four rats had to be removed from the calculation of ileal digestibility for Cr-ileum method in casein
group and three rats in gluten group because digestive content in ileum was lacking for Cr analysis,
resulting in n =5 and n = 6 in casein and gluten groups respectively. True N digestibility ranged from
93% to 96% for gluten and from 89% to 94% for casein (Table 4). The protein source showed an effect
on digestibility (P < 0.05) even though the inter-individual variability was notable. The digestibility of
gluten appeared to be higher than the digestibility of casein. No significant difference was found
between the methods for both proteins, and the variability was high, especially in casein group. The
choice of gastro-intestinal segment for the assessment of digestive losses (ileum or cecum) had no

effect on digestibility results, as shown by side-by-side comparison between Cr-ileum and Cr-cecum
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methods (P = 0.44 and 0.93 in casein and gluten groups respectively). The use of the non-absorbable
marker Cr,0s3 in the calculations had no effect on true digestibility, as revealed by the comparison
between Cr-cecum and no marker-cecum methods (P = 0.13 and 0.30 in casein and gluten groups

respectively).

125



Table 2. Cr recovery (%) in the gastro-intestinal segments of the rats for each diet group determined by AAS?

Proximal

% Stomach ) ) lleum Cecum Colon + feces Total
intestine
Protein-free 34174 23+29 3.2+2.7% 43.5+18.4°2 23.7+21.7° 75.3+12.0°
Casein 45+8.7 2026 55+22%® 56.7+16.2° 13.2+11.4°% 81.2+10.7°
Gluten 1.5+£0.9 24+37 9.5+39° 50.0+134°2 8.0+8.8" 68.1+15.4°
Pea protein 0.4+0.3 0.4+0.9 23+x16°¢ 19.5+12.2°" 3.9+2.2° 25.0+12.3°
Group effect, n.s. n.s. P <0.001 P <0.001 P =0.01 P <0.001
P-value

AAS, atomic absorption spectrophotometry; Cr; chromium; data are presented as mean + standard deviation.
! There was a significant effect of the protein source on Cr recovery in ileum, in cecum, in colon and feces, and in total Cr recovery (n = 9 rats/group). The
protein source had no effect on Cr recovery in stomach and in proximal intestine. Different superscript letters in the same column indicate significant

differences (post-hoc Bonferroni tests for multiple comparisons, P < 0.05).
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Figure 1. A. Quantity of digesta in each gastro-intestinal segment of the rats, 6h after meal ingestion.
B. Total N collected in each gastro-intestinal segment of the rats according to their diet group, assessed
by elementary analysis based on the Dumas method. Data from the protein free group are the

endogenous losses of N. Values are means + SD, n =9 per group.
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Table 3. Dietary N in each gastro-intestinal segment of the rats according to their diet group, found by

difference from the total N and N from protein-free group

Dietary N content, mg

Diet i
Stomach Frowa\aI lleum Cecum Colon & feces
intestine
Casein 1.7+24 14.8+18.1 0.7+0.8 5.8%35 23121
Gluten 0.1+0.3 59+89 0.5+0.8 3.3+224 1.7+3.8

SD, standard deviation

Table 4. True N digestibility of proteins calculated from three methods, using different gastro-intestinal

segments for N losses assessment (ileum or cecum) and with or without the use of Cr,03 marker

. ) Cr-cecum No marker- P P marker
Diet Cr-ileum method segment
method cecum method effect
effect
Casein 93.7+4.8 89.0+5.2 91.6+4.3 n.s. n.s.
Gluten 93.6+5.8 93.0+4.6 95.5+3.0 n.s. n.s.

SD, standard deviation; Cr-ileum, ileal digestibility calculated from marker technique; Cr-cecum, cecal
digestibility calculated from marker technique; No marker-cecum, cecal digestibility calculated without
the use of Cr

Rats were removed from the calculation of ileal digestibility, n = 5 in casein group and n = 6 in gluten

group for Cr-ileum method; n = 9 per group for Cr-cecum and No marker-cecum methods.

Discussion

A main objective of the study was to evaluate the effectiveness of the use of a non-absorbable marker
for ileal digestibility assessment. In the present study, the recovery rate of Cr,03; was incomplete and
considerably below 100% in some cases, in line with other studies in pigs where Cr,0; recovery was
around 75% ¥, 60% %), or varying between 73% and 86% (). Another weakness of Cr,03; was the high
variability of its recovery rate, which was also described in previous studies (%2627 |n the present
study, the assessment of Cr content in the test meals was consistent with the theoretical amount (10
mg of Cr vs 10.9 mg expected), validating our analytical method for Cr analysis. However, when
performed in the digesta, the results were highly variable depending on the diet, as showed by the

recovery rates ranging from 25% for rats fed pea protein to 81% for rats fed casein. The food matrix
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appeared to have a strong influence on Cr determination, which was a significant weakness for a
marker. Vicente et al. also highlighted the interaction between sample type and marker, where Cr,0s
was more affected than the other markers tested ®). The complexity in chemical determination of
chromium (Cr) content could explain this variability ?®?%. Cr is susceptible to interact with other cations
(39 Interference with iron in atomic absorption spectrophotometry (AAS) trials has been described
previously Y. Gunéaga et al. showed that the presence of traces of iron in feces samples may decrease
the readings by 10 to 20% during AAS 2. The composition of pea protein isolate and especially its iron
content (0.2 g/kg) could have interfered with Cr analysis during AAS on digesta samples, leading to a
low recovery rate of the marker. As a comparison, the iron content of the hydrolyzed wheat gluten we
used was much lower (< 0.01 g/kg). Consequently, the Cr,0; marker method do not seem optimal in
the determination of ileal digestibility. Testing other non-absorbable markers would be necessary for
further discussion about the effectiveness of the marker technique in general. For the present study,
Cr,03 was chosen because of its current use as a non-absorbable marker for digestibility studies in
animal models and the applicability of Cr analysis in our laboratory. Titanium dioxide (TiO,) and acid-
insoluble ash may display higher recovery rates ?”). In a study carried out by Jagger et al. in pigs using
several non-absorbable markers, Cr,03 recovery was 75% when TiO; recovery reached 98% . In the
rat model, the recovery value of the marker is generally not assessed because the collection of
digestive content is limited to the ileum *>*7). In our study, the complete collection of digesta along

the entire digestive tract enabled to calculate the recovery rate of the marker.

Cecal and ileal digestibilities were lower for casein compared to gluten, which is surprising as casein is
known to be highly digestible *>33), This result can be explained by the use of a protein-free group to
estimate the endogenous losses of nitrogen, as described in our previous study “®. Indeed, this method
is limited by the lack of gut stimulation due to the absence of protein in the diet, which may lead to a
reduction in the secretion of proteolytic enzymes % and thus an underestimation of endogenous
losses 3°38)_ Moreover, the protein-free group method do not provide individualized measurements
of endogenous losses, while they may vary with the source of dietary protein ®°. The low lysine content
of gluten could have led to a reduced production of endogenous N losses in rats fed gluten compared

to the rats fed casein, explaining the differences of digestibility we obtained between the groups.

The comparison between the methods revealed that neither the selected segment nor the use of an
indigestible marker had an effect on true digestibility results. Interindividual variability was major in
the two marker methods, explained by the variable recovery rate of Cr and the reduced number of rats
and leading to a high SD for protein digestibility results. The SD was lower in no marker-cecum

technique. The results we obtained suggest that true digestibility could be assessed in cecum instead
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of ileum and without using a marker. However, none of the method is optimal and they all lead to
some uncertainties. The limitations of marker method in ileal digestibility measurements are related
to the low and variable recovery rate of the marker. Variability is explained by the analytical complexity
of Cr determination, including the influence of the food matrix, and the interindividual differences.
Marker technique benefit is also negatively impacted by the large amount of sample needed for Cr
analysis compared to the limited amount of digesta available in the ileum (around 50 mg in our study).
For the other markers, the quantity of sample needed for analyses are also important for accurate
measurements 4%*Y), Cecal digestibility method also induces its own bias. It neglects the dietary losses
of N in proximal intestine and colon, which may overestimate digestibility. The entire content of the
digestive tract has to be collected and analyzed. Furthermore, cecum microbial activity may less than
in the colon but yet existing “>*3, which could impact the results especially for amino acid digestibility
assessment. However, evaluating protein digestibility at the cecum level enables to avoid the bias
induced by the variation in recovery rate of marker. It also decreases the number of analytical
methods, limiting the analysis to N content determination. The quantity of digesta provided by cecum
6 h after ingestion (around 450 mg in this study, 9 times higher than in ileum) is a significant advantage
especially when proteins are labelled, as isotopic analysis for AA digestibility assessment requires large
amounts of samples (100mg for GCC-IRMS analyses, 10mg for UPLC analysis).

The results suggested that true cecal digestibility could approximate true ileal digestibility and dispense
with the use of a non-absorbable marker, provided that the amount of N in each segment of the
digestive tract is known. It would bring notable benefits, such as increasing the amount of digesta

available for analysis and avoiding bias related to marker recovery.

Acknowledgments
We thank Morgane Dufay, Catherine Chaumontet and Romain Tessier from UMR PNCA for their

contributions to animal testing.

Financial support

The project was funded by Roquette.
Conflict of interest

C.G., N.K., S.B. and J.C. declare that they have no conflict of interest. F.G., L.G.D. and C.L.M. are

employed by Roquette.

130



Article 2

Authorship

The authors’ responsibilities were as follows: C.G., J.C.,, L.G.D., and C.L.M. contributed to the

conception and design of the study; F.G., J.C., S.B. and N.K. conducted the research; F.G. and J.C.

analyzed the data; F.G. wrote the original draft of the paper; J.C., C.G., L.G.D., and C.L.M. reviewed and

edited the manuscript; C.G. administered the project; and all authors read and approved the final

manuscript.

References

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

Report of an FAO expert consultation. Dietary protein quality evaluation in human nutrition. 31
March-2 April, 2011, Auckland, New Zealand. Rome: Food and Agriculture Organization of the
United Nations; 2013.

Food and Agriculture Organization of the United Nations. Report of a FAO Expert Working Group.
Research approaches and methods for evaluating the protein quality of human foods, 2-5 March
2014, Bangalore, India. 2014.

Rutherfurd SM, Moughan PJ. The rat as a model animal for the growing pig in determining ileal
amino acid digestibility in soya and milk proteins. J Anim Physiol Anim Nutr 2003;87(7-8):292—
300.

Jagger S, Wiseman J, Cole DJA, et al. Evaluation of inert markers for the determination of ileal and
faecal apparent digestibility values in the pig. Br J Nutr 1992;68(3):729-39.

Fuller M. Determination of protein and amino acid digestibility in foods including implications of
gut microbial amino acid synthesis. Br J Nutr 2012;108(S2):5238—-46.

Wang T, Adeola O. Digestibility index marker type, but not inclusion level affects apparent
digestibility of energy and nitrogen and marker recovery in growing pigs regardless of added oat
branl. J Anim Sci 2018;96(7):2817-25.

Olukosi OA, Bolarinwa OA, Cowieson AJ, et al. Marker type but not concentration influenced
apparent ileal amino acid digestibility in phytase-supplemented diets for broiler chickens and
pigsl. ) Anim Sci 2012;90(12):4414-20.

Fairweather-Tait SJ, Minihane AM, Eagles J, et al. Rare earth elements as nonabsorbable fecal
markers in studies of iron absorption. Am J Clin Nutr 1997;65(4):970-6.

Kohler T, Huisman J, Hartog LAD, et al. Comparison of different digesta collection methods to
determine the apparent digestibilities of the nutrients at the terminal ileum in pigs. J Sci Food Agric
1990;53(4):465-75.

Mroz Z, Bakker GCM, Jongbloed AW, et al. Apparent digestibility of nutrients in diets with

different energy density, as estimated by direct and marker methods for pigs with or without ileo-
cecal cannulas. J Anim Sci 1996;74(2):403-12.

131



Article 2

(12)  Yin Y-L, McEvoy IDG, Schulze H, et al. Apparent digestibility (ileal and overall) of nutrients as
evaluated with PVTC-cannulated or ileo-rectal anastomised pigs fed diets containing two
indigestible markers. Livest Prod Sci 2000;62(2):133-41.

(12)  WangT, Ragland D, Adeola O. Combination of digestibility marker and fiber affect energy and
nitrogen digestibility in growing pigs. Anim Feed Sci Technol 2017;230:23-9.

(23) Deglaire A, Moughan PJ. Animal models for determining amino acid digestibility in humans —a
review. Br J Nutr 2012;108(S2):5273-81.

(14) Rutherfurd, S M, Moughan, P J. The Digestible Amino Acid Composition of Several Milk
Proteins: Application of a New Bioassay. J Dairy Sci 1997;81:909-17.

(15) Rutherfurd, S M, Fanning, A C, Miller, B J, et al. Protein digestibility-corrected amino acid scores
and digestible indispensable amino acid scores differentially describe protein quality in growing
male rats. J Nutr 2015;145(2):372-9.

(16) HanF, Han F, Wang Y, et al. Digestible indispensable amino acid scores of nine cooked cereal
grains. Br J Nutr 2019;121(1):30-41.

(17)  Rutherfurd SM, Montoya CA, Moughan PJ. Effect of Oxidation of Dietary Proteins with
Performic Acid on True lleal Amino Acid Digestibility As Determined in the Growing Rat. J Agric
Food Chem 2014;62(3):699-707.

(18)  Guillin FM, Gaudichon C, Guérin-Deremaux L, et al. Multi-criteria assessment of pea protein
quality in rats: a comparison between casein, gluten and pea protein alone or supplemented with
methionine. Br J Nutr 2020;1-9.

(19)  Tessier R, Khodorova N, Calvez J, et al. 15N and 2H intrinsic labeling demonstrate that real
digestibility in rats of proteins and amino acids from sunflower protein isolate is almost as high as
that of goat whey. J Nutr 2019;00:1-8.

(20)  AFSSA. Apport en protéines : consommation, qualité, besoins et recommandations. 2007.

(21)  Snipes RL. Anatomy of the cecum of the laboratory mouse and rat. Anat Embryol (Berl)
1981;162(4):455-74.

(22)  Oberli M, Douard V, Beaumont M, et al. Lipo-Protein Emulsion Structure in the Diet Affects
Protein Digestion Kinetics, Intestinal Mucosa Parameters and Microbiota Composition. Mol Nutr
Food Res 2018;62(2):1700570.

(23)  Lacroix M, Léonil J, Bos C, et al. Heat Markers and Quality Indexes of Industrially Heat-Treated
[15N] Milk Protein Measured in Rats. J Agric Food Chem 2006;54(4):1508-17.

(24)  Reeves PG, Nielsen FH, Fahey GC. AIN-93 purified diets for laboratory rodents: final report of
the american institute of nutrition ad hoc writing committee on the reformulation of the AIN-76A

rodent diet. J Nutr 1993;123(11):1939-51.

(25) Moughan PJ, Butts CA, van Wijk H, et al. An acute ileal amino acid digestibility assay is a valid
procedure for use in human ileostomates. J Nutr 2005;135(3):404-9.

132



Article 2

(26)  Yin Y-L, McEvoy JDG, Schulze H, et al. Studies on cannulation method and alternative
indigestible markers and the effects of food enzyme supplementation in barley-based diets on ileal
and overall apparent digestibility in growing pigs. Anim Sci 2000;70(1):63-72.

(27) Kavanagh S, Lynch PB, O’Mara F, et al. A comparison of total collection and marker technique
for the measurement of apparent digestibility of diets for growing pigs. Anim Feed Sci Technol
2001;89(1-2):49-58.

(28)  Vicente F, Sarraseca A, de Vega A, et al. Performance of several Cr and Yb analytical techniques
applied to samples of different biological origin (digesta or faeces). J Sci Food Agric
2004;84(15):2035-40.

(29) Goullé J-P, Saussereau E, Mahieu L, et al. Validation du dosage du chrome par ICP-MS avec
cellule de collision dans les matrices biologiques et concentrations usuelles. Ann Toxicol Anal
2011;23(4):211-6.

(30)  Garcia E, Cabrera C, Lorenzo ML, et al. Estimation of chromium bioavailability from the diet by
an in vitro method. Food Addit Contam 2001;18(7):601-6.

(31) Kinson K, Hodges RJ, Belcher CB. The determination of chromium in low-alloy irons and steels
by atomic absorption spectrophotometry. Anal Chim Acta 1963;29:134-8.

(32) Guncaga J, Lentner C, Haas HG. Determination of chromium in feces by atomic absorption
spectrophotometry. Clin Chim Acta 1974;57(1):77-81.

(33) Gilani GS, Sepehr E. Protein digestibility and quality in products containing antinutritional
factors are adversely affected by old age in rats. J Nutr 2003;133(1):220-225.

(34) Fuller MF, Tomé D. In vivo determination of amino acid bioavailability in humans and model
animals. J AOAC Int 2005;88(3):923-34.

(35)  Butts CA, Moughan PJ, Smith WC. Endogenous amino acid flow at the terminal ileum of the rat
determined under conditions of peptide alimentation. J Sci Food Agric 1991;55(2):175-187.

(36) Leterme P, Monmart T, Théwis A, et al. Effect of Oral and Parenteral N Nutrition vs N-Free
Nutrition on the Endogenous Amino Acid Flow at the Illeum of the Pig. J Sci Food Agric
1996;71(2):265-71.

(37)  Moughan PJ, Leenaars GSM. Endogenous amino acid flow in the stomach and small intestine
of the young growing pig. J Sci Food Agric 1992;60(4):437-42.

(38)  Moughan PJ, Butts CA, Rowan AM, et al. Dietary peptides increase endogenous amino acid
losses from the gut in adults. Am J Clin Nutr 2005;81(6):1359—65.

(39)  Stein HH, Séve B, Fuller MF, et al. Invited review: Amino acid bioavailability and digestibility in
pig feed ingredients: Terminology and application. J Anim Sci 2007;85(1):172-80.

(40) Short FJ, Gorton P, Wiseman J, et al. Determination of titanium dioxide added as an inert
marker in chicken digestibility studies. Anim Feed Sci Technol 1996;59(4):215-21.

(41)  McCarthy JF, Aherne FX, Okai DB. Use of HCL insoluble ash as an index material for determining

apparent digestibility with pigs. Can J Anim Sci [Internet] 2011 [cited 2021 Jan 8];Available from:
https://cdnsciencepub.com/doi/abs/10.4141/cjas74-016

133



Article 2

(42) Noack J, Dongowski G, Hartmann L, et al. The Human Gut Bacteria Bacteroides
thetaiotaomicron and Fusobacterium varium Produce Putrescine and Spermidine in Cecum of
Pectin-Fed Gnotobiotic Rats. J Nutr 2000;130(5):1225-31.

(43) Islam KBMS, Fukiya S, Hagio M, et al. Bile Acid Is a Host Factor That Regulates the Composition
of the Cecal Microbiota in Rats. Gastroenterology 2011;141(5):1773-81.

134



3.3. Article 3 : Digestibilité iléale réelle des acides aminés de la protéine de pois en comparaison a la

caséine chez I'Homme sain

Article en cours de soumission

Résumé

Objectifs

Il est nécessaire de proposer des alternatives végétales aux protéines animales qui soient de bonne
qualité nutritionnelle, ce qui implique une digestibilité élevée. Le pois est un bon candidat en raison
de sa teneur élevée en protéines et de son profil en AA équilibré. Cette étude avait pour objectif de
déterminer la digestibilité iléale réelle des AA et de |'azote (RIDaa et RIDn) d’un isolat de protéine de
pois par rapport a la caséine de lait chez I'Homme. Leur qualité nutritionnelle a également été évaluée

par le calcul du DIAAS et de 'UPPN.

Méthodes

Quinze volontaires adultes en bonne santé ont été intubés avec une sonde naso-iléale a triple lumiere.
lls ont ingéré les repas test, qui consistaient en 9 portions successives de purée de pommes de terre
contenant la protéine de pois ou la caséine, intrinséquement marquée au *N. Un marqueur non
absorbable, le PEG-4000, a été perfusé dans l'iléon pour estimer le débit du fluide intestinal. Des
échantillons de digesta iléal, de plasma et d'urine ont été prélevés régulierement sur une période de 8
heures apres le repas. La teneur en PEG-4000 des digesta a été mesurée par une méthode
turbidimétrique. Les teneurs en AA et N des digesta et des protéines test ont été mesurées par U-HPLC
et EA. L'urée a été extraite des échantillons de plasma et d'urine. L'enrichissement en °N a été évalué

dans les digesta, I'urée et les protéines test par EA-IRMS et dans les AA individuels par GC-C-IRMS.

Résultats

La RIDaa moyenne était de 93,6 £ 2,9% pour la protéine de pois et de 96,8 + 1,0% pour la caséine, sans
différence entre les sources (P = 0,22). La leucine, la valine, la lysine et la phénylalanine étaient
significativement moins digestibles dans le pois que dans la caséine. La RIDy était de 92,0 + 2,7% et de
94,0 + 1,7% pour la protéine de pois et la caséine, respectivement, et n'était pas différente entre les
groupes (P = 0,11). Le DIAAS était de 1,00 pour la protéine de pois et de 1,45 pour la caséine. L'UPPN
était de 71,6 £ 6,2% pour la protéine de pois et de 71,2 + 4,9% pour la caséine (P = 0,88).
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Conclusion

Bien que certains AA soient moins digestibles dans la protéine de pois que dans la caséine, les indices
de biodisponibilité RID et UPPN n'étaient pas différents entre les deux sources. Le DIAAS de 1 obtenu
pour la protéine de pois a révélé sa capacité a répondre aux besoins en AA. Cette étude a démontré le

potentiel de l'isolat de protéine de pois en tant que protéine de haute qualité nutritionnelle.
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Abstract

Objective

It is necessary to propose plant alternatives to animal proteins that are of good nutritional quality,
implying a high digestibility. Pea is a good candidate regarding its high protein content and its well-
balanced amino acid (AA) profile. This study was aimed at assessing the real ileal AA and nitrogen (N)
digestibility (RIDaa and RIDy) of pea protein isolate as compared to milk casein in humans and at
evaluating their nutritional quality through the calculation of the digestible indispensable amino acid

score (DIAAS) and the determination of the net postprandial protein utilization (NPPU).

Methods

Fifteen healthy adult volunteers were equipped with a triple-lumen naso-ileal tube. They ingested the
test meals, which consisted of 9 successive portions of mashed potatoes containing either pea protein
or casein, intrinsically labelled with °N. A non-absorbable marker, PEG-4000, was perfused in the ileum
to estimate the intestinal fluid flow rate. lleal content, plasma and urine samples were collected
regularly over an 8-h postprandial period. PEG-4000 content of the digesta was measured by a
turbidimetric method. AA and N content of digesta and test proteins were measured using U-HPLC and
EA. Urea was extracted from plasma and urine samples. >N enrichment was assessed in digesta, urea

and test proteins using EA-IRMS and in individual AA using GC-C-IRMS.

Results

Mean RIDaawas 93.6 £ 2.9% for pea protein and 96.8 = 1.0% for casein, with no difference between
the sources (P =0.22). Leucine, valine, lysine and phenylalanine were significantly less digestible in pea
than in casein. RIDy was 92.0 £ 2.7% and 94.0 + 1.7% for pea protein and casein, respectively, and were
also not different (P = 0.11). The DIAAS was 1.00 for pea protein and 1.45 for casein. The NPPU was
71.6 £6.2% and 71.2 + 4.9% for pea protein and casein, respectively (P = 0.88).

Conclusion

Although some AA are less digestible in pea protein than in casein, the indexes of bioavailability, RID
and NPPU, were not different. The DIAAS of 1 obtained for pea protein revealed its ability to meet all
AA requirements. This study demonstrated the potential of pea protein isolate as a high quality

protein.
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Introduction

Adequate protein intake is of major importance in the nutrition field, as protein is an indispensable
nutrient with no structure exclusively dedicated to storage. For environmental purpose, it has been
recommended to reduce the consumption of food of animal origin in favor of plant products in the
western countries U, In particular, the legume family offers the possibility to reduce nitrogen inputs
during cultivation. However, most of plant proteins are considered to be of poorer digestibility as
compared to animal sources >®, which can be explained by the presence of antinutritional factors that
interact with proteolytic enzymes ). Remarkably, products from legumes (soy, pea, lupin...) have

(810-15) particularly when consumed in a purified

displayed good digestibility in humans, pigs or rats
form such as protein flour, concentrate or isolate **”), Among them, pea protein offers a valuable
option due to its high protein content (24% ®) and its relatively balanced AA profile *), despite the

admitted deficiency in sulfur amino acids (SAA) of legumes.

For protein quality evaluation, the FAO recommends the use of the digestible indispensable amino acid
score (DIAAS), based on the IAA composition of the protein and their individual ileal digestibilities 9.
It implies that digestibility should be assessed individually for each AA in the terminal ileum digesta
instead of feces, to avoid metabolization of the residual dietary AA by the colonic microbiota ?Y). Data
of IAA digestibility in humans are limited because the measurement of ileal losses is challenging (%223,
Naso-ileal intubation technique enables to collect the digestive content at the end of the small
intestine ?%, When combined with *®N-labelled proteins, it allows to differentiate the dietary and the

endogenous fractions among the losses of AA and determine real ileal digestibility (RID) of AA.

Our preliminary study on rats revealed that pea protein was highly digestible (94.6% mean true cecal
AA digestibility) and we obtained a DIAAS of 0.88 (%), Casein is the main protein of milk, representing
77-78% of total milk proteins . It is considered as a reference in terms of nutritional quality, with a
digestibility ranging from 94 to 100%, depending on the studies (101427.28),

The aim of the present study was to evaluate the RID of pea protein in humans in comparison to milk

casein, using ®N-labelling of dietary proteins and naso-ileal intubation technique. We calculated the

DIAAS and assessed the net postprandial protein utilization (NPPU) as indicators of protein quality.
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Methods

Test proteins and experimental meals

We compared two purified test proteins that were labelled with °N. Three micro-plots of yellow peas
(Pisum sativum) were fertilized with two supplies of *N-labelled ammonium nitrate (**NH,*NO3) at
stages 4/6 leaves and floral buds. The labelling protocol was carried out at Unité Expérimentale du
Domaine d’Epoisses, INRAE (Breteniére, France). The seeds were harvested at maturity, air dried and
ground to flour. The protein fraction was extracted under pH neutralization, heat-treated and freeze-
dried. For casein, a lactating cow was fed *N-labelled ammonium sulfate (**NH4),SO4) for 4 days, at
the experimental farm of AgroParisTech (Thiverval-Grignon, France). Labelled-milk was collected at
day 5, skimmed and pasteurized. The casein fraction was extracted under ultrafiltration followed by
microfiltration, heat-treated and freeze-dried. The protein isolates were tested for microbiological
contamination. Nitrogen (N) content was 12% and 12.5% for pea protein isolate and casein isolate
respectively. >N enrichment was 0.72 atom percent (AP) for pea protein isolate and 1.78 AP for casein
isolate. N enrichments of individual AA in the protein isolates (Figure 1) were uniform among AAs
and mean N AA enrichment was 0.71 AP for pea protein isolate and 1.75 AP for casein. The AA
composition of test proteins is given in Figure 2. The test meals were composed of mashed potatoes
(Picard®) containing one of the test protein (pea protein or casein). The meal was split into 12 portions
and given in 9 mini-meals, the first one being a loading dose of 4 portions. Each volunteer received a
total of 45 g DW of potato and 4 g of N from the test protein (35 g of pea protein isolate or 31 g of
casein isolate). They were given a glass of water hourly and were not allowed to ingest any other food

during the 8 h of postprandial sampling period.

@ pea casein
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Figure 1. >N enrichment of amino acids in labelled protein isolates
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Figure 2. AA composition of test protein isolates. Values are means + SD on 3 measurements. Protein
content was calculated from N content using 6.25 conversion factor. The reference pattern was the

older child, adolescent, adult profile defined in the 2013 FAO report (9,

Subjects

This study was approved by the Ethical Committee Sud-Est Ill and was registered at
www.clinicaltrials.gov database (NCT04072770). The clinical trial was conducted in the Human
Nutrition Research Center of Avicenne Hospital (APHP, Bobigny, France). After signing a written
informed consent, 26 healthy volunteers with no history of gastrointestinal disorder or food allergy
participated in the study. Several subjects did not complete the protocol or had to be excluded and
the final sample size was n = 15 (age, 36 * 8.3 years old; body mass index, 23.6 + 2.4 kg/m?, Table 1).
The main causes of exclusion during the procedure were failure of migration of the tube through the
pylorus, pain or vomiting, and insufficient migration in the small intestine. Two volunteers were

removed afterwards because of unusable samples (Figure 3).

Table 1. Anthropometric data of the volunteers (n = 15)

Pea protein Casein Total
n 8 7 15
Sex (F/M) 5/3 5/2 10/5
Age (years) 36.0+9.8 36.0+7.0 36.0+8.3
BMI (kg/m?) 23.5+2.7 23.7+2.2 23.6+t24
TBW (L) 339+538 33.1+£7.2 33.5+6.2

BMI: body mass index; TBW: total body water assessed by impedancemetry
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Recruited (n = 29)

Absent on the day of the study (n = 3)

Included (n = 26)

Failure in nose intubation (n = 3)

Intubated (n = 23)

Failure in tube migration to the ileum (n = 6)

Completed the study (n=17)

Non-usable samples (n = 2)

Integrated in data analysis (n = 15)

Figure 3. Participant flowchart, causes of failure and exclusion criteria

Experimental protocol

The volunteers were admitted in the hospital for 2 days (Figure 4), with a maximum of 2 volunteers at
the same time. The morning of day 1, a triple-lumen tube (polyvinyl chloride tubing, total length 2.5
m) was placed into their stomach through their nose under local anesthesia and migrated along the
digestive tract for 24 h with intestinal peristalsis. The progression was facilitated by inflating a terminal
balloon through one of the three lumens once the tube had reached the small intestine. The passage
of the tube through the pylorus was checked by radiography in the early afternoon of day 1. The
volunteers ate a standard hospital meal after the radiography and had dinner at 20:00, before fasting
overnight. At the beginning of day 2, a second radiography was performed to check the migration of
the tube to the terminal ileum. Correct position of the tube was also confirmed by measuring the pH
of the intestinal effluent, which was collected by aspiration with a syringe through the second lumen
of the tube. Polyethylene glycol 4000 (PEG-4000; 20 g/L) was used as a non-absorbable marker to
calculate the intestinal flow rate. It was integrated in a saline solution and perfused in the ileum at a
rate of 1 mL/min through the third lumen, 20 cm above digesta collection. A catheter was placed into
the forearm vein of the volunteers for blood sampling. The protocol was single-blinded, the volunteers
receiving either pea protein or casein. The 9 test meals were given every 30 min for 4 h and were
consumed in a limited amount of time (5 min). The ileal content was collected continuously from 30
min before the ingestion of the first test meal to the end of the procedure, 8 h later. The digesta were
pooled every 30 min, sampled in jars with addition of protease inhibitor (diisopropylfluorophosphates),
frozen at -20 °C, and freeze-dried until analysis. Blood samples were taken every 30 min for the first 4

h, then hourly. Urine was recovered every 2 h during the whole procedure, weighed and stored at -
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20°C. A fraction was kept at 4°C with thymol oil and liquid Vaseline and processed the day after for

urea extraction.

B Digesta samples
Blood samples
Z\ Urine samples
%k Radiography

Intubation Diner Test meals Tube removal
! | \ AR 2R 2R R !
9:00 20:00 Fasting 10:00 14:00 18:00
| | | | | .

* s HEEEEEEEEEEEEEEE.
JAN A A JAN A

Figure 4. Experimental design of the study

Analytical procedure

The PEG-4000 content of the digesta was measured by a turbidimetric method ?° to determine the
ileal flow rate.

Nitrogen content of digesta and test proteins (pea and casein) was measured with an elementary
analyzer (EA) based on the Dumas method (Vario Micro Cube, Elementar, Lyon, France). The analyzer
was coupled with an isotopic ratio mass spectrometry (IRMS) (Isoprime, GV Instrument, Manchester,
UK) to measure °N enrichment in digesta and test proteins. Atropine (Thermo Electron, Milano, Italy)
was used as elemental standard and L-glutamic acid (USGS41, Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA) was

used as isotopic standard.

Nitrogen digestibility and nitrogen utilization were evaluated using >N recovery in digesta, urea pools
(plasma and urine), and test proteins. Urea content in plasma and urine was assessed with Urease-
Berthelot method (Urea assay, Randox, Crumlin, UK). Urine was separated from ammonia and treated
by urease (Urease from Jack Bean type lll, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA). Urinary urea was isolated
on a sodium form of cation exchange resin (Dowex® 50WX8 sodium form 100-200 mesh, Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, USA). Urea fraction of plasma was treated with urease and separated from amino
acid fraction by the use of sodium form cation exchange resin like for urinary urea. The resin was eluted
by KHSO4 (2.5 M) and the supernatant was assayed for >N enrichment of plasmatic and urinary urea

using EA-IRMS.
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Real ileal digestibility of AA was assessed from AA content and °N enrichment of individual AA in
digesta and test proteins. For AA content measurements (other than tryptophan), 10 mg of digesta or
protein were hydrolyzed for 24 h with HCI 6N at 110°C. Norvaline was added prior to hydrolysis as an
internal standard. For the analysis of sulfur AAs (SAA) in test proteins (pea and casein), performic acid
oxidation was carried out before hydrolysis to convert methionine and cysteine to the acid-stable
derivatives, methionine sulfone and cysteic acid respectively %, Tryptophan content was determined
in protein isolates (pea and casein). A base hydrolysis (barium hydroxide 2N) was carried out on 15 mg
of samples for 20 h at 110°C, with 5-methyl-tryptophan as an internal standard. Calibration standards
were composed of an AA mixture (Waters), with addition of specific AAs (norvaline, methionine
sulfone, cysteic acid, tryptophan, 5-methyl-tryptophan). Hydrolysates and standards were derivatized
using the AccQTag Ultra Derivatization Kit (Waters) according to the manufacturer’s protocol. The AA
guantification was performed on an Acquity HClass ultra-high performance liquid chromatography (U-
HPLC) system with a photodiode array detector (PDA detector; Waters). The AA were separated with
an AccQ-Tag AA C18 column (2.1 x 100 mm; 1.7 um bead size; Waters) and quantified as mmol/g of

dry matter.

For AA isotopic enrichments, 90 mg of digesta and protein samples were hydrolyzed for 24 h with HCI
6N at 110°C. AAs were isolated using a hydrogen form resin (Dowex® 50WX8 hydrogen form 100-200
mesh, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) and derivatized with ethyl chloroformate #Y. **N enrichment of
isolated AAs was analyzed by gas chromatography (GC 6890N, Agilent Technologies, Les Ulis, France)
coupled with an isotope ratio mass spectrometer (Isoprime, GV Instrument, Manchester, UK) via the
GC5 Isoprime interface. The combustion furnace temperature was 950°C. The GC column (RXI-17, 30
m long, 0.25 um i.d., 0.5 um film thickness; Restek) temperature program started at 150 °C, increased
by 4°C per min up to 200°C and by 25°C per min up to 270 °C, the final temperature being maintained

for 10 min. The inlet temperature was set at 270°C.

Calculations

The ileal flow rate (F) was evaluated each 30 min as follows:

[PEG]solution

F (mL/30min) = PEGLn

x perfusion flow rate x 30

Where [PEG]soiution and [PEG]aigesta are the concentration of PEG-4000 in the perfused solution and in

the digestive contents, respectively. The flow rate of the PEG perfusion was 1 mL/min.

The total nitrogen flow rate (Niotieum) in the ileum was assessed for each period:

N x DM x F

Ntot ileum (mm0|/30mm) = 14 x 10
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Where N was the percentage of nitrogen measured in the ileal sample, DM was the dry matter of the
ileal sample (g/100g), F was the ileal flow rate (mL/30min), and 14 was the molar mass of nitrogen

(g/mol).

The dietary nitrogen flow rate (Ngietieum) referred to N from the ingested test protein (pea or casein)

remaining in the ileum after absorption:

APEiieum
APEmeal

Ndiet ileum (mm0|/30m|n) = Niotileum X

Where Nicotileum Was the total nitrogen flow (mmol/30min), and APE (atom percent excess) the amount
of N enrichment gained in the digesta compared to the basal value (in AP). Basal enrichment was
defined for each volunteer independently as the enrichment in the t = 0 digesta sample.

The endogenous nitrogen (Nendo ileum, MMol/30min) was the difference between Niotileum and ndiet ileum.

Real ileal digestibility of nitrogen (RIDy) was calculated as follows:

Ningested - sziet ileum

RIDw (% Ningested) = x 100

Ningested

Where Ningestes Was the amount of N ingested from the test meals and ZNgiet ieum Was the cumulative

dietary nitrogen recovered in the ileum over the 8 h of protocol (mmol).

Real ileal digestibility was also determined for each AA (RIDaa). The quantity of dietary AA in digesta

(AA; giet) was calculated for each period of time (t):

APEjileum (t)

AA et (t) (mmol) = [AATieum (t) x DM (t) x F(t) x ===

Where [AAieum Was the quantity of AA; in the digesta at t period (mmol/g), DM was the dry matter of
digesta (g/100mL), F was the ileal flow rate (mL/30min) and APE the amount of >N enrichment gained
in AA; in the digesta as compared to the basal value (in AP) at t period. Basal enrichment in AA; was

defined for each volunteer independently as AA; enrichment in the t = 0 digesta sample.

Real ileal digestibility of AA (RIDaa) was calculated for each AA as follows:

RIDaai (% AAiingested) = 1 — AT"*& % 100
i ingested

Where ZAA, giet Wwas the sum of dietary AA; over 8 h (mmol) and AA ingested Was the amount of AA|ingested
by the volunteer (mmol). Average AA digestibility was calculated from the mean of AA digestibilities
weighted by the proportion of each AA in the protein. RID was assessed for 12 AA and could not be
calculated for histidine, tryptophan, cysteine, serine and tyrosine. The missing AAs are explained by
their low recovery or absence in the digesta hydrolysates produced for GCC-IRMS analyses or a co-

elution with other components in the chromatography column.
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The DIAAS was calculated as prescribed by the FAO 9 DIAAS = lowest IAA ratio

. mg digestible IAA; in 1g of the test protein
IAA; ratio = T8 2 -

mg IAA; in 1g of the reference protein
Where digestible IAA; content (g/kg protein) = IAA; content (g/kg protein) x RIDaai (%). The reference
profile used for DIAAS calculation was the requirement pattern of the older child, adolescent, and adult
defined in the 2013 FAO report 2%, The nitrogen-to-protein conversion factor used was 6.25. IAA ratio

for His and Trp was calculated using the mean digestibility of all AA.

The dietary nitrogen incorporation into the different body nitrogen pools (digesta, body urea, urinary
urea) was expressed as a percentage of the ingested amount and calculated using the following

equation 32

APE (t)

——FF  x 100
APEmeal ><Ningested

Naiet (t) (% of ingested nitrogen/30min) = Niot (t) %

The Net Postprandial Protein Utilization (NPPU) was the amount of N retained in the body after 8 h

and was calculated as follows:

Ningested - (sziet ileum + sziet urinary urea + Ndiet body urea)

NPPU (% of Ningested) = x 100

Ningested

Where Ngiet urinary urea Was nitrogen content in urinary urea, obtained by multiplying the volume of urine
by urinary urea concentration. Ngiet body urea Was the remaining dietary N in the plasma urea, defined as
plasma urea nitrogen concentration at t = 8 h multiplied by total body water (TBL), and corrected by
the water content of blood (92%). TBL was measured by bio-impedancemetry (Nutriguard-M®, Data

Input, Germany).

Statistical analysis

The values are expressed as mean + standard deviation (SD). Difference between pea protein and
casein groups was evaluated with a two-sided Student t test. Digestive and N flows were analyzed
using a mixed model with the diet group as a fixed effect and time as a repeated effect. Overall

significant difference was observed for P < 0.05.

Results

N flows and RID

The ileal flow rate of digesta was in average 25.9 *+ 9.7 mL/30min for pea protein group and 29.4 + 7.6
mL/30min for casein group (Figure 5.A). In total, 439.5 and 500.0 mL of digesta flowed through the
terminal ileum over the 8 h of protocol in pea protein and casein group, respectively. The endogenous

N flow through the terminal ileum over the 8 h of protocol was 48.5 +9.4 and 36.1 + 12.7 mmol in pea
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protein and casein group, respectively (Figure 5.B). The dietary N flow was in average 1.7 + 1.1
mmol/30min and 1.4 + 0.9 mmol/30min for pea protein and casein group, respectively (Figure 5.C).
No significant difference of flow (ileal, endogenous or dietary N) was found between the two groups,
but we observed a trend of a higher dietary N flow in pea protein group (P =0.06). The ileal and N flows
varied over time (time effect P = 0.02, P = 0.006 and P = 0.008 for ileal, endogenous N and dietary N
respectively), as they increased with meal ingestion and decreased at t = 6 h, following the ingestion
of the last meal (t = 4 h). This time effect was particularly visible for dietary N flow. The dietary N
appeared in the ileum 1 h and 1.5 h after the ingestion of the first meal in pea protein and casein
groups, respectively. It increased for 5 h in pea protein group and for 6 h in casein group, before
decreasing until the end of the protocol. During the protocol, the volunteers ingested in average 292
and 280 mmol of N in pea protein and casein group, respectively. Mean cumulated dietary N recovered
in the ileum was 23.4 £ 7.9 mmol in pea protein group and 16.8 £ 4.9 mmol in casein group (P = 0.08).
Consequently, RIDy of pea protein was 92.0 + 2.7% and RIDy of casein was 94.0 £ 1.7% with no

significant difference between the protein sources (P = 0.11).

A lleal flow rate B Endogenous nitrogen flow
Group: n.s. Group: n.s.
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Figure 5. A. lleal flow rate of digesta, excluding perfusion of PEG-4000 solution. B. Endogenous
nitrogen flow in the ileum. C. Dietary nitrogen flow in the ileum. Values are means £ SD, n = 8 in pea

protein group, n = 7 in casein group. N: nitrogen, NS: non-significant
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lleal AA digestibility and DIAAS

RID was variable depending on the AA. For pea protein, RIDaa ranged from 90.2 + 3.7% for glycine to
95.8 + 2.0% for Glx. For casein, RIDaa ranged from 94.4 £ 2.2% for isoleucine to 98.6 £ 0.4% for leucine
(Table 2). RIDaa of leucine, lysine, phenylalanine, valine, Asx, glycine and proline were significantly
higher for casein compared to pea protein. However, the difference between mean RIDaa of pea

protein (93.6 + 2.9%) and casein (96.8 + 1.0%) did not reach significance (P = 0.22).
IAA ratios were all higher for casein as compared to pea protein (Table 3). The DIAAS, defined as the
lowest IAA ratio, was 1.00 for pea protein and 1.45 for casein and both corresponded to methionine

ratios.

Table 2. Real ileal digestibility (RID, %) of AA and DIAAS obtained for pea protein compared to casein

Pea protein Casein P
N 92.0+2.7 94.0+1.7 n.s.
Mean |AA 93.4t3.6 97.0t2.1 0.02
Isoleucine 929+3.8 944122 n.s.
Leucine 94.4+28 98.6+0.4 0.002
Lysine 93.9+2.6 98.0+0.5 0.001
Methionine 93.9%5.2 98.3+0.9 n.s.
Phenylalanine 94.6+2.8 99.2+0.3 <0.001
Threonine 91.8+4.0 946+1.3 n.s.
Valine 92.5+3.8 96.1+1.3 0.03
Mean DAA 92.9+3.5 96.3+1.8 0.01
Alanine 92.7+3.9 96.1+1.3 n.s.
Asx 93.0+x2.9 96.4+1.2 0.01
Glx 95.8+2.0 95.9+1.8 n.s.
Glycine 90.2+3.7 95.2+t14 0.006
Proline 92.3+3.2 97.7+£0.5 <0.001
Mean all AA 93.6+29 96.8+1.0 n.s.

Asx: asparagine + aspartate, IAA: indispensable amino acid, DAA: dispensable amino acid, Glx:
glutamine + glutamate, n.s.: non-significant

Values are means = SD, n = 8 in pea protein group, n = 7 in casein group. Histidine, tryptophane,
cysteine, serine and tyrosine digestibilities could not be evaluated. Mean digestibility of all AA was

weighted by the proportion of each AA in the protein isolates.
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Table 3. IAA ratios and DIAAS of pea protein compared to casein

Pea protein Casein P
Histidine 1.40 1.53 -
Isoleucine 1.64 £0.07 1.75+0.04 0.004
Leucine 1.30+0.04 1.57+0.01 <0.001
Lysine 1.59+0.04 1.81+0.01 <0.001
Methionine 1.00 £ 0.06 1.45+0.01 <0.001
Phenylalanine 2.23+0.07 2.54+0.04 <0.001
Threonine 1.47 £ 0.06 1.75+0.02 <0.001
Valine 1.19 £ 0.05 1.55+0.02 <0.001
Tryptophan 1.41 1.95 -
DIAAS 1.00 £ 0.06 1.45+0.01 <0.001

DIAAS : digestible indispensable amino acid score, IAA : indispensable amino acid
RID used for His and Trp ratios was mean RID of all AA, and thus P-values could not be calculated.

Cystein and tyrosine were not included.

Urea pools and NPPU

The appearance of N into body urea started immediately after the ingestion of the first meal (Figure
6.A) and increased until the last ingestion at t = 4 h, in both groups. No difference was observed
between proteins (P = 0.38). The transfer to dietary N into urinary urea also started after the ingestion
of the first meal (Figure 6.B) and increased until the end of the protocol (t = 8 h), in both groups. No

difference was observed between proteins (P = 0.35).

A B .
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Figure 6. A. Incorporation of dietary nitrogen into body urea. B. Incorporation of dietary nitrogen into
urinary urea. Values are means + SD, n = 8 in pea protein group, n = 7 in casein group. N: nitrogen, NS:

non-significant
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The cumulative amount of dietary nitrogen excreted in urine was not different between pea protein
and casein groups (P = 0.30, Table 4). The residual dietary nitrogen in body urea at t = 8 h was not
different either between groups (P = 0.13). The NPPU was 71.6 + 6.2% for pea protein and 71.2 + 4.9%
for casein (P =0.88).

Table 4. NPPU of pea protein compared to casein

Pea protein Casein P
ZNgiet ileumn (MmMol) 23479 16.8+4.9 0.08
ZNdiet urinary urea (MmMol) 27.9+11.9 22.7+4.6 0.30
Ndiet body urea (MMOI) 31.3+11.2 41.2+12.8 0.13
NPPU (%) 71.6+6.2 71249 0.88

N: nitrogen, NPPU: Net postprandial protein utilization
Values are means £ SD, n = 8 in pea protein group, n = 7 in casein group.

Ndiet body urea WAs the remaining dietary N in the plasma urea att =8 h.

Discussion

This study was aimed at evaluating the nutritional quality of a pea protein isolate as compared to casein

through the direct measurement of ileal digestibility and bioavailability of AA in Humans.

The use of naso-ileal intubation allowed to determine the N flow in the terminal part of the small
intestine after the ingestion of test meals. The protein source had no effect on the endogenous N flow
in our study, with no difference in N flow rate following either pea (48.5 + 9.4 mmol N) or casein
ingestion (36.1 + 12.7 mmol N). The values of endogenous losses observed in our study were
comparable to values determined after pea protein ingestion in Mariotti et al. study on pea protein
(51.4 + 15.2 mmol N collected over the 8 hours of protocol #3, vs 48.5 + 9.4 mmol N in our study).
Comparable results of endogenous ileal N losses were obtained by Gaudichon et al. under similar
conditions, following the ingestion of milk or soy protein isolates stirred into water (39.0 mmol N over
the 8 hours of protocol for milk, 51.2 mmol N for soy ¥). However, in Gaudichon et al. study, the N
endogenous losses were significantly higher for soy protein as compared to milk protein, in accordance
with the literature that described an increase in endogenous N secretions with legumes and plant
proteins in general, notably explained by the presence of antinutritional factors ®>=7). Here, the
difference between protein groups was not significant, probably due to the interindividual variability

and the low antinutritional factor concentration in the pea protein. The dietary N kinetics induced by
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the ingestion either of pea protein or casein were not significantly different between the two sources,
but the decrease seemed to be delayed by 1 h in casein group. It would be consistent with the
characterization of casein as a “slow protein”, based on its digestion rate and amino acid absorption
kinetics ©#83%. The slow digestion of casein is explained by its precipitation under the acidic
environment of stomach “%. No significant difference was observed between the dietary N flows in
the ileum after pea and casein ingestion, but a trend to higher dietary N losses occurred in pea protein
group. The ileal digestibility of N was not significantly different between the two sources, reaching
92.0% and 94.0% for pea protein and casein, respectively. The values reported for pea in the present
study are higher than previous results obtained in similar conditions. According to Gaussereés et al. and
Mariotti et al., ileal N digestibility was respectively 89.4 + 1.1% for pea flour ** and 89.9 + 4.0% ©*3 for
pea protein isolate. In contrast, for milk casein, we obtained a RIDy similar to that obtained by Deglaire
et al., which was 94.1% 7). However, in a study carried out in ileostomates using unlabeled proteins,
N ileal digestibility of milk proteins was higher but exceeded 100%, and thus can be considered as non-
physiological **. In comparison to other legumes, values of RID obtained in this study for pea protein
isolate were comparable to the RID obtained for soy isolate and lupin flour (91.5 + 2.0% “* and 91.0 +

3.0% 3 respectively), determined in comparable studies.

The mean AA ileal digestibilities (RIDaa) were 93.6 +2.9% and 96.8 + 1.0% for pea protein and casein,
respectively. Those values were high, demonstrating the potential of pea protein to be considered as
a high-quality protein. As a comparison, mean RIDax determined in studies performed on human
subjects using naso-ileal intubation were similar for soy protein isolate (93.8 + 3.0% %) and much
lower for zein (corn protein, 63.0 + 4.6% *?)). The difference we obtained between pea protein and
casein was not significant for mean RIDaa, Whereas RID of casein was higher for many individual AAs,
including mean IAA. As the mean was weighted by the proportion of each AA in the proteins, this result
is explained by the high contribution of Glx, for which no difference of digestibility was observed
between groups. For both proteins, average RIDax was higher than RIDy, the difference being more
pronounced for casein (+2.9% vs +1.8% for pea protein). This could be explained by the fraction of non-
protein nitrogen contained in the protein isolates that remained in the digestive tract after digestion,
leading to an underestimation of RIDy. The non-protein nitrogen was calculated theoretically by the
difference between the AA composition of proteins measured by U-HPLC and the N content of proteins
measured by EA and represented 0.1% of total N for pea protein and 3.3% of total N for casein (data
not shown). According to the literature, the non-protein nitrogen content of milk represents in average
6% of the total N “3. Lower values of 4.5% of total N can also be found “%. It is mostly composed of
urea, and this amount is variable depending on the diet of the cows, and interindividual factors ).

However, the non-protein nitrogen fraction of purified proteins is supposed to be negligible, as the
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amount we calculated for pea protein. The native form of the casein isolate (micellar casein) used in
our study could maybe explain this higher content compared to pea isolate. It may thereby explain the
greater difference between RIDas and RIDy in casein group. Furthermore, determination of RIDaa
requires more analytical steps than RIDy. Indeed, several steps of sample preparation and 2 different
analyses (hydrolysis of digesta samples, extraction and derivatization before *N enrichment
measurement in individual AA by GC-C-IRMS and hydrolysis of digesta samples, derivatization before
AA content measurement by UHPLC) are needed to obtain RIDaa. In contrast, RIDy relies only on the
measurement of N and ®N enrichment by EA-IRMS in the same sample without preparation. When
RIDy is calculated theoretically from RIDaa and the AA composition of proteins, values of 93.4% and
96.8% are obtained for pea protein and casein, respectively, which are also higher than the

experimental values of RIDy (92.0% and 94.0%).

Measurement of RIDaa and the AA composition of proteins allowed to calculate the DIAAS, which was
higher than 1 for both proteins (1.00 and 1.45 for pea protein and casein, respectively). This result
highlights the adequacy of pea protein with the human AA requirements and thus its relevance to
provide enough IAA to ensure protein synthesis. This value of 1 was higher than the DIAAS of our
previous animal study (0.88), which was explained by the lower SAA digestibility (84.2%) obtained in
rats . In other animal studies, the DIAAS of pea protein concentrate was 0.82 in rats *® and 0.73 in
pigs .

The higher IAA ratios for casein were explained by the more balanced IAA composition of casein. The
lowest IAA ratio was obtained for methionine for both proteins. The limiting content of SAA in legumes
is well-known @, Even though pea protein meets the IAA requirements set for individuals aged 3+ 9,
methionine is the IAA that carries the highest risk of deficiency in this source. However, the DIAAS was
calculated using 6.25 as the protein-to-nitrogen conversion factor. Even if 6.25 is still considered as the
standard value, it is based on the assumption that proteins contain 16% of N, which is not accurate for
all sources especially for plant proteins. As the conversion factor might have a strong impact on the
DIAAS values 0, we also calculated the DIAAS using specific factors, i.e. 6.15 for casein and 5.4 for pea
protein 748 The DIAAS we obtained with the specific conversion factors were higher, reaching 1.16

and 1.48 for pea protein and casein, respectively (data not shown).

The kinetics of dietary N incorporation into body and urinary urea were similar between groups,
demonstrating the effectiveness of utilization of pea protein after absorption. Over the 8 h of the
protocol, the incorporation of dietary N into body urea was 10.7% and 14.7% of ingested N for pea
protein and casein, respectively. The dietary N incorporation into urinary urea was 9.6% and 8.1% of

ingested N for pea protein and casein, respectively. Those results were consistent with those described
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in similar studies. For milk casein, values of 12.31 + 1.95% and 8.76 t+ 1.38% of ingested N were
reported for body urea and urinary urea, respectively ?®. The NPPU obtained for pea protein (71.6 +
6.2%) was not significantly different from that of casein (71.2 + 4.9%), which suggests that the N
utilization following the ingestion of pea protein and casein was not different. The NPPU of pea protein
was similar to the one found by Mariotti et al. after ingestion of pea protein by naso-ileal intubated
volunteers (70.9 + 6.0 ®¥). NPPU results described in the literature for casein in human studies are 78%

49 and 71% ©%, which are also in the same range as the values of this study.

The naso-ileal intubation technique has been used in several studies for AA digestibility assessment
(27.3442) |t allows an almost complete collection of ileal digestive content and a high recovery rate of
the non-absorbable marker (PEG-4000 here) 7). A limitation of our study is the delay in absorption
kinetics induced by our ingestion pattern. Indeed, the ingestion of repeated meals might have
disrupted the total quantitative collection of digestive N and AA losses. The results of N flows showed
that a small amount of dietary N was still remaining in the terminal ileum after 8 h protocol, which
might have induced overestimated values of digestibility and NPPU. Dangin et al. evaluated the impact
of repeated meals compared to one single meal of identical AA composition in humans, in the case of
whey protein ingestion. They concluded that the ingestion of repeated meals may reduce postprandial

AA oxidation and impact postprandial protein deposition 9.

The present study highlighted the fact that the digestive and metabolic bioavailability of pea protein is
high, allowing to meet the IAA requirement as reflected by the DIAAS of 1. It emphasized the potential
of pea to be consumed as a source of dietary protein, as it seems to be one of the rare plant proteins

with no limiting amino acids and of high digestibility.
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3.4. Article 4 : Comparaison de la méthode double traceur a la méthode directe dans I'évaluation de la

digestibilité iléale des acides aminés de la protéine de pois et de la caséine chez I'Homme

Article en cours de soumission

Résumé

Objectifs

La mesure iléale directe de la digestibilité des AA par intubation naso-iléale est trés invasive et ne peut
pas étre appliguée aux populations vulnérables. Une autre méthode indirecte basée sur
I'enrichissement isotopique postprandial des AA plasmatiques a été proposée par la FAO. Cette
méthode dite « double traceur » repose sur le calcul des rapports isotopiques entre une protéine test
et une protéine de référence, de digestibilité connue, chacune étant marquée par son propre isotope.
Cependant, la méthode double traceur n'est pas encore validée car elle n'a jamais été comparée a la
mesure iléale directe au sein d'une méme étude. L'objectif de ces travaux était de tester la méthode
double traceur en la comparant a la méthode directe, sur les mémes sujets. Cette comparaison a été
effectuée dans le cadre de I'évaluation de la digestibilité des AA de deux protéines de sources

différentes : la protéine de pois et la caséine de lait.

Meéthodes

Quinze volontaires adultes en bonne santé ont été intubés avec une sonde naso-iléale a triple lumiere.
lls ont ingéré 9 portions successives de purée de pommes de terre contenant la protéine test
intrinséquement marquée au N et au 2H, a savoir la protéine de pois ou la caséine. Un mélange d'AA
algaux marqués au 3C a été incorporé aux repas en tant que « protéine » de référence pour la méthode
double traceur. Le plasma a été prélevé régulierement pendant une période postprandiale de 8 heures,
tandis que les digesta iléaux ont été collectés en continu. Pour la méthode directe, la diffusion d'un
marqueur non absorbable, le PEG-4000, et la mesure de I'enrichissement en °N des digesta ont permis
de calculer la digestibilité iléale réelle des AA (RIDaa). Les échantillons de digesta ont également servi
a mesurer la digestibilité de la référence dans la méthode double traceur, les AA libres 3C. Pour la
méthode double traceur, la digestibilité iléale des AA a été estimée par la quantité d'AA absorbée
(Abaa), calculée en rapportant I'enrichissement en 2H et *C du plasma aux enrichissements en 2H et *C
des repas. Les enrichissements isotopiques ont été mesurés dans les digesta, les échantillons de
plasma et les repas par GC-C-IRMS. La teneur en AA a été évaluée dans les digesta et les repas par U-

HPLC.
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Résultats

Pour la protéine de pois, les valeurs d’Abaa et de RIDaa étaient de 102,2 + 3,1% et 94,3 + 1,5%,
respectivement (P < 0,001). Pour la caséine, les valeurs d’Abaa et de RIDaa étaient de 91,9 + 2,0% et
97,1 + 0,8%, respectivement (P < 0,01). La méthode double traceur a conduit a une surestimation de
8% de la digestibilité des AA de la protéine de pois et a une sous-estimation de 5% de la digestibilité
des AA de la caséine, et la variabilité était plus élevée qu'avec la méthode directe. La digestibilité iléale
moyenne des AA du mélange d'AA libres 13C était stable et élevée (98,1 + 1,1%), validant son utilisation

comme référence pour la méthode double traceur.

Conclusion

Pour plusieurs AA, la digestibilité par la méthode double traceur était du méme ordre de grandeur que
les valeurs obtenues par la méthode directe. Cependant, la variabilité était élevée et |I'écart par rapport
a la méthode directe variait selon la source de protéines. La méthode double traceur nécessite des
recherches supplémentaires mais, sous réserve de validation, elle pourrait conduire a des progres

majeurs dans I'évaluation de la qualité des protéines pour la nutrition humaine.
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Abstract

Background

The direct ileal measurement of amino acid (AA) digestibility is highly invasive thus inappropriate to be
applied to vulnerable populations. An alternative indirect method based on the postprandial isotopic
enrichment of plasmatic AAs has been proposed by the FAO. This dual tracer method relies on the
calculation of isotopic ratios between a test protein and a reference protein of known digestibility,
each one being labelled with its own isotope. However, the dual tracer method is not yet validated, as

it has never been compared to the direct ileal measurement within a same study.

Objective
The aim of this work was to evaluate the dual tracer method by a comparison with the direct intubation
method, on the same subjects. The comparison was made in the context of the assessment of AA

digestibility of two proteins from different sources: pea protein and milk casein.

Methods

Fifteen healthy adults completed the study and were equipped with a triple-lumen naso-ileal tube.
They ingested 9 successive portions of mashed potatoes containing the test protein intrinsically
labelled with °N and 2H, either pea protein or casein. A 3C algal free AA mixture was incorporated into
the meals as a reference for dual tracer method. Plasma was sampled regularly over an 8-h
postprandial period, while ileal digesta was collected continuously. For ileal sampling method, the
diffusion of a non-absorbable marker, PEG-4000, and the measurement of >N enrichment of the
digesta allowed to calculate real ileal AA digestibility (RIDaa). The digesta samples were also used to
assess the digestibility of the 13C free AA reference, needed for dual tracer method. For dual tracer
method, the amount of AA absorbed (Abaa), an estimate of ileal AA digestibility, was calculated using
2H and 3C enrichment in plasma reported to 2H and 3C enrichments in meals. The isotopic enrichments
were measured in digesta, plasma samples and meals using GC-C-IRMS. The AA content was evaluated

in digesta samples and meals using U-HPLC.

Results

For pea protein, Abaa and RIDaa were 102.2 +3.1% and 94.3 + 1.5% (P< 0.001), respectively. For casein,
Abaa and RIDaa were 91.9 + 2.0% and 97.1 + 0.8% (P< 0.01), respectively. The dual tracer method led
to an 8% overestimation of pea protein AA digestibility and a 5% underestimation of casein AA
digestibility, and the variability was higher than with the standard method. The mean ileal AA
digestibility of the 3C free AA mixture was stable and high (98.1 + 1.1%), validating its use as a

reference for dual tracer method.
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Conclusion

For several AAs, the digestibility obtained with dual tracer method was in the same range as the values
obtained with the direct method. However, the variability was high and the deviation from the direct
ileal method varied depending on the protein source. Dual tracer method requires further research
and validation, but could lead to major progress in the evaluation of protein quality for human

nutrition.

Introduction

Amino acid (AA) bioavailability is defined as the proportion of AAs entering the systemic circulation
and available for protein synthesis after ingestion. Digestibility assessment is limited to the amount of
residual dietary AAs that remains in the digesta after absorption, whereas bioavailability integrates
both digestive and metabolic losses of ingested AAs *?. Digestibility varies with the source
(composition, structure), the food matrix (texture, technological process) and individual factors
(physiological state, genetics) ** and is a major determinant of protein quality. Thus, the evaluation
of AA digestibility has elicited the interest of the scientific community over the past 5 years ©.
However, the measurement of protein digestibility in humans is methodologically challenging ©. The
FAO recommended to evaluate digestibility individually for each AA ), which implies that the digestive
losses should be measured at the ileal level instead of the fecal level to avoid the impact of the

metabolic activity of the colonic microbiota ©.

The ileal losses of AAs can be assessed in humans through different approaches. The direct method
relies on the collection of ileal content following ingestion of test proteins, often labelled with stable
isotopes. The digesta can be collected in ileostomates %, but the recruitment is tedious and their
digestion process can be unrepresentative of healthy subjects 2. Another possibility is the
installation of a naso-ileal tube in healthy volunteers that allows continuous collection of digesta and
leads to relevant measurements of ileal AA losses 37, However, intestinal tubing is very invasive,
expensive and not suitable for routine use >, |n the context of developing strategies to respond to
the growing global protein demand, a great number of novel protein sources, technological processes
and cooking methods needs to be evaluated; it is thus essential to develop minimally invasive

approaches (1718,

Some methods rely on the determination of AA bioavailability through the kinetics of AA appearance

in the plasma after a test meal (2, It generally involves proteins intrinsically labeled with *°N, ?H or
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13C from plant ?*2% or animal sources *3¥?>2%) and the measurement of enrichment in plasma ?” or
breath CO, @® following the ingestion. However, postprandial AA content in plasma does not fully
reflect the absorption because it is influenced by the speed of digestion, the splanchnic uptake and the
chemical form of the AAs 5?°), Single labelling using such approach is not sufficient, and a new method
based on dual tracer has been proposed to approximate ileal AA digestibility of proteins 5417, It is an
indirect method that relies on the simultaneous ingestion of a test protein and a reference protein or
mix of free AAs of known digestibility and the comparison of their plasma AA enrichment pattern. Each
one is labelled with a stable isotope, 2H being recommended for the test protein and 3C for the
reference 7). As splanchnic uptake is considered to be identical for a same AA from one protein or
another, the comparison of the 2H/*3C ratio in the meal and in the plasma for a given AA reflects its

digestibility in the test protein in relation to the reference.

Several studies have recently been published from the same team performing the dual tracer approach
to evaluate individual AA digestibility 3> and the results were encouraging, data being close to the
expected values on the basis of the literature *®. Although in physiological ranges, it has never been
compared to ileal true AA digestibility data within a same study. Thus, the aim of the present work was
to compare the dual tracer method to the direct intubation method, based on the collection of ileal
digesta, in the same subjects. The comparison was made on two different proteins from plant and
animal sources, pea protein isolate and milk casein. Spirulina was the reference protein used in the
previously published studies. However, digestibility of spirulina was low and variable (85.2% or 87.9%,
depending on the study) ¢33 whereas the reference protein should be highly digestible, according to
the FAO recommendations *”, and lowly variable among subjects to be reliable as a reference value.
Consequently, in this study the dual tracer method was carried out with free AAs as a reference, as
they are supposed to be almost entirely absorbed. Protein and AA digestibility values of pea protein
isolate and casein obtained in the present clinical study have been described previously (Guillin et al.,

. . . *
ongoing submission’).

Methods
Test meals
We compared two purified test proteins that were doubly-labelled with *N and 2H. For pea protein,

the labelling protocol was carried out at Unité Expérimentale du Domaine d’Epoisses, INRAE

* Guillin FM, Gaudichon C, Guérin-Deremaux L, Lefranc-Millot C, Airinei G, Khodorova N, Benamouzig R, Pomport
PH, Martin J, Calvez J. Real ileal amino acid digestibility of pea protein compared to casein in healthy humans
(ongoing submission)
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(Breteniere, France). Three micro-plots of yellow peas (Pisum sativum) were fertilized with two
supplies of *>N-labelled ammonium nitrate (**NH4**NOs) at stages 4/6 leaves and floral buds. They were
also watered with 2H,0 for 5 consecutive days starting from 50% bloom. The seeds were harvested at
maturity, air dried and ground to flour. The protein fraction was extracted under acid precipitation,
heat-treated and freeze-dried to obtain a protein isolate. For casein, a 5-day labelling protocol was
carried out. A lactating cow from the experimental farm of AgroParisTech (Thiverval-Grignon, France)
was fed °N-labelled ammonium sulfate (**NH4),S04) for 4 days (day 2-5), and provided with shots of
heavy water 2H,0 for 3 days (day 1-3). The labelled-milk was collected at day 5, skimmed and
pasteurized. The casein fraction was extracted under ultrafiltration followed by microfiltration, heat-
treated and freeze-dried. The casein and pea protein isolates were tested for microbiological
contamination. Nitrogen (N) content was 12% and 12.5% for pea protein and casein isolates
respectively. °N enrichment was 0.71 atom percent (AP) for pea protein isolate and 1.75 atom percent
for casein isolate. ?H enrichment was 0.11 AP for pea protein isolate and 0.14 AP for casein isolate. The
AA composition and enrichment of test proteins are presented in Table 1. The test meals were
composed of mashed potatoes (Picard®, France) containing one of the test proteins (pea protein or
casein) and algal *3C free AA mixture (97%, Eurisotop, Saint-Aubin, France). The composition of 3C free
AA mixture is given in Supplemental table 1. It did not contain any tryptophan, cysteine and glutamine.
The food matrix was semi-liquid to minimize phase shift between the test protein and the free AAs
during gastric emptying. A frequent feeding protocol was performed to reach an isotopic enrichment
plateau in the plasma, which was necessary to carry out the calculations for dual tracer method. The
meal was split into 12 portions and given in 9 mini-meals, the first one being a loading dose of 4
portions. Each volunteer received a total of 45 g DW of mashed potatoes, 35 g of pea protein isolate
or 31 g of casein isolate (corresponding to 4 g of N from the test protein) and 400 mg of 13C free AA
mixture. They were given a glass of water hourly and were not allowed to ingest any other food during

the 8 h of postprandial sampling period.

Subjects

This study was approved by the Ethical Committee Sud-Est Ill and was registered at
www.clinicaltrials.gov database (NCT04072770). The clinical trial was conducted in the Human
Nutrition Research Center of Avicenne Hospital (APHP, Bobigny, France). After signing a written
informed consent, 26 healthy volunteers with no history of gastrointestinal disorder or food allergy
participated in the study. Several subjects did not complete the protocol or had to be excluded and
the final sample size was n = 15 (age, 36 * 8.3 years old; body mass index, 23.6 *+ 2.4 kg/m?, Table 2).

The main causes of exclusion during the procedure were failure of migration of the tube through the
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pylorus, pain or vomiting, and insufficient migration in the small intestine. Two volunteers were

removed afterwards because of unusable samples (Figure 1).

Table 1. AA composition and AA enrichment in **N and 2H of protein isolates

Pea protein Casein
Content e\ 2H Content BN 2H
(mg/g enrichment enrichment (mg/g enrichment enrichment

protein*) (AP) (AP) protein*) (AP) (AP)
Ala 38.0 0.69 0.06 28.0 1.84 0.18
Gly 34.9 0.72 0.05 154 1.68 0.15
lle 47.8 0.72 0.10 49.9 1.91 0.09
Leu 79.5 0.72 0.10 92.5 1.60 0.07
Lys 73.4 0.73 0.09 79.6 1.96 0.09
Phe 56.3 0.73 0.11 49.1 1.65 0.04
Pro 40.8 0.73 0.10 95.4 1.55 0.12
Thr 35.9 0.71 0.10 41.5 1.79 0.06
Tyr 38.9 0.72 0.07 54.1 1.07 0.05
Val 49.1 0.73 0.11 61.3 1.74 0.07

AP, atom percent

* Protein content = N x 6.25

Table 2. Anthropometric data of the volunteers (n = 15)

Pea protein Casein Total

Sex (F/M) 5/3 5/2 10/5
Age (years) 36.0+9.8 36.0+7.0 36.0+8.3
BMI (kg/m?) 23.5+2.7 23.7+2.2 23.6+2.4
TBW (L) 33.9+5.8 33.1+7.2 33.5+6.2

BMI: body mass index, TBW: total body water
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Recruited (n = 29)

Absent on the day of the study (n = 3)

Included (n = 26)

Failure in nose intubation (n = 3)

Intubated (n = 23)

Failure in tube migration to the ileum (n = 6)

Completed the study (n=17)

Non-usable samples (n = 2)

Integrated in data analysis (n = 15)

Figure 1. Participant flowchart, causes of failure and exclusion criteria

Experimental protocol

The volunteers were admitted in the hospital for 2 days (Figure 2), with a maximum of 2 volunteers at
the same time. The morning of day 1, a triple-lumen tube (polyvinyl chloride tubing, total length 2.5
m) was placed into their stomach through their nose under local anesthesia and migrated along the
digestive tract for 24 h with intestinal peristalsis. The progression was facilitated by inflating a terminal
weighted balloon through one of the three lumens once the tube had reached the small intestine. The
passage of the tube through the pylorus was checked by radiography in the early afternoon of day 1.
The volunteers ate a standard hospital meal after the radiography and had dinner at 20:00, before
fasting overnight. At the beginning of day 2, a second radiography was performed to check the
migration of the tube to the terminal ileum. Correct position of the tube was also confirmed by
measuring the pH of the intestinal effluent, which was collected by aspiration with a syringe through
the second lumen of the tube. Polyethylene glycol 4000 (PEG-4000; 20 g/L) was used as a non-
absorbable marker to calculate the intestinal flow rate. It was integrated in a saline solution and
perfused in the ileum at a rate of 1 mL/min through the third lumen, 20 cm above digesta collection.
A catheter was placed into the forearm vein of the volunteers for blood sampling. The protocol was
single-blinded, the volunteers receiving either pea protein or casein. The 9 test meals were given every
30 min for 4 h and were consumed in a limited amount of time (10 min). The ileal content was collected
continuously from 30 min before the first meal ingestion to the end of the procedure, 8 h later. The
digesta were pooled every 30 min, sampled in jars with addition of protease inhibitor
(diisopropylfluorophosphates), frozen at -20 °C, and freeze-dried until analysis. Blood samples were

taken every 30 min for the first 4 h, then hourly. The respiratory exchange was analyzed for carbon
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dioxide production (VCO;) for a 10-min period every hour using a Q-NRG® system for indirect

calorimetry equipped with a canopy (Cosmed, France), and expired breath was sampled every 30 min.

B Digesta samples

Z\ Breath samples
Blood samples
% Radiography

O Respiratory exchange

Intubation Diner Test meals Tube removal

| } A2 22222’ }

9:00 20:00 Fasting 10:00 14:00 18:00
| | J l |

* *+ Al EEEEEEEEEEEEEE
O O O 0 0 O O 0 0O
AAANAANAAAAAAAAAAAAAA

Figure 2. Experimental design of the study

Analytical procedure

lleal AA digestibility evaluated with the direct method (RIDaa) was assessed from AA content and >N
enrichment of individual AAs in digesta and test proteins and the analytical procedure has been
previously described (Guillin et al., ongoing submission®). AA absorption, evaluated with the dual tracer

method (Abaa), was determined using 2H and 3C recovery in plasma and in test meals, for each AA.

Briefly, the PEG-4000 content of the digesta was measured by a turbidimetric method ©® to determine
the ileal flow rate. For AA content measurement in digesta and protein isolates, 10 mg of samples were
hydrolyzed for 24 h with HCl 6N at 110°C. Norvaline was added prior to hydrolysis as an internal
standard. Plasma samples (100 pL) were deproteinized with sulfosalicylic acid (10%) with the addition
of norvaline as an internal standard. Calibration standards were composed of an AA mixture (Waters)
with addition of norvaline. Hydrolysates, plasma samples and standards were derivatized using the
AccQTag Ultra Derivatization Kit (Waters) according to the manufacturer’s protocol. The AA
guantification was performed on an Acquity HClass ultra-high performance liquid chromatography (U-
HPLC) system with a photodiode array detector (PDA detector; Waters, France). The AAs were
separated with an AccQ-Tag AA C18 column (2.1 x 100 mm; 1.7 um bead size; Waters, France) and

quantified as mmol/g of dry matter.

* Guillin FM, Gaudichon C, Guérin-Deremaux L, Lefranc-Millot C, Airinei G, Khodorova N, Benamouzig R, Pomport
PH, Martin J, Calvez J. Real ileal amino acid digestibility of pea protein compared to casein in healthy humans
(ongoing submission)
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Digesta samples were analyzed for °N enrichment in individual AAs, plasma samples were analyzed
for 2H and *3C enrichment in individual AAs, and protein isolates were analyzed for **N and 2H
enrichment in individual AAs. The values of 3C enrichment of algal AA mixture used were the ones
provided by the technical data sheet. For digesta and protein isolates, 90 mg of samples were
hydrolyzed for 24 h with HCI 6N at 110°C. AAs were then isolated using a hydrogen form resin (Dowex®
50WX8 hydrogen form 100-200 mesh, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) and derivatized with ethyl
chloroformate as previously described %, For plasma, isolation of free AAs was performed on 1.5 mL
of sample. N, 2H and 3C enrichments of isolated AAs were analyzed by gas chromatography (GC
6890N, Agilent Technologies, Les Ulis, France) coupled with an isotope ratio mass spectrometer
(Isoprime, GV Instrument, Manchester, UK) via the GC5 Isoprime interface. The combustion furnace
temperature was 950°C in N mode, 850°C in C mode, and 1100°C for H mode (high temperature
conversion). The GC column (RXI-17, 30 m long, 0.25 pum i.d., 0.5 um film thickness; Restek)
temperature program started at 150 °C, increased by 4°C per min up to 200°C and by 25°C per min up

to 270 °C, the final temperature being maintained for 10 min. The inlet temperature was set at 270°C.

Calculations for AA digestibility with the direct method

The ileal flow rate (F) was evaluated each 30 min as follows:

[PEG]solutiun
[PEG]digesta

F (mL/30min) = x perfusion flow rate x 30

Where [PEG]solution and [PEG]aigesta Were the concentrations of PEG-4000 in the perfused solution and in

the digestive contents respectively. The flow rate of the PEG perfusion was 1 mL/min.

The quantity of dietary AA in digesta (AAi giet) Was calculated for each period of time (t):

APEI ileum (t)

AA et (t) (mmol) = [AAieum (t) x DM (t) x F(t) x ===

Where [AAieum Was the quantity of AA; in the digesta at t period (mmol/g), DM was the dry matter of
digesta (g/100mL), F was the ileal flow rate (mL/30min) and APE the amount of >N enrichment gained
in AA; in the digesta as compared to the basal value (in AP) at t period. Basal enrichment in AA; was

defined for each volunteer independently as AA; enrichment in the t = 0 digesta sample.

Real ileal digestibility of AA with the direct method (RIDaa) was calculated for each AA as follows:

RIDaai (% AAiingested) = 1 — AT"*& % 100
i ingested

Where ZAA, giet Wwas the sum of dietary AA; over 8 h (mmol) and AA ingested Was the amount of AA|ingested
by the volunteer (mmol). Average AA digestibility was calculated from the mean of AA digestibilities
weighted by the proportion of each AA in the protein. RID could not be calculated for histidine,

tryptophane, cysteine, serine and tyrosine. The missing AAs are explained by their low recovery or
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absence in the digesta hydrolysates produced for GCC-IRMS analyses or a co-elution with other

components in the chromatography column.

Calculations for AAs absorption index with the dual tracer method using AUC or plateau

The AA digestibility of the reference for dual tracer method (*3C digestibilityas), namely algal free AA
mixture, was assessed through analyses of the digesta collected by the direct method. It was calculated
on the same principle as RIDaa calculation, as described above, using *C enrichment instead of °N

enrichment.

2H and 3C enrichments in the meal (protein isolate + algal AA mixture + mashed potatoes) were

calculated for each AA as follows:

AAiisolate X APiisolate + AAimix X APimix + AAimp X APimp
AAiisolate + AAi mix + AAimp

APi meal =

Where AA;isolate, AAi mix and AAi mp were the amount of AA; in the doses of protein isolates (casein or
pea), *C algal AA mixture, and mashed potatoes, respectively. AP; isoate, APi mix and AP; mp are the
enrichments (*H or 13C) of AA; in the protein isolate (casein or pea, natural abundance for *3C), the 3C
algal AA mixture (i.e. 95-99 AP; Supplemental table 1), and the mashed potatoes (i.e. natural

abundance), respectively. *H enrichment could not be measured for methionine and tryptophane.

The ratio of 2H to 3C isotopes was measured in the meal and in plasma for each AA:

2Hmeali

13Cmeal i

Meal ratio AA; =

2leasmai

13’Cplasma i

Plasma ratio AA; =

Two different techniques were used for plasma ratios, depending on the calculation of 2Hyjsma and
13Cpiasma from the isotopic kinetics. It involved either the area under the curve (AUC) or the enrichment
value at the plateau. The AUC of the plasma isotopic kinetics was calculated for each AA for both
isotopes over the entire 8-h postprandial period. For the plateau technique, the plasma ratio was
measured individually for each volunteer and AA using the mean enrichment at the plateau period of
2H and 3C plasma kinetics. The delimitation of the plateau was set individually for each volunteer. Four
outliers were removed from the digestibility calculations (2 in each protein group) due to analytical

differences.

The percentage of AA absorption (Abaa) was determined for each AA:

. SLps Plasma ratio AA;
AbAAi (%) = 13C dlgestlbllltyAAi X m X TFAAi
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Where 3C digestibilityaa was the ileal 13C digestibility of AA; determined by the analysis of digesta (AA;
content and 3C enrichment of AA)) and TFaa is the transamination correction factor of AA. The TF
values were obtained from Devi et al. ®Y and were used to correct the loss of 2H atom during

transamination (Table 3).

Table 3. Transamination factors for correction of ?H loss used for digestibility calculations through dual

tracer method, from Devi et al. ®Y

TF
Isoleucine 1.070
Leucine 1.081
Lysine 1.002
Phenylalanine 1.053
Proline 1.013
Valine 1.048

TF: Transamination Factor

Statistical analysis

The values are expressed as mean + standard deviation (SD). The difference between the two
digestibility methods (RID and Ab) was evaluated with a mixed model with the method and the protein
as fixed effects and the volunteer as a repeated effect. The effect of the protein source on the AUC of
plasmatic enrichments of AA, on the ileal digestibility of the 3C free AA mixture and on the mean AA
digestibilities was tested using a two-sided Student t test. 1*CO, production was analyzed using a mixed
model with the protein as a fixed effect and time as a repeated effect. Overall significant difference

was observed for P < 0.05.

Results

Plasmatic isotopic enrichments in ?H and 13C

The 2H enrichment appeared in the plasma 30 min after the first ingestion for pea protein (Figure 3.A)
and casein (Figure 3.B) groups. An isotopic enrichment plateau was reached betweent=2.1h+0.5h
andt=4.6 h £ 0.5 h for pea protein group, and betweent=2.2h+0.5handt=5.3 h+0.8 h for casein
group, on average for all AAs and volunteers. After the plateau, the enrichment decreased gradually
until the end of the protocol. Surprisingly, plasmatic alanine and glycine did not gain any enrichment
in pea protein group. In casein group, alanine did not gain enrichment neither and glycine enrichment

was very low. The major 2H enrichments were observed for isoleucine and proline in pea protein and
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casein groups, respectively. The enrichment of plasmatic AA was higher for pea protein group

compared to casein, except for proline that was more enriched in casein group.

The 13C enrichment also appeared in the plasma 30 min after the first ingestion for pea protein (Figure
4.A) and casein (Figure 4.B) groups. The isotopic enrichment plateau was reached betweent=1.4h
0.4handt=4.3hx0.5 h for pea protein group, and betweent=1.9h+0.4handt=4.8h £ 0.8 h for
casein group, in average for all AA and volunteers. The enrichment decreased gradually after the
plateau. The major 13C enrichment was observed for isoleucine for both protein groups. The 3C

enrichment profile of plasmatic AA was quite similar between pea protein and casein groups.

The AUC were calculated from the plasmatic enrichment curves for 2H and 3C (Table 4). AUC of 2H
enrichment was different according to the protein group, except for lysine and alanine. H AUC for
isoleucine, leucine, phenylalanine, threonine, tyrosine and valine were higher in pea protein compared
to casein, but lower for proline and glycine. For 3C, the AUC were not different between the diet

groups except for proline, whose enrichment was higher in pea protein group.

AA digestibility assessed through dual tracer method and direct method

The AA digestibilities of the reference 3C free AA mixture were obtained from ileal digesta collection
and are given in Table 5. Whatever the group, digestibility was the lowest for tyrosine (around 95%)
and the highest for phenylalanine (99.5 %). The mean AA digestibility of the free AA mixture reference

was high and not different between pea and casein groups (around 98%).

The meal 2H/®3C ratios were determined from 2H and 3C enrichments of test meals, theoretically
calculated from 2H and 3C enrichments of the protein isolates, the algal free AA mixture and the
mashed potatoes (Table 6). We used calculated values instead of measured values because given the
low dose of 3C AA (400 mg) in the meal (80 g DM), the homogenization and the meal sampling (90 mg
DM) for isotopic analysis led to a bad repeatability and a lack of precision. The plasma 2H/*3C ratios in
the AUC method were calculated on the whole postprandial period. The plasma 2H/*3C ratios in the
plateau method were calculated from the average 2H and 13C enrichment values at the plateau period,
the latter being defined for each volunteer independently. The ratios and the ileal digestibility of the
reference (*C free AA mixture) enabled to calculate the absorbed amount of each AA from pea protein

and casein.
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Figure 3. A. 2H enrichment of AA in plasma for pea protein group (n = 8). B. 2H enrichment of AA in

plasma for casein group (n = 7). Values are means, error bars were removed for clarity. APE: atom

percent excess.
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Table 4. AUC of 2H and *3C enrichments of AA in plasma

2H protein isolates 13C free AA mixture

Pea protein Casein P Pea protein Casein P
Alanine 0.008 £ 0.005 0.008 £ 0.005 n.s. 0.94 £0.51 1.04£0.57 n.s.
Glycine 0.014 +0.006 0.029+0.013 0.01 1.62+0.32 1.77 £ 0.56 n.s.
Isoleucine 0.204 +0.030 0.148+0.035 <0.01 4.10+0.48 4.21+0.56 n.s.
Leucine 0.164+0.027 0.076+0.014 <0.001 | 3.46+0.50 3.33+£0.46 n.s.
Lysine 0.123+0.032 0.136 £ 0.026 n.s. 0.82£0.20 0.78+£0.34 n.s.
Phenylalanine 0.130+0.042 0.032+0.009 <0.001 | 2.76+1.15 4.30+1.96 n.s.
Proline 0.153+0.036 0.326+0.060 <0.001 | 1.70%0.40 1.31+0.18 0.04
Threonine 0.200 +0.066 0.098 + 0.057 0.01 2.65+0.36 2.62+0.45 n.s.
Tyrosine 0.148+0.021 0.079+0.014 <0.001 | 1.25+0.35 1.40+0.45 n.s.
Valine 0.166 +0.024 0.108 +0.015 <0.001 | 4.01+0.50 3.96+0.54 n.s.
APE: atom percent excess, n.s.: non-significant
Values are means * SD (pea protein: n = 8, casein: n =7)
Table 5. lleal digestibility of the reference 3C free AA mixture
(%) Pea protein Casein Total P
Alanine 99.3+0.3 99.0+0.7 99.1+0.5 n.s.
Glycine 98.4 £ 0.6 98.0t1.1 98.2+0.9 n.s.
Isoleucine 98.7+0.6 98.5+1.1 98.6+0.9 n.s.
Leucine 99.0+0.4 98.8+0.8 98.9+0.6 n.s.
Lysine 98.2+1.1 97.6+1.5 979+13 n.s.
Phenylalanine 99.5+0.3 99.3+04 99.4+0.3 n.s.
Proline 99.1+0.2 99.3+0.3 99.2+0.3 n.s.
Threonine 97.5+0.7 97.6+1.0 97.5+0.8 n.s.
Tyrosine 95.0+£3.0 96.21+1.6 95.6+2.5 n.s.
Valine 98.6 £0.5 98.5+0.8 98.6 £ 0.6 n.s.
Asx 97.0+1.1 97.8+0.8 97.4+1.0 n.s.
Glx 97.4+1.2 97.7+1.2 97.6+1.2 n.s.
Methionine 98.6+0.7 98.8+0.9 98.7+0.8 n.s.
Serine 97.7+0.9 96.0+1.5 96.8+1.5 n.s.
Mean all AAs 98.2+15 98.1+1.3 98.1+1.1 n.s.

AA: amino acid, Asx: asparagine + aspartate, C: carbon, n.s.: non-significant, GIx: glutamine + glutamate
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Table 6. ?H and *3C enrichment of test meals used to calculate meal ratios in dual tracer method

Pea protein meal Casein meal
(AP ’H 3¢ ’H 13
Alanine 0.041 2.335 0.132 3.091
Glycine 0.028 1.789 0.097 3.455
Isoleucine 0.080 1.756 0.072 1.751
Leucine 0.076 1.669 0.049 1.512
Lysine 0.069 0.374 0.067 0.361
Phenylalanine 0.086 1.650 0.026 1.936
Proline 0.071 0.872 0.099 0.418
Threonine 0.059 1.473 0.027 1.347
Tyrosine 0.048 0.372 0.030 0.284
Valine 0.080 2.035 0.051 1.738

APE: atom percent excess

Values are means * SD (pea protein: n = 8, casein: n = 7)

Digestibility values assessed through dual tracer method and the conventional direct method are
presented in Table 7 and Table 8 for pea protein and casein, respectively. The ileal AA digestibility
(RIDaa) of pea protein and casein are fully described in our previous article (Guillin et al., ongoing
submission®). Four AAs over the 10 AAs evaluated were excluded from the results (alanine, glycine,
threonine and tyrosine) because their digestibility could not be evaluated using the dual tracer
method. Indeed, 2H enrichment in plasmatic alanine and glycine was too low (Figure 3), and the
absorption values obtained for threonine and tyrosine were inconsistent with values greatly above and
below physiological ranges. The AA digestibilities of pea protein determined with the dual tracer
method (Abaa) varied from 80.1 + 8.3% (lysine) to 117.6 + 4.8% (isoleucine) using AUC calculation, and
from 77.2 £ 7.0% (lysine) to 115.4 + 11.6% (proline) using plateau calculation. The variability was high,
especially for proline. The AA digestibilities of pea protein determined with the direct method (RIDaa)
varied from 93.2 + 1.7% (proline) to 95.3 + 1.4% (phenylalanine). Abaa values were higher than RIDaa
values for isoleucine, leucine, proline and valine, and lower for lysine. The exception was for

phenylalanine, for which no difference was found between the two methods. The mean AA digestibility

* Guillin FM, Gaudichon C, Guérin-Deremaux L, Lefranc-Millot C, Airinei G, Khodorova N, Benamouzig R, Pomport
PH, Martin J, Calvez J. Real ileal amino acid digestibility of pea protein compared to casein in healthy humans
(ongoing submission)
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of pea protein was 102.2 + 3.1% and 103.4 * 3.2% with the dual tracer method (AUC and plateau,
respectively) and 94.3 * 1.5% using the direct method. In average, the dual-tracer method

overestimated by 10% the ileal digestibility of pea protein, with both AUC and plateau calculations.

Table 7. AA digestibility of pea protein determined by the dual tracer method, calculated using either
AUC (Abaa AUC) or plateau (Abaa Plateau), and by the direct intubation method (RIDaa)

Pea protein
Abaa AUC Abaa Plateau RIDaa P P
(%) (%) (%) AUC-RIDpn Plateau-RIDaa

Isoleucine 117.6+4.8 113.4+73 939+138 <0.001 <0.001
Leucine 111.7+4.9 112.5+6.6 95.2+14 <0.001 <0.001
Lysine 77.2+t7.0 80.1+8.3 94.6+1.2 <0.001 <0.01
Phenylalanine 88.3+4.9 90.2+5.5 95.3+1.4 n.s. n.s.

Proline 110.8+10.3 11541116 93.2+1.7 <0.01 <0.01
Valine 107.3+2.8 108.9+1.8 93.5+1.7 <0.001 <0.001
Mean 102.2+3.1 103.4£3.2 94.3+1.5 <0.001 <0.01

Abaa: amino acid absorption, AUC: area under the curve, n.s.: non-significant, RIDaa: amino acid real
ileal digestibility

Values are means + SD (n = 6)

The AA digestibilities of casein determined with the dual tracer method (Abaa) varied from 79.0 £ 5.3%
(leucine) to 107.1 £ 10.7% (proline) using AUC calculation, and from 79.9 = 9.2% (leucine) to 107.9
13.6% (proline) using plateau calculation. The variability was high (> 10% for lysine, phenylalanine and
proline). The AA digestibilities of casein determined with the direct method (RIDaa) varied from 93.5 +
1.9% (isoleucine) to 99.3 + 0.3% (phenylalanine). Abaa values were higher than RIDaavalues for leucine,
and lower for leucine, lysine and phenylalanine. No difference was found between the two methods
for valine and proline, the latter being explained by a high variability. The mean AA digestibility of
casein was 91.9 £ 2.0% and 92.1 + 6.6% with the dual tracer method (AUC and plateau, respectively)
and 97.1 £ 0.8% using the direct method. In average, the dual-tracer method underestimated by 5%
the ileal digestibility of casein. The difference of mean AA digestibility between Abaa Plateau and RIDaa
methods was not significant, due to the high SD of Abaa Plateau.

The differences observed between dual tracer and direct methods varied with the source of protein.
Mean Abaa of pea protein was higher than Mean Abaa of casein (P < 0.001 with AUC and P < 0.01 with

plateau, respectively), whereas RIDaa of pea protein was lower than RIDaa of casein (P < 0.01).
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Table 8. AA digestibility of casein measured by the dual tracer method, calculated using either AUC
(Abaa AUC) or plateau (Abaa Plateau), and by the direct intubation method (RIDaa)

Casein
Abaa AUC Abaa Plateau RIDaa P P
(%) (%) (%) AUC-RID Plateau-RID
Isoleucine 100.6 £ 4.7 97.8+7.8 93.5+%19 0.01 n.s.
Leucine 79.0+5.3 79.9+9.2 98.5+0.5 <0.001 <0.001
Lysine 85.8+10.1 85.9+7.38 98.0£ 0.5 0.01 <0.01
Phenylalanine 81.5+10.6 84.1+12.7 99.3+0.3 <0.01 <0.01
Proline 107.1+10.7 107.9+13.6 97.6+0.6 n.s. n.s.
Valine 97.3t2.6 97.2+53 95.7t14 n.s. n.s.
Mean 91.9+2.0 92.11+6.6 97.1+0.8 <0.01 n.s.

Abaa: amino acid absorption, AUC: area under the curve, n.s.: non-significant, RIDaa: amino acid real

ileal digestibility. Values are means + SD (n = 5)

Correlation between dual tracer method and direct method

The coefficients of determination (R?) between dual tracer method (AUC or plateau) and direct method
were calculated for each AA, regardless of the protein group (Table 9). Outliers were removed from
the correlation assessment. The highest R? were obtained for proline (0.79 and 0.59 for AUC and
plateau techniques, respectively), isoleucine (0.68 and 0.56 for AUC and plateau techniques,
respectively) and lysine (0.64 and 0.56 for AUC and plateau techniques, respectively). The other
correlations between Abaa and RIDax were negative and low (leucine, phenylalanine and valine). The
correlations between the two methods were higher when AUC calculation was used rather than

plateau, for dual tracer method.

Table 9. Coefficient of determination (R?) between Abaa (AUC or plateau) and RIDaa, regardless of the

protein source

AUC-RID Plateau-RID n
Isoleucine 0.68 0.56 6
Leucine 0.60 (neg) 0.55 (neg) 11
Lysine 0.64 0.56 6
Phenylalanine 0.11 (neg) 0.11 (neg) 11
Proline 0.79 0.59 6
Valine 0.17 (neg) 0.15 (neg) 11

Abaa: AA absorption (measured using dual tracer method, AUC or plateau), AUC: area under the curve,

neg: negative correlation, RIDaa: real ileal AA digestibility (measured using direct method)
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Oxidation of the algal *3C free AA mixture

The postprandial production of 3CO, in exhaled air according to the protein group is presented in
Figure 5. The kinetics were similar between pea protein and casein groups. In both groups, the 3CO,
increased after the first ingestion, reached a maximum value between t = 3.5 and t = 4.5 h, and
decreased until the end of the protocol. However, there was a difference in 3CO, production between
the groups (P = 0.03). Exhaled 3CO, was higher for casein compared to pea protein att=3.5h (P =
0.02) and betweent=4.5and t =5.5 h (P = 0.04, 0.04, and 0.03). The total 3C recovery in exhaled air
was 20.8 £ 1.6% and 23.0 + 0.9% for pea protein and casein, respectively (P = 0.056).
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Figure 5. Postprandial production of 3CO; in exhaled air following the ingestion of 3C free AA mixture,

in pea protein and casein groups. Values are means + SD (pea protein: n =7, casein: n = 3)

Discussion

The main objective of this study was to examine the reliability of the minimally invasive dual tracer
method in regard to the direct and standard method of ileal determination to assess AA digestibility of
two different proteins, pea isolate and casein. We choose the use of 13C free AAs as the reference
instead of spirulina, as used in previously published studies ®*3%. In our experimental conditions, the
values obtained with the dual isotope method were on average 5% lower to 8% higher than the values
obtained with the standard method, depending on the protein source. Moreover, the digestibility of 4

AAs was out of physiological ranges.

The plasmatic enrichment kinetics obtained showed that the feeding pattern with multiple meals

allowed to reach a plateau of 2-3 h for both 2H and 3C isotopes. The 3C plateau was reached earlier

178



Article 4

than the 2H plateau (approximately 30 min before). This might be explained by the difference in
digestion rate between the free AAs and the test proteins, as entire proteins need time to be
hydrolyzed into peptides and AAs. Indeed, the absorption rate varies depending on the form and
composition of the dietary protein because of differences of efficiency of the transport systems #7398,
However, this gap was very limited and the plateau periods of the two isotopes remained concomitant,
which was a necessary condition for the validity of dual tracer method. A frequent feeding pattern was
carried out in order to achieve a steady isotopic plasma enrichment, and minimize the variations in
absorption rates of the AAs *617), The choice of a semi-liquid food matrix (mashed potatoes) was made
to avoid dephasing between the 13C free AAs and the test proteins during the gastric phase of digestion.
The kinetics we obtained for plasma isotopic enrichment validated the feeding pattern and the food
matrix that was chosen. The 3C kinetics of plasmatic AA were similar following the ingestion of pea
protein or casein. The plasmatic enrichment of 2H varied between the groups in line with the level of
enrichment of the protein isolates, being higher in pea protein group for most of the AAs. Indeed, 2H
enrichment was higher in AA from pea protein compared to casein except for lysine, for which it was
identical, and proline, alanine and glycine, for which it was higher in casein. The mechanisms of AA
synthesis being different between animal and plant species, the labelling could be positioned
differently between and within the AAs. Those differences in protein enrichment resulted in greater

AUC of 2H in plasma AAs for the volunteers that were given pea protein, for most of the AAs.

The ileal digestibility results we obtained have been discussed previously (Guillin et al., ongoing
submission®). In the case of dual tracer method, the AUC or plateau values for ?H and *3C plasma
enrichment enabled to calculate the plasma ratios that were reported to the meal enrichment ratios.
The digestibility values were obtained after correction by the AA digestibility of the reference (*3C free
AA mix) and the transamination correction factors for 2H published by Devi et al . The dual tracer
method yielded digestibility values that can be considered as physiologically acceptable for isoleucine,
leucine, lysine, phenylalanine and valine for casein, and for lysine and phenylalanine for pea protein.
However, it led to a 5% underestimation of casein AA digestibility (mean AA digestibility of 91.9% vs
97.1% with AUC and direct methods, respectively) and an 8% overestimation of pea protein AA
digestibility (mean AA digestibility of 102.2% vs 94.3% with AUC and direct methods, respectively).
Moreover, as values above 100% can be considered as aberrant, this means that the dual tracer
method could not provide reliable values for most of the AAs in pea group. We corrected the values

using the TFs determined by Devi et al. by LC-MS/MS to take into account the possible loss of the o-

* Guillin FM, Gaudichon C, Guérin-Deremaux L, Lefranc-Millot C, Airinei G, Khodorova N, Benamouzig R, Pomport
PH, Martin J, Calvez J. Real ileal amino acid digestibility of pea protein compared to casein in healthy humans
(ongoing submission)
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carbon 2H atom through transamination Y. As the TFs were all above 1, these corrections have
therefore increased the digestibility values, which might participate in some of the values above 100%
that we obtained. As the TFs were measured in one group of subjects in a different population ¥, their
relevance as universal factors is questionable. Without the TFs, the mean AA digestibilities were 97.7
1 3.0% for pea protein and 88.1 £ 2.0% for casein using AUC calculation, and 98.9 £ 3.1% for pea protein
and 88.3 £ 6.3% for casein using plateau calculation. Pea protein digestibilities have indeed returned
to the physiological range but the underestimation for casein has been worsened. To further explore
the validity of dual tracer values, we calculated the correlation between between Abas and RIDaa
values. Only proline and lysine digestibility displayed acceptable coefficients of linear regression, the
highest R? being for proline (0.79 with AUC calculation). At this stage we were not able to identify a

clear relationship between plasmatic and ileal digestibility measurement methods.

The lack of consistency among AAs may be ascribed to our specific protocol with a transitory plateau
instead a prolonged one as performed in the previously published dual tracer studies ¥, The use of
AUC is recommended in the FAO 2014 report, describing the dual tracer methodology ‘). However,
the first published studies on dual tracer method for AA digestibility assessment used the plateau
calculation and a repeated meal protocol 134, Indeed, the plateau technique enables to reduce the
number of blood samples and thus facilitate the studies on sensitive populations ¥, such as children
or elderly, for whom the evaluation of protein intake adequacy is of great importance. In the studies
from P" Kurpad’s group, repeated meals were given during 7 hours and blood samples collected from
5 to 8 h after the first meal. In our case, we had to shorten the ingestion period to collect the digestive
losses entirely, as we were also performing the measurement of ileal digestibility through direct
method. The plateau of isotopic enrichment in our study was thus between 2 and 5 h whereas it was
between 5 and 8 h in previously published studies. Because we obtained a transitory plateau, we were
able to compare two different calculation methods, using either the AUC or the plateau. The AA
digestibilities were similar between AUC and plateau techniques, for both pea protein and casein.
Nevertheless, the variability was higher with plateau calculation, as the SD was greater compared to
AUC calculation for 5 AAs over the 6 AAs presented, for both proteins. Furthermore, the correlations
between dual tracer and direct methods were greater when dual tracer method was carried out using
AUC calculation rather than plateau. Whereas the results we obtained in our experimental conditions
would favor the AUC calculation, we can notice that in the study of Van der Wielen et al., where the
AUC was used, unreliable AA digestibility was also reported ). Although the transaminations induced
by the use of N labelling instead of 2H could explain the discrepancies, it is also possible that a stable

plateau all along the kinetic is a necessary condition for dual tracer method. Indeed, the delay between
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13C and %H absorption may trigger a difference in splanchnic extraction of AAs that is variable

depending on the test meals, an effect that could be offset with long feeding repeated meals.

Another specificity of our study is that the reference “protein” for dual tracer method was a free AAs
mixture labelled with 3C, unlike the studies mentioned above that all used *3C spirulina. The FAO
recommended the use of a highly digestible protein and proposed *3C spirulina as an option *”). Free
AAs are supposed to be 100% digestible. The mean ileal digestibility that we obtained for the free AAs
reference was indeed high and did not vary with the protein source (98% in both pea protein and
casein groups). In comparison, mean AA digestibility of 3C spirulina was found to be 85% when
determined against ?H free AAs reference with the dual tracer method Y and the values varied from
41% for proline to 95% for phenylalanine. As the interindividual variability is inversely associated with
digestibility ® and because the digestibility of the reference “protein” is supposed to be assessed only
once and applied to other studies, we consider that the use of a free AAs mix as the reference is
preferable than spirulina. Nevertheless, the use of free AAs as a reference was also evaluated in
Kashyap et al. study on the digestibility of legumes in adults 3. 3C algal AAs were tested as an
alternative to spirulina and the digestibility of the legumes was unchanged (for mung bean, 64% vs

63% using algal AA and spirulina, respectively).

Considering our study and the previous one implementing this method, the interindividual and inter-
study variability must be pointed out. With the dual tracer method, we found a SD varying from 2.0 to
6.6 depending on the calculation method and on the protein, whereas with direct ileal measurement
the SD was 0.8 for casein and 1.5 for pea. In Kashyap et al. study, the mean AA ileal digestibility of
yellow pea flour, evaluated in 3 healthy Indian adults with the dual tracer method, was 71.6 + 1.3% 33,
However, in 12 moderately stunted Indian children, the same team reported a much higher and highly
variable value (86.0 + 11.2%) ®%. For boiled whole egg proteins, mean AA digestibility was 89.4 + 4.5%
with the dual tracer method 2, which is comparable to the digestibility of whole egg *°N protein
reported in ileostomates (90.9 *+ 1.8%) by Evenepoel et al. ©®, but with a higher interindividual

variability.

A major question concerning the results we obtained with dual tracer method is the difference
between pea protein and casein, that were reversed compared to ileal digestibility. AA absorption rate
was higher for pea protein as compared to casein, whereas ileal digestibility measured using direct
method was higher for casein, in accordance with previous studies. This result might be explained by
a different metabolization of the dietary AAs in the postprandial phase between the AAs from casein

and pea protein. Indeed, casein is known as a slow protein and we found a 1-h delay in the kinetic of
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dietary N appearance at the ileum level (Guillin et al., ongoing submission®). Furthermore, the protein
source may have affected the postprandial metabolism of the free AAs. Surprisingly, the production of
13C0O, in exhaled air was higher after the ingestion of casein as compared to pea protein. It might reflect
a greater oxidation of absorbed free AAs in the case of casein and could have resulted in lower plasma
AA ratios in the dual tracer evaluation of digestibility, leading to a lower digestibility. Complementary
analyses would be necessary to clarify this point. One important assumption of the dual tracer method
is that the AAs from the test protein and the AAs from the reference share the same post-digestive
fate *%), In other words, the plasmatic concentration of the AAs from the test protein and the AAs from
the reference must be influenced only by differences in digestibility and not by differences in metabolic
utilization. Given our results, in our experimental conditions, this assumption might be not fully

respected.

In conclusion, the results we obtained in the study are encouraging, as some AA digestibilities were
close to the values obtained with the conventional ileal method. With further research and validation,
especially regarding the repeated meal procedure, this method could offer an alternative to the
invasive intubation technique. The implications would be the possibility to study populations of various

ages and physiological states, a current issue in the evaluation of protein digestibility in humans.
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Supplemental data

Supplemental table 1. AA composition and 3C enrichment of algal free AA mixture, used as the

reference for dual tracer method

AA content 13C enrichment

(mmol/g) (AP)
Alanine 1.08 99
Arginine 0.21 98
Asparagine 0.39 99
Glutamine 0.71 99
Glycine 0.85 99
Histidine 0.06 98
Isoleucine 0.62 97.5
Leucine 0.91 99
Lysine 0.17 99
Methionine 0.10 99
Phenylalanine 0.48 99
Proline 0.29 99
Serine 0.25 95
Threonine 0.45 98
Tyrosine 0.07 97
Valine 0.81 99

AA: amino acid
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1. Qualité nutritionnelle de la protéine de pois et comparaison a d’autres
sources

Composition en acides aminés

La qualité nutritionnelle d’'une protéine est définie en premier lieu par sa composition en AAl. Le
Tableau 17 répertorie la concentration en AAl des isolats protéiques de pois et de caséine utilisés dans
le cadre de ces travaux, selon I'étude menée. Les protéines purifiées étudiées dans nos
expérimentations animales étaient d’origine industrielle. Les isolats de I'étude clinique ont été
produits spécifiquement pour I'étude, afin d’étre doublement marqués au °N et au 2H. Malgré leur
origine différente, le profil en AAIl des protéines était globalement identique, mais on constate une
plus faible teneur en leucine, isoleucine et AAA dans l'isolat utilisé pour les études animales. La teneur
en lysine était aussi plus faible dans la caséine d’origine industrielle que dans la caséine produite a
facon. Cela pourrait s’expliquer par des différences dans les traitements thermiques appliqués sur les
isolats au cours de leur production, la lysine étant I’AA le plus impliqué dans la réaction de Maillard
[194312] En effet, la fonction NH; de la lysine, particuliérement exposée, est susceptible de réagir avec
le groupement carbonyle des sucres réducteurs sous I'effet de la chaleur B*3, La teneur en méthionine
de la protéine de pois était deux fois plus faible que celle de la caséine, et également inférieure a celle
du gluten de blé, étudié lors des expérimentations chez le rat (15,6 vs 12,1 mg/g de protéine pour le
gluten et la protéine de pois, respectivement). Néanmoins, grace a une concentration élevée en
cystéine, la teneur en acides aminés soufrés (AAS) de la protéine de pois correspond a la valeur du
profil de référence pour les individus agés de plus de 3 ans (enfants, adolescents, adultes) défini par la
FAO, et fixé 8 23 mg/g de protéine 3%, La composition de la protéine de pois lui permettrait de satisfaire
les besoins en AAIl de cette tranche d’age, tout comme celle de la caséine, ce qui est visible au travers
de leur score chimique supérieur a 1 (Tableau 17). La teneur en AAI la plus faible, exprimée

relativement au besoin, est celle des AAS, pour les deux protéines.
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Tableau 17. Composition en acides aminés indispensables et score chimique des isolats de protéines

de pois et de caséine étudiés dans le cadre des travaux de thése

Etudes animales Etude clinique
(mg/ téine) * Profil de
ME/E proteine Protéine 3 Protéine s réf. ®
. Caseine - 4 Caseine
de pois de pois

Histidine 24,7 26,8 24,0 25,3 16
Isoleucine 46,2 48,9 53,1 55,5 30
Leucine 81,0 91,0 83,7 97,4 61
Lysine 71,1 75,6 81,6 88,4 48
AAS 23,4 33,6 24,5 34,0 23
dont Méthionine 12,1 28,6 12,6 28,9 -
AAA 8 91,4 99,6 97,2 106,1 41
Thréonine 35,7 40,8 39,9 46,1 25
Valine 52,8 64,6 51,6 64,5 40
Score chimique 1,02 1,46 1,06 1,48 -

g (AAS) (AAS) (AAS) (AAS)

AAA : acides aminés aromatiques, AAS : acides aminés soufrés

1 Valeur moyenne sur 3 échantillons dosés par U-HPLC. Quantité de protéine calculée avec le facteur
de conversion azote-protéine 6,25.

2 NUTRALYS® S85F (Roquette), source industrielle

3 PRODIET® 85B (Ingredia), source industrielle

* Micro-culture spécifique a I’étude (INRAE, Unité expérimentale du domaine d’Epoisses, Breteniére)
> Production spécifique a I’étude (AgroParisTech, Ferme expérimentale, Thiverval-Grignon)

® Profil de référence en AAl des individus de 3 ans et plus 34

7 Méthionine + cystéine

8 Phénylalanine + tyrosine

Digestibilité

Nos travaux ont permis d’évaluer la digestibilité de la protéine de pois en modéle animal et chez
I'Homme et a différents niveaux de mesure, a savoir la digestibilité fécale de I'azote, la digestibilité
iléale de I'azote, et la digestibilité iléale des AA. La protéine de pois a également été comparée a
d’autres sources protéiques : la caséine de lait, une référence en termes de qualité nutritionnelle
réputée hautement digestible, et le gluten de blé, une source de protéine végétale également tres
digestible. Le Tableau 18 répertorie I'ensemble des digestibilités vraies obtenues pour la protéine de

pois et la caséine chez le rat et chez I’'Homme.
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La digestibilité fécale vraie de I'azote, évaluée chez le rat sur 2 jours par l'intermédiaire de cages
métaboliques (Article 1), a atteint 96% pour la protéine de pois. Elle était supérieure a la digestibilité
fécale de la caséine (94%) et similaire a celle du gluten (96%). Les résultats étaient comparables a ceux
d’une étude évaluant le méme isolat de pois ?!!, bien que la différence avec la caséine ait été
surprenante. La faible digestibilité obtenue pour la caséine pourrait provenir de la méthode
d’estimation des pertes endogenes, dans un groupe indépendant (cf. Discussion, paragraphe 2.). La
digestibilité fécale présente des limites, en étant notamment influencée par I'activité métabolique du
microbiote colique sur les AA alimentaires non absorbés B, De plus, la FAO recommande d’évaluer la
digestibilité individuellement pour chaque AA B%. Ainsi, nos travaux se sont concentrés sur la mesure

de la digestibilité iléale des AA.

Chez le rat, la digestibilité iléale a été approximée par la mesure des pertes d’AA au niveau cacal. La
valeur moyenne sur 'ensemble des AA, pondérée par la teneur en AA des isolats protéiques testés, a
été évaluée a 95% pour la protéine de pois, 87% pour la caséine, et 94% pour le gluten (Article 1). La
digestibilité particulierement faible obtenue une nouvelle fois pour la caséine a renforcé I'hypothése
d’un biais méthodologique dans la différenciation entre les pertes endogénes et exogenes d’azote et
d’AA. En effet, la littérature rapporte pour la caséine des digestibilités iléales des AA de 94% 1?2 et
96% 1271 chez le rat, et de 97% chez le porc 74, Par ailleurs, les digestibilités iléales de I’azote étaient
légérement inférieures aux valeurs fécales (Tableau 17). Ce résultat est en accord avec la littérature,
qui décrit une surestimation de la mesure au niveau fécal '22247] I'écart étant d’autant plus important
pour les protéines peu digestibles 3. En revanche, 'écart était ici plus marqué pour la caséine par
rapport a la protéine de pois. Chez 'Homme, la digestibilité iléale de I'azote pour la protéine de pois
était de 92,0%, sans différence significative avec la caséine, digestible a 94,0% (Article 3). Ces résultats
étaient légérement supérieurs a ceux trouvés dans les mémes conditions expérimentales chez
I’'Homme. Les travaux de Gausseres et al. et Mariotti et al. rapportent respectivement une digestibilité
iléale de I'azote de 89,4% pour la farine de pois [*’”! et de 89,9% *>*! pour I'isolat de protéine de pois.
Les différences de 2,5% et 2% avec nos résultats pourraient provenir des différences dans les
protocoles de repas suivis (repas unique vs repas multiples dans notre étude, cf. paragraphe 2.),
I'ingestion de petites doses de protéines pouvant améliorer |'efficacité digestive par rapport a une
dose massive. En comparaison a d’autres légumineuses, la digestibilité iléale de I'azote que nous avons
obtenue pour la protéine de pois était proche de celles du soja et du lupin (91,5% P et 91,0% 9,
respectivement), déterminées aussi dans des conditions comparables. Pour la caséine, Deglaire et al.
décrivaient une digestibilité iléale de 94,1% 7, identique a celle retrouvée dans notre étude. La
digestibilité iléale moyenne des AA mesurée chez ’'Homme était de 93,6% et 96,8% pour la protéine

de pois et la caséine, respectivement (Article 3). Malgré des différences de digestibilité individuelle
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obtenues pour un grand nombre d’AA, la valeur moyenne sur I'ensemble des AA n’était pas
significativement différente entre les deux protéines. La moyenne étant pondérée par la composition
en AA des protéines, ce résultat s’explique par la contribution majoritaire du glutamate, pour lequel Ia
digestibilité n’était pas différente entre les deux sources. Malgré une digestibilité des AAI plus faible
que la caséine, la digestibilité globale élevée de la protéine de pois et proche de celle de la caséine
démontre son potentiel a étre considérée comme une protéine de haute qualité nutritionnelle. A titre
de comparaison, la digestibilité iléale moyenne des AA de protéines végétales déterminée dans
d’autres études chez ’'Homme par la méme méthode directe d’intubation naso-iléale était comparable
pour l'isolat de protéine de soja (93,8% 1*2¥]) et bien inférieure pour la zéine (63,0% 7).

Nous avons aussi constaté dans notre étude clinique que la digestibilité globale de I'azote était
inférieure a la digestibilité moyenne des AA, la différence étant plus marquée pour la caséine (+2,9%
pour la caséine vs +1,8% pour le pois). Outre les différences de méthodes analytiques, ce décalage
pourrait s'expliquer par la part d'azote alimentaire non protéique retrouvée dans l'iléon terminal,
menant a une sous-estimation de la digestibilité de I'azote. L'azote non protéique a été calculé
théoriquement par différence entre I'azote total et I'azote issu du dosage des AA dans les protéines,
et représentait respectivement 0,1% et 3,3% de |'azote total pour la protéine de pois et la caséine.
Cette fraction plus importante pour la caséine pourrait justifier la plus grande différence entre les
digestibilités de I'azote et des AA pour la caséine. Par ailleurs, les digestibilités de la protéine de pois
étaient plus élevées chez le rat que chez 'Homme (Tableau 18), mais la variabilité était bien plus
importante. Il a été montré que le rat présentait une meilleure capacité que I’'Homme a digérer
certaines protéines peu digestibles, comme la protéine de colza *°2?%2, Par conséquent, dans le cas
d’une utilisation de ces données pour la nutrition humaine, il est nécessaire d’envisager que la

digestibilité des AA obtenue chez le rat puisse étre surestimée.

Chez ’'Homme, le marquage au N des protéines alimentaires a aussi permis de déterminer les pertes
endogenes iléales individuelles, par différence avec les pertes azotées totales. Elles étaient similaires
aux valeurs retrouvées dans la littérature, et étaient plus élevées chez les volontaires ayant recu la
protéine de pois que chez ceux du groupe caséine. En effet, les pertes endogénes totales générées
apres ingestion de la protéine de pois étaient de 48,5 mmol N, contre les 51,4 mmol N rapportées par

I'étude de Mariotti et al. pour un isolat de pois ***

. Pour la caséine, les pertes endogenes sur les 8
heures suivant ingestion étaient de 36,1 mmol N, alors que Gaudichon et al. relevaient une valeur de
39,0 mmol N, dans des conditions expérimentales similaires 23], Il a été montré que les sécrétions
endogénes étaient modulées par la composition du régime et la source de protéine 81, et qu’elles
pouvaient étre stimulées par la présence de facteurs antinutritionnels, comme les inhibiteurs de la

trypsine 7387287 Ainsi, la présence de facteurs antinutritionnels résiduels dans la protéine de pois,
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malgré la forme purifiée de I'isolat, a pu augmenter les sécrétions endogenes. Ce résultat est cohérent
avec I'étude de Gaudichon et al., ou l'ingestion de protéines de soja chez I’'Homme avait induit un débit
iléal azoté plus élevé que l'ingestion de protéines de lait, par une contribution plus importante des

pertes d'acides aminés endogénes 123,

Tableau 18. Digestibilités vraies de I'azote et des AA obtenues pour la protéine pois et la caséine au

cours des expérimentations animale et clinique des travaux de these

Protéine de pois Caséine
(%)
Rat ! Homme 3 Rat ! Homme 3
N fécale 96,0+£1,0 - 93,7+1,1 -
N iléale 2 950+45 92,0+2,7 91,6+43 940+1,7
AAI
Histidine 96,4 £2,7 94,7+2,4
Isoleucine 93,4+3,8 92,9+3,8 793+5,7 944%2,2
Leucine 93,7+3,8 944+28 928+26 986+04
Phénylalanine 950+3,0 946+28 949+2,3 99,2+0,3
Lysine 956+3,3 939+2,6 933+2,2 98,0+0,5
Thréonine 92,2+5,5 91,8+4,0 87,7+t4,7 946+1,3
Tyrosine 93,6+4,7 - 949+2,3 -
Valine 93,1+4,3 92,5+3,8 86,3+4,3 96,1+1,3
Méthionine 84,2+9,7 939+52 89,6+4,8 983+0,9
Cystéine 90,1+ 11,6 - 91,7 +8,2 -
AANI
Alanine 92,8+5,7 92,7+3,9 854160 96,1+1,3
Asx 956+3,6 930+29 86,7+52 96,4+1,2
Glx 96,0+3,3 958+2,0 84,7+4,4 959+1,8
Proline - 92,3+3,2 - 97,7+0,5
Sérine 93,8 16,0 - 73,0+5,7 -
Glycine - 90,2 + 3,7 - 95,2+1,4
Arginine 96,9+2,7 - 91,2 +3,8 -
Moy AA 946+4,1 936+29 870+50 96,8%1,0

AAIl : acide aminé indispensable, AANI : acide aminé non indispensable, Asx : asparagine + aspartate,

Glx : glutamine + glutamate

Les valeurs sont les moyennes + ET (n =9 chez le rat, n = 8 et 7 chez 'Homme pour la protéine de pois
et la caséine, respectivement).

! Article 1

2 Article 2

3 Article 3

192



DIAAS et PDCAAS

Les données de digestibilité iléale des AA combinées au score chimique ont permis de calculer le DIAAS.
Chez le rat, le DIAAS de la protéine de pois était de 0,88, contre 1,29 pour la caséine (Article 1). Malgré
la composition équilibrée de la protéine de pois, répondant aux besoins en AA des individus agés de
plus de 3 ans 34, |a faible digestibilité obtenue pour les AAS (87%) a mené a un DIAAS inférieur a 1. Les
valeurs obtenues étaient comparables a I’étude de Rutherfurd et al. chez le rat, ou le DIAAS était de
0,82 pour l'isolat de protéine de pois et de 1,18 pour la protéine de lait totale [*?2 (composée a environ
80% de caséine %), Cependant, le profil de référence utilisé était celui de I'enfant de 0,5 a 3 ans, plus
exigeant que celui des individus de 3 ans et plus 3%, Les DIAAS que nous aurions obtenus & partir du
méme profil auraient été de 0,75 et 1,14 pour la protéine de pois et la caséine, respectivement. Nos
résultats de DIAAS pour le pois sont en revanche plus élevés que ceux rapportés chez le porc avec le
méme profil de référence, évalués a 0,73 pour un concentré protéique de pois *** et 0,60 pour une
émulsion de protéines de pois [*’*!. En ce qui concerne la caséine, des résultats similaires sont décrits
chez le porc (1,41 pour la protéine de lait totale [*2*). En comparaison, I'isolat de soja obtenait un DIAAS
de 0,90 chez le rat (calculé avec le profil enfant 0,5-3 ans) (1?2, et de 0,98 chez le porc 2 (profil > 3
ans). Le DIAAS du gluten a été évalué a 0,25 au cours de notre étude chez le rat, sa faible valeur
s’expliquant par son déficit en lysine (Article 1). Des faibles valeurs de DIAAS sont également
retrouvées pour le blé dans des études chez le rat (0,20 pour le pain 72, 0,41 pour le son 22 profil
0,5-3 ans). Outre les légumineuses, d’autres sources végétales ont un DIAAS plus élevé que celui des
céréales chez le rat, comme le concentrat de protéines de tournesol (0,84 8, profil > 3 ans) et le
sarrasin (0,68 72, profil 0,5-3 ans). Chez ’'Homme, nos travaux ont évalué le DIAAS a 1,00 pour la
protéine de pois et a 1,45 pour la caséine (Article 3), calculés a partir du profil de référence 3 ans et
plus B4, Les ratios les plus faibles, qui ont donc fixé la valeur du DIAAS, étaient ceux des AAS pour les
deux sources. Les valeurs de DIAAS étaient supérieures a celles obtenues en modele rat, ce qui

s’expliquait par une meilleure digestibilité des AAS chez 'Homme (Tableau 18).

Chez le rat, la supplémentation de la protéine de pois en méthionine a hauteur de la concentration en
méthionine de la caséine (ajout de 18 mg Met/g protéine) avait pour objectif d’augmenter le score
chimique, visible également par I’évolution du DIAAS de 0,88 a 1,10 (Article 1). La supplémentation en
AA peut en effet étre envisagée comme stratégie pour améliorer la qualité nutritionnelle d’une source
protéique, par augmentation de son score chimique '8%3%], Chez le rat, le PDCAAS a été évalué a partir
de la digestibilité fécale de I'azote et était supérieur au DIAAS (1,02, 1,43 et 0,32 pour la protéine de
pois, la caséine et le gluten, respectivement, Article 1). Ce résultat est cohérent avec la littérature

[122124] ot découle de la différence entre les mesures iléale et fécale de la digestibilité.
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Le facteur de conversion azote-protéine de 6,25 a été utilisé pour estimer la teneur en protéines lors
du calcul du DIAAS et du PDCAAS. Cette valeur standard est basée sur I’hypothése selon laquelle les
protéines contiendraient 16% d’azote. En réalité, cette teneur varie selon les sources de protéines 1224,
Afin d’évaluer I'influence du facteur de conversion, le DIAAS a été recalculé chez 'Homme a partir des
coefficients spécifiques, définis pour chaque protéine. Les facteurs spécifiques de 5,4 et 6,15 ont été
appliqués pour le pois et la caséine 2227226 correspondant & une teneur en azote dans les protéines de
18,5% et 16,3%, respectivement. Les DIAAS obtenus étaient de 1,16 pour le pois et 1,48 pour la caséine.
Ces résultats étaient supérieurs aux valeurs d’origine et la différence était plus élevée pour le pois, en
accord avec la littérature, qui stipule que le facteur 6,25 désavantage particulierement les protéines
végétales 122!, D’apreés les résultats de notre étude clinique, le DIAAS élevé de la protéine de pois lui
permettrait d’étre qualifiée de protéine de haute qualité nutritionnelle, d’apres les critéres

d’allégation définis par la FAO 34,

Rétention azotée

L'efficacité de l'utilisation métabolique des protéines apres absorption a été évaluée par le calcul de
I"'UPPN chez 'Homme. L'UPPN obtenue pour la protéine de pois (71,6%) n'était pas différente par
rapport a la caséine (71,2%), ce qui suggére une utilisation de I'azote apres ingestion comparable entre
les deux sources. Aucune différence dans les cinétiques de transfert de I'azote alimentaire dans l'urée
corporelle et urinaire n’a été relevée entre les protéines. De plus, les valeurs d’UPPN étaient
cohérentes avec celles rapportées par d’autres études chez I’'Homme (70,9% pour un isolat de
protéines de pois >4, 78% 133 et 71% ®Y pour la caséine). La modification du protocole d’ingestion
habituel que nous avons effectuée, i.e. des repas multiples a la place d’un bolus, a pu expliquer les

écarts obtenus.

Capacité a soutenir la croissance

Le PER a été décrit pour la premiére fois par Osborne et al. 2% et fut la premiére méthode développée
pour évaluer la qualité nutritionnelle des protéines B%. Il vise 8 mesurer I'efficacité de I'utilisation des
protéines alimentaires pour la croissance chez le rat, en se basant sur I'augmentation du poids corporel
sur 28 jours. La caséine, dont le PER est de 2,50, sert de référence pour comparer les sources
protéiques entre elles. Le classement qui en résulte n’est pas proportionnel, la qualité d’'une protéine
de PER 2 n’étant pas le double d’une protéine de PER 1 Y], Dans nos travaux, le PER a été évalué chez
le rat en croissance a 1,14 pour la protéine de pois, 2,55 pour la caséine et 0,47 pour le gluten (Article
1). La valeur obtenue pour la caséine était conforme a la valeur standard de 2,50. Le PER de la protéine
de pois était plus faible que le PER du pois jaune évalué par Nosworthy et al. a 1,42 %, Le PER de la

protéine de pois était deux fois plus élevé que le PER du gluten, ce qui indique sa plus grande efficacité
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a soutenir la croissance. Le déficit en lysine du gluten de blé est plus marqué que la faible teneur en
AAS du pois, visible par leur score chimique respectif (SC = 1,02 pour la protéine de pois vs SC = 0,32
pour le gluten), ce qui explique la différence élevée entre les PER. Une supplémentation en méthionine
a permis a la protéine de pois d'atteindre un PER identique a celui de la caséine. Le faible PER de la
protéine de pois peut donc étre attribué uniquement a sa faible teneur en méthionine. Ce résultat
confirme la conclusion de Bajaj et al. sur I'existence d’une corrélation positive entre la teneur en
albumine du pois vert et le PER, du fait de sa concentration plus élevée en AAS par rapport a la
globuline B8, Nos résultats suggérent un fort potentiel du pois & voir sa qualité nutritionnelle
améliorée par la supplémentation en méthionine ou la combinaison avec des protéines riches en
méthionine. L’effet d’'un mix légumineuse-céréale a été testé au cours de la méme étude (Article 1). La
combinaison de la protéine de pois avec le gluten (80%/20%, SC = 1) a permis d'augmenter le PER des
deux sources mesurées individuellement, mais n’était pas suffisante pour atteindre la valeur de la
caséine et du pois supplémenté en méthionine. En effet, la teneur en AAS du gluten est inférieure a
celle de la caséine, et la combinaison aurait été plus efficace avec une céréale de teneur en méthionine
plus élevée, comme le millet ou certaines variétés de riz [**, Plus largement, d’autres sources
végétales riches en méthionine pourraient également étre envisagées pour une complémentation,

comme le chanvre, certaines noix (Brésil) ou graines (chia, sésame) B,

La détermination du PER a I'avantage d’étre mis en ceuvre a faible co(t, de facilement mettre en
évidence les protéines de moindre qualité, et de disposer d’un protocole standardisé 3%, Au Canada,
le PER en modeéle rat est encore la méthode officielle pour évaluer la qualité nutritionnelle des aliments
(1311 || est utilisé pour la formulation des préparations infantiles, au Canada comme aux Etats-Unis 32,
Cependant, I'étude du PER se heurte a des limites, la principale étant le manque de représentativité
de 'Homme adulte B!, Le PER sous-estime généralement la qualité des sources végétales pour la
nutrition humaine et surestime celle des sources animales, en raison des besoins en AAI plus élevés
chez le rat en croissance par rapport a I'adulte . En effet, au cours des stades physiologiques ou la
croissance est la plus rapide, le besoin de maintenance peut ne représenter que 10% des besoins en
AA B21 |e reste provenant des besoins spécifiques de croissance. De plus, le besoin en AAS est plus
élevé chez le rat par rapport a 'Homme B?2323 ce qui défavorise d’avantage les protéines de

légumineuses.
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Résumé qualité nutritionnelle de la protéine de pois

La protéine de pois a obtenu une digestibilité élevée, chez le rat comme chez 'Homme. Sa faible teneur
en méthionine pourrait limiter son adéquation aux besoins au vu du faible PER obtenu chez le rat.
Cependant, sa composition globale en AA soufrés satisfait les besoins de 'Homme adulte tels que
définis par les profils de la FAO, formulés a partir des besoins de 2007. Sa qualité nutritionnelle pourrait
étre facilement améliorée par la combinaison avec des sources protéiques riches en méthionine,
comme certaines céréales ou noix. La composition en AA équilibrée de la protéine de pois couplée a
sa haute digestibilité a abouti a des scores de DIAAS et de PDCAAS la positionnant en tant que protéine
de haute qualité nutritionnelle pour I’'Homme. Sa comparaison a la caséine de lait et au gluten de blé

au cours de nos études démontre également son potentiel pour la nutrition humaine.
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2. Méthodologie d’évaluation de la digestibilité iléale des protéines chez
le rat

Digestibilité caecale et marqueur non-absorbable

Le rat de laboratoire est le modele le plus simple pour évaluer la digestibilité iléale in vivo et il est
largement utilisé en pratique 2°*. Toutefois, les digesta ne peuvent pas étre collectés en continu au
moyen d'une canule intestinale ou de techniques d'iléostomie, comme c'est le cas chez le porc. Le
contenu digestif doit étre prélevé a un temps donné apreés l'ingestion du repas, et la collecte des pertes
digestive ne peut donc pas étre exhaustive. Pour corriger le recueil incomplet des digesta, un marqueur
non-absorbable est généralement utilisé. Il doit étre entiérement indigestible et sa récupération dans
I’'ensemble du tube digestif doit idéalement étre totale 52, Les marqueurs couramment utilisés sont
I’'oxyde de chrome (Cr,03), le dioxyde de titane (TiO,), et les cendres insolubles dans I'acide (AIA) B2,
Cependant, le taux de récupération peut varier selon le marqueur 325326 et &tre sensiblement inférieur
a 100% [261,324327] En effet, dans une étude chez 'Homme iléostomisé ou le recueil des digesta est
supposé exhaustif, la récupération du marqueur Cr,0s n’était pourtant que de 60% *’®.. Chez le porc
canulé, Jagger et al. relevaient une récupération du Cr,03 de 75% 324, Une forte variabilité peut
également étre observée pour un méme marqueur (de 94% a 106% pour le Cr,0s, d’aprés une autre
étude chez le porc ?°). Une technique alternative consiste & évaluer la digestibilité au niveau caecal a
la place de la mesure iléale ¥V, Par son volume important, le caecum du rat accumule les digesta en
sortie d'intestin gréle 3?8, Sous I'hypothése que la majeure partie des pertes d'azote et d'AA
alimentaires peut étre récupérée dans le ceecum apres un temps de digestion approprié, la mesure
peut dispenser de l'utilisation d'un marqueur indigestible. Le contenu iléal est également pris en
compte dans la mesure des pertes digestives, lorsque la quantité collectée est suffisante pour les
besoins analytiques. En revanche, les AA alimentaires qui se trouveraient dans l'intestin gréle et le
cOlon ne peuvent pas étre pris en compte dans les calculs, le devenir du contenu du gréle étant
incertain (destiné a étre absorbé ou perdu), et le contenu du cdlon étant modifié par le microbiote 3¢,
Pour que la méthode caecale soit fiable, la teneur en AA alimentaires dans ces deux segments doit étre
la plus faible possible, d’ou I'importance du choix de I’heure de recueil des échantillons. D’aprés
plusieurs études, la majeure partie de I'azote alimentaire est retrouvée dans le caecum 5-6 heures
aprés ingestion, ce qui semble étre le temps optimal pour y prélever les digesta 18+32%3301 Ce taux est
variable selon la nature de la protéine ingérée, les cinétiques de digestion n’étant pas équivalentes
(601343311 " En effet, aprés 6 heures, le contenu d’azote alimentaire dans le segment iléon-ceecum
représentait 63%, 66% et 80% de I'azote alimentaire récupéré dans la totalité du tube digestif, aprés

ingestion respective de protéines de tournesol 7%, de protéines de lactosérum 7% et de caséine
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marquées au N 3%, Dans notre étude, 80% du repas se trouvait dans I'iléon et le caecum 6 h apreés
ingestion pour les groupes caséine et gluten, et 65% pour le groupe protéiprive, d’apres les données
de récupération du Cr,0s. Ainsi, la durée de 5-6 heures permettrait de faire un compromis entre une

digestion compléte et un temps de fermentation réduit des digesta dans le ceecum.

Au cours de nos travaux chez le rat, nous avons comparé plusieurs méthodes de mesure de la
digestibilité iléale vraie, selon le lieu de recueil des pertes digestives (iléon vs caecum) et I'utilisation
ou non d’un marqueur indigestible (Article 2). Le marqueur testé était le Cr,0s, dans le cadre de
I’évaluation de la digestibilité de la protéine de pois, de la caséine et du gluten. La récupération du
Cr,0; était incompléte et marquée par une forte variabilité entre les groupes (25%, 81%, 68%, et 75%
pour les groupes pois, caséine, gluten et protéiprive, respectivement) et interindividuelle (écarts-types
entre 10% et 15%). Des études chez le porc rapportent des taux de récupération similaires pour le
Cr,0s, de 75% 1324, 60% (7%, et variant de 73% et 86% 1332, et témoignent de sa variabilité élevée
[261,332333] | 3 composition des matrices alimentaires pourrait expliquer les différences marquées entre
les groupes, comme le décrivent Vicente et al. 3%, Dans leur étude, des échantillons homogénes
(digesta duodénaux et feces) avaient permis une distribution plus réguliére des marqueurs et une
minéralisation plus compléte en comparaison aux échantillons hétérogenes du rumen. De plus, les rats
ont ingéré le Cr,05 uniguement au cours du repas test, sans suivre de période d’adaptation préalable.
Il a été montré chez le porc qu’une période d’adaptation au marqueur (Cr20s3, TiO2, ou AlA) de 3-4 jours
était bénéfique 3 sa stabilisation dans le flux iléal 2%, Ainsi, la variabilité interindividuelle et
intergroupe aurait peut-étre été réduite en incorporant le Cr,03 dans les repas pendant la phase
d’habituation des rats. La complexité analytique dans le dosage du chrome par spectrophotométrie
d'absorption atomique pourrait également étre une source de variabilité, et pourrait notamment étre
a l'origine de la faible récupération du Cr,0s pour le groupe pois 33%33], En effet, |a teneur en fer plus
élevée dans l'isolat de protéine de pois a pu interagir avec le chrome 3¢ et réduire les valeurs dosées
dans les digestats 37!, Par conséquent, la détermination de la digestibilité iléale par le biais du Cr,03
ne semble pas optimale. Le choix du marqueur s’est porté sur le Cr,03 dans notre étude, du fait de la
possibilité de le doser dans un laboratoire voisin. Il serait nécessaire de tester d'autres marqueurs pour
conclure sur I'efficacité de leur utilisation de maniere générale. Chez le porc, des études comparant
différents marqueurs suggérent que le TiO, et les AlA seraient plus fiables que le Cr,03 324333, Chez le
rat, le taux de récupération du marqueur n’est généralement pas mesuré car le recueil des digesta se
limite au contenu iléal 12%172338] 3 |3 différence de notre étude, ol nous avons pu évaluer réellement

I'efficacité du Cr,0; et sa récupération sur I'ensemble du tractus gastro-intestinal (Article 2).
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Dans nos conditions expérimentales, la comparaison entre les méthodes de mesure de la digestibilité
iléale chez le rat a révélé que ni le segment sélectionné ni l'utilisation d'un marqueur non-absorbable
n'avaient d'effet sur les résultats de digestibilité vraie de I'azote. Les résultats que nous avons obtenus
suggérent que la digestibilité pourrait étre évaluée dans le caecum au lieu de l'iléon, sans utiliser de
marqueur. Ce résultat est cependant a nuancer au vu de la forte variabilité dans les données finales de
digestibilité, ce qui ne permet pas de mettre en évidence des différences significatives entre les
méthodes. L'étude a également été limitée par la nécessité d’exclure un nombre important de rats des
mesures de digestibilité (4 et 3 pour les groupes caséine et gluten, respectivement, contre 9
rats/groupe a I’origine) suite au manque de contenu iléal pour mener les analyses. La méthode caecale
a été utilisée dans des études précédentes et a donné des valeurs de digestibilité proches de celles
obtenues avec un prélévement iléal. Par exemple, la digestibilité de |'azote de I'isolat de protéine de
lactosérum a été évaluée a 98,3% au niveau caecal ®?°! et 3 99,0% au niveau iléal chez le rat 1?2,
Cependant, aucune des méthodes n'est optimale et elles entrainent chacune des incertitudes car elles
sont fondées sur des hypothéses qui ne peuvent pas toujours étre vérifiées. Les limites de la méthode
du marqueur sont liées a son taux de récupération variable et qui est souvent trop faible. En outre, ce
taux n’est pas mesuré dans les études chez le rat et les interactions éventuelles avec les matrices
alimentaires ne peuvent donc pas étre mises en évidence. Le dosage du marqueur est analytiquement
complexe a mettre en ceuvre et nécessite généralement une quantité importante de digesta car ces
marqueurs ont été initialement utilisés chez le porc. Or chez le rat, seulement un petit volume de
contenu est disponible dans I'iléon, souvent insuffisant par rapport aux besoins analytiques 3%, La
mesure caecale sans marqueur possede aussi des limites. Elle néglige les pertes azotées alimentaires
dans l'intestin gréle et le colon, ce qui peut surestimer la digestibilité. Selon les protéines testées dans
notre étude, entre 7 et 20% de I'azote ingéré se trouvait encore dans l'intestin gréle et entre 4 et 7%
était passé dans le célon. Aussi, I'activité microbienne du caecum est réduite par rapport a celle du
cblon mais existante 33340 ce qui pourrait impacter les résultats de digestibilité des AA. Enfin, la
méthode cacale implique de doser I'azote dans I'ensemble du tube digestif, de I'estomac jusqu’au
cOlon, pour s’assurer notamment que seule une faible quantité d’azote alimentaire a atteint le c6lon,

alors que la méthode du marqueur se limite au contenu iléal.

Finalement, nos résultats suggerent que la digestibilité czecale vraie pourrait se rapprocher de la
digestibilité iléale vraie et permettrait de se passer de |'utilisation d'un marqueur non-absorbable, a
condition que la quantité d’azote dans chaque segment du tube digestif soit connue pour s’assurer
que la récupération des pertes ait été compléte. Le recours a la digestibilité ceecale permettrait d'éviter

les biais liés a la récupération du marqueur, et offrirait plus de contenu digestif pour les analyses. Ce
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dernier point serait particulierement avantageux lorsque les protéines sont marquées, car l'analyse

isotopique pour I'évaluation de la digestibilité des AA requiert des quantités importantes d'échantillon.

Estimation des pertes endogénes

Nos travaux visant a évaluer la digestibilité ceecale vraie des protéines de pois, de la caséine et du
gluten chez le rat ont été confrontés a des limites méthodologiques liées a I'estimation des pertes
endogenes d’azote et d’AA (Article 1). En effet, les sécrétions endogénes d’azote et d’AA sont
susceptibles d’influencer fortement les mesures de digestibilité des protéines, visible par les
différences entre les valeurs de digestibilités apparente et vraie relevées dans la littérature 734, Les
digestibilités vraies de |'azote et des AA de la caséine étaient inférieures a celles de la protéine de pois
et du gluten, allant a I'encontre des données généralement rapportées dans la littérature pour les

protéines de lait, de légumineuses et de céréales!?2127.166,.172]

. L’évaluation de la digestibilité vraie
repose sur la mesure des pertes endogenes et leur retranchement des pertes totales. Plusieurs
méthodes existent pour estimer les pertes endogénes, la plus courante consistant a administrer un
régime protéiprive. Lorsque I'animal est sacrifié, comme c’est le cas chez le rat, il est nécessaire de
constituer un groupe indépendant dédié a I'ingestion du régime exempt de protéine, et la mesure des
pertes endogenes ne peut pas étre individualisée (valeur unique retranchée a I'azote total de chaque
animal). Au cours de notre étude, le régime protéiprive a été administré a 9 rats pendant 10 jours,
pendant que les animaux des groupes protéiques étaient nourris avec leurs protéines respectives sur
la méme période (Article 1). L'hypothése d’un biais dans la mesure des pertes endogénes est renforcée
par la différence obtenue pour la digestibilité de la protéine de pois avec et sans supplémentation en
méthionine (95% vs 88%, Article 1). En effet, la supplémentation en AA augmente le score chimique
mais ne devrait pas modifier la digestibilité de la protéine. La faible digestibilité de la caséine et de la
protéine de pois supplémentée pourrait s'expliquer par une sous-estimation des pertes endogénes
d'azote et d'AA. En paralléle, la digestibilité plus élevée de la protéine de pois et du gluten pourrait
provenir d'une adaptation métabolique des rats en réponse aux déficits respectifs en méthionine et
en lysine de leur régime (Article 1).

Malgré le fait que le régime protéiprive soit une méthode de référence pour mesurer les pertes
endogenes d'azote et d'AA, sa mise en ceuvre chez le rat est limitée par I'impossibilité de les évaluer
de maniere individualisée dans les digesta et, ainsi, de ne pas prendre en compte I'effet de la source
de protéines. Or, les sécrétions endogenes sont susceptibles de varier selon des parametres liés aux
individus ou aux régimes 7. Dans notre étude, les rats nourris avec la caséine et les protéines de pois
supplémentées en méthionine avaient un poids corporel plus élevé que les rats nourris aux protéines
de pois seules et au gluten (Article 1). Ces poids plus élevés marquent la meilleure adéquation aux

besoins nutritionnels de leurs régimes, grace au profil en AA plus équilibré de leurs protéines. Or, une
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étude chez le porc a montré que le poids corporel pouvait influencer les pertes endogénes iléales d’AA
(286 Ajnsi, les rats ayant recu la protéine de pois et le gluten avaient potentiellement des pertes
endogenes réduites suite a la faible teneur en méthionine et en lysine de leurs régimes respectifs. Le
retranchement de la part endogene des pertes totales étant la méme pour tous les groupes, une telle
modulation pourrait expliquer les digestibilités plus élevées obtenues pour ces protéines. De plus, il a
été montré que la source de protéine affectait les sécrétions endogénes P415>28128] Cependant, cette
modulation irait plutét vers une augmentation des sécrétions endogenes pour les protéines végétales,
comparé aux sources animales. Par exemple, I'ingestion de protéines de soja chez le porc induirait des
pertes endogénes d’AA plus importantes que I'ingestion de protéines de lait . De méme, dans notre
étude clinique, la protéine de pois avait généré des sécrétions endogénes plus importantes que la
caséine, probablement expliqué par la présence de facteurs antinutritionnels. Notre hypothése de
pertes endogénes réduites pour les rats des groupes pois et gluten irait donc a I’'encontre de ces
conclusions. Or, les isolats protéiques utilisés pour nos études chez le rat étaient d’origine industrielle,
et de pureté probablement supérieure aux protéines de I’étude clinique, extraites par des procédés de
paillasse. Une teneur plus faible en facteurs antinutritionnels pourrait expliquer que I'on ne retrouve
pas le méme phénomeéne pour les protéines végétales chez le rat par rapport a 'Homme. Par ailleurs,
la durée de la période d’adaptation aux régimes de 10 jours qui a été suivie préalablement au recueil
des digesta peut étre remise en question, bien qu’elle ait été conforme au protocole d’évaluation de
la digestibilité réelle chez le rat de la FAO, qui recommande une durée de 9 jours °. Une période
d’adaptation aux régimes plus courte aurait pu éviter de potentielles modifications métaboliques au
sein des groupes. Jansman et al. soulignent en effet que la durée de la période « pré-test » peut

influencer la quantité d'azote et la composition en AA des pertes endogénes iléales 342,

La méthode du régime protéiprive présente également des limites par sa nature non physiologique
3431 Le manque de stimulation du tube digestif induit par I'absence de protéine dans le régime réduirait
la sécrétion d'enzymes gastriques et pancréatiques 128 et pourrait entrainer un déséquilibre du
métabolisme protéique *?), notamment une diminution du taux de synthése protéique dans l'intestin
2741 Ces modifications méneraient a la sous-estimation systématique des pertes endogénes d'azote et
d’AA, telle que décrite chez le porc 279344 conduisant a une surestimation des pertes exogénes et donc
a une valeur de digestibilité réduite. D’autres méthodes existent pour estimer les pertes endogénes,
comme l'ingestion de peptides issus de I'hydrolyse de la caséine (méthode EHC), menée par Rutherfurd
et al. chez le rat °73%] |’une de ces méthodes alternatives aurait pu étre utilisée, méme si elles se
fondent aussi sur des postulats qui ne sont toujours vérifiés. D’apres Stein et al., malgré ses limites,

I'usage du régime protéiprive reste tout de méme recommandé par rapport aux autres méthodes 17,
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Résumé méthodologie d’évaluation de la digestibilité iléale des protéines chez le rat

Chez le rat, la digestibilité caecale vraie peut étre utilisée comme approximation de la digestibilité iléale
vraie des AA, en recueillant le contenu du caecum 5 a 6 h aprésingestion de la protéine test. Elle permet
de s’affranchir de I'utilisation d'un marqueur non-absorbable et ainsi, d’éviter les biais liés a son taux
de récupération souvent faible et variable. La mesure au niveau czcal a aussi I'avantage de fournir
plus de contenu digestif pour les analyses. Il est cependant nécessaire de s’assurer que la digestion ait
été complete, i.e. que le contenu résiduel de I'estomac et les pertes au niveau du célon soient minimes.
Pour cela, le contenu de I'intégralité du tube digestif doit étre collecté et analysé. La mesure des pertes
endogenes, nécessaire pour obtenir une digestibilité vraie des AA, est délicate chez le rat. La méthode
du groupe protéiprive ne permet pas de fournir une estimation individualisée, alors que les pertes
endogenes sont susceptibles de varier selon le régime et le statut physiologique (poids corporel
notamment). Elle fait cependant partie des méthodes standard recommandées. L'usage de protéines
marqguées par des isotopes stables apparait comme une solution permettant une évaluation plus

précise.
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3. Développement de la méthode double traceur chez 'Homme

Comparaison entre la méthode directe et la méthode double traceur

Les pertes iléales d'AA peuvent étre évaluées chez I'Homme par différentes approches. La méthode
directe repose sur la collecte du contenu iléal suite a l'ingestion de protéines test, souvent marquées
par des isotopes stables. Les digesta peuvent &tre récupérés sur des sujets iléostomisés 176179 mais
leur recrutement est complexe et leur processus de digestion peut étre non-représentatif des sujets
sains 1247281 |3 mesure directe plus couramment utilisée est I'intubation avec une sonde naso-ileale,
une méthode standard qui permet le recueil continu des digesta et méne a une mesure précise des
pertes iléales d'AA 123157174 | s digestibilités iléales de I’azote et des AA que nous avons obtenues par
cette méthode étaient cohérentes, malgré le changement effectué dans le protocole d’ingestion (repas
multiples au lieu d’un bolus). En effet, la digestibilité iléale moyenne des AA mesurée pour la caséine
était identique a celle de I'étude de Deglaire et al. 7% (cf. paragraphe 1). De plus, les pertes azotées
endogeénes iléales étaient également en accord avec les valeurs de la littérature 24 (Article 3).

Cependant, le recours a l'intubation est trés invasif et ne convient pas a un usage de routine (3>4066],

Des méthodes évaluent la biodisponibilité des AA par leurs cinétiques d'apparition dans le plasma
aprés un repas test 11273463481 || s'agit généralement de protéines marquées intrinséquement au N,
au %H ou au *3C provenant de sources végétales 552154 gy animales 123153291 Cette approche peut
également passer par la mesure de I'enrichissement du CO; de l'air expiré aprés ingestion 3%,
Cependant, la teneur postprandiale en AA dans le plasma ne reflete pas exactement |'absorption car
elle est influencée par la vitesse de digestion, le taux d’absorption splanchnique et la forme chimique
de I'AA 403501 | 3 nouvelle méthode indirecte double traceur a été proposée par la FAO pour estimer la
digestibilité iléale des AA 840581 E|le repose sur l'ingestion simultanée d'une protéine test et d'une
protéine de référence, de digestibilité connue, et sur la comparaison de leur taux d’incorporation dans
le plasma. Chacune est marquée par un isotope stable, le 2H étant recommandé pour la protéine test
et le 3C pour la protéine de référence B8, L'absorption splanchnique étant considérée identique pour
les deux protéines, la comparaison du rapport 2H/*3C dans le repas et dans le plasma pour un AA donné
refléte sa digestibilité dans la protéine test par rapport a la référence. Trés peu d’études mettent en
ceuvre la méthode double traceur pour évaluer la digestibilité des AA 4145392 ‘et une méme équipe
est & 'origine des cing publications récentes disponibles, dont les résultats sont encourageants [°,
Cependant, la méthode double traceur n'a jamais été comparée aux mesures directes de digestibilité
iléale des AA au sein d'une méme étude. Ainsi, I'un de nos objectifs chez 'Homme était de comparer

la méthode double traceur a la méthode directe par intubation, sur les mémes sujets. La comparaison

203



a été faite pour l'isolat de protéine de pois et la caséine de lait, doublement marquées au 2H et au °N.
Le marquage 2H a permis de mettre en ceuvre la méthode double traceur, tandis que le °N était
consacré a la mesure directe de la digestibilité iléale dans les digesta. Pour la méthode double traceur,
nous avons également comparé 2 techniques de calcul, I'aire sous la courbe (AUC) et I’enrichissement

moyen au plateau isotopique plasmatique.

Les cinétiques d'enrichissement plasmatique obtenues (Article 4) ont montré une apparition
concomitante entre le 2H et 3C, condition nécessaire a la validité de la méthode double traceur 3861,
De plus, le schéma multi-repas de 9 doses administrées sur 4 heures a permis d'atteindre un
enrichissement plasmatique stable pendant environ 2 heures pour permettre les calculs par la
méthode du plateau. La matrice alimentaire semi-liquide choisie (purée de pommes de terre) a permis
de limiter le déphasage gastrique entre les AA libres 3C et la protéine test. De plus, les niveaux
d’enrichissement plasmatique en AA obtenus suivaient les taux d’enrichissement des isolats
protéiques étudiés (pois et caséine). En effet, les enrichissements en ?H les plus élevés ont été obtenus
pour lisoleucine et la thréonine suivant I'ingestion du pois, et pour la proline et I'isoleucine suivant
I'ingestion de la caséine. Ces AA étaient également les mieux marqués dans chacun des isolats
protéiques, en faisant exception de I'alanine et de la glycine pour lesquels I'enrichissement dans le
plasma n’était pas visible. Pour plusieurs AA, les valeurs de digestibilité fournies par la méthode double
traceur étaient conformes aux valeurs physiologiques (isoleucine, leucine, lysine, phénylalanine, et
valine pour la caséine ; lysine et phénylalanine pour le pois), en comparaison aux digestibilités iléales
mesurées par voie directe. Plusieurs AA présentaient des valeurs proches mais supérieures a 100%
(proline, notamment). Toutefois, la méthode double traceur a conduit a une surestimation de 10% de
la digestibilité moyenne des AA pour la protéine de pois (102,2% méthode AUC vs 94,3% méthode
directe) et a une sous-estimation de 5% de la digestibilité de la caséine (91,9% méthode AUC vs 97,1%
méthode directe). La Figure 21 répertorie les résultats obtenus selon les méthodes pour chacune des
protéines testées. Afin de tenir compte des transaminations des AA, les facteurs de correction de
I’étude de Devi et al. ont été appliqués *Y, entrainant une augmentation des valeurs de digestibilité
et, pour le groupe pois, un creusement des écarts entre les méthodes double traceur et directe. Ces
facteurs de transamination (TF) ont été mesurés dans un seul groupe de sujets et sur une population
différente a la notre, leur pertinence en tant que facteurs universels est donc discutable. Sans
appliquer de TF, les digestibilités du pois étaient ramenées a des valeurs physiologiques (digestibilité
moyenne des AA de 97,7% pour la protéine de pois et de 88,1% pour la caséine, méthode AUC). Seules
les digestibilités de la proline et de la lysine semblaient étre correctement corrélées aux mesures

obtenues par la méthode directe, aprés suppression de plusieurs sujets. A ce stade, nous n’avons pas

204



pu identifier de relation claire entre les méthodes de mesure de la digestibilité par voies plasmatique

et iléale.
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Figure 21. A. Digestibilités iléales des AA de la protéine de pois mesurées par la méthode double
traceur (n = 6) et la méthode directe (n = 8). B. Digestibilités iléales des AA de la caséine mesurées par

la méthode double traceur (n = 5) et la méthode directe (n = 7). Les valeurs sont les moyennes + ET.

(Article 4)
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Calculs de la méthode double traceur : AUC vs plateau

Dans notre étude, deux méthodes de calcul différentes ont été utilisées pour la méthode double
traceur, a savoir I'AUC de I'enrichissement isotopique plasmatique et la technique du plateau. Cette
comparaison a été rendue possible grace a la multiplicité des repas, qui a généré un plateau
d’enrichissement. L'usage de ’AUC est recommandé par la FAO 8 dans la description de la méthode
double traceur. Cependant, la technique du plateau a l'avantage de réduire le nombre de
prélevements sanguins nécessaires et ainsi, de faciliter I'’étude des populations vulnérables (enfants,
personnes agées, sujets dénutris ou atteints de pathologies) . Les digestibilités des AA étaient
similaires entre les techniques de I'AUC et du plateau, pour la protéine de pois comme pour la caséine
(Article 4). Néanmoins, la technique du plateau a donné une plus grande variabilité dans les données,
et sa corrélation avec la méthode directe semblait plus faible. Par conséquent, les résultats que nous
avons obtenus favoriseraient les calculs par I’AUC dans le cadre de la méthode double traceur.
Cependant, nous n’avons pas utilisé une méthodologie de plateau prolongé comme I'a fait I'équipe du

P" Kurpad, et qui semble donner des résultats plus cohérents.

Comparaison entre études double traceur

Dans les travaux menés par I'équipe du P" Kurpad a Bangalore, la digestibilité iléale moyenne des AA
du pois jaune entier évaluée par la méthode double traceur était inférieure a celle que nous avons
obtenue pour un isolat de pois (71,6% 3! vs 102,2%, Article 4). Cette différence peut étre liée 3 la
présence de facteurs antinutritionnels et de fibres dans le pois entier, réduisant sa digestibilité. La
méthode double traceur est susceptible d’induire de grandes variabilités dans les résultats de
digestibilité, comme le montrent les études publiées précédemment, ol certains écarts-types
atteignaient 10% [“>*%_ |l n’y a pas de donnée de digestibilité de la caséine par la méthode double
traceur 2H/*3C dans la littérature, mais van der Wielen et al. ont récemment mis en ceuvre la méthode
double traceur pour évaluer la digestibilité des AA du lait marqué au *°N U, Les digestibilités étaient
trés variables selon les AA, et s’étalaient de 91,6% pour la méthionine a 99,3% pour la glycine. La
comparaison peut également étre faite avec d’autres sources animales, comme les protéines d’ceuf et
de viande, également réputées hautement digestibles. Les travaux de I'équipe indienne indiquent les
digestibilités moyennes de 89,4 + 4,5% et de 92,0 £ 2,8% pour les AA des protéines d'ceuf bouilli et de

42 quand les méthodes directes rapportent 90,9% et 90,1% pour I'ceuf cuit 7% et la

viande cuite
viande cuite 3], respectivement. Dans leurs différents travaux, les digestibilités obtenues pour les
protéines animales étaient supérieures aux digestibilités des sources végétales, des protéines de
légumineuses notamment “>*3! (Figure 22), comme attendu. La comparaison avec nos données doit

néanmoins tenir compte des différences dans les protocoles menés.

206



Nous avons fait le choix d’utiliser des AA libres algaux comme référence, contrairement aux études
mentionnées ci-dessus qui utilisaient de la spiruline 3C. D’aprés les consignes de la FAO, |a digestibilité
de la protéine de référence doit étre élevée et sa valeur connue précisément 8, Les AA libres sont
supposés étre entierement digestibles. Dans notre cas, la digestibilité iléale moyenne obtenue pour
les AA libres était élevée (98%) et ne variait pas selon la source de protéine testée. Dans les autres
études, la digestibilité des AA de la spiruline n’a pas été évaluée par mesure directe chez I’'Homme
mais a été déterminée par la méthode double traceur, avec des AA libres en tant que référence. La
digestibilité moyenne des AAl de la spiruline était faible et variable (85,2%, variant de 77 a 95%), avec
une valeur trés basse pour la proline (41,4%) Y. Sa réévaluation ultérieure a 87,9% a suggéré un
manque de reproductibilité de sa mesure 3!, alors que la valeur de digestibilité de la référence est
censée étre stable afin de n'étre évaluée qu'une fois et appliquée a d'autres études. Par ailleurs,
I'utilisation des AA libres 13C en tant que référence a été testée au cours d’une étude de I'équipe du P’
Kurpad évaluant la digestibilité des Iégumineuses, et a fourni des résultats similaires a ceux obtenus
avec la spiruline comme référence 43!, D’aprés ces éléments, |'utilisation d'un mélange d'AA libres
comme référence semble donc préférable a la spiruline dans I'application de la méthode double

traceur.

Dans les études précédemment publiées, les repas ont été administrés toutes les 30 minutes pendant
7 heures, alors que nous avons fractionné les repas sur 4 heures uniquement afin de pouvoir concilier
I"analyse de la digestibilité iléale directe et la méthode double traceur. Les plateaux d'enrichissements
isotopiques plasmatiques générés dans notre étude était compris entre 2 et 5 h, alors que les études
précédentes fixaient le plateau bien plus tard, entre 5 et 8 h [“Y. || est possible que la période
d’ingestion des repas ait été trop courte dans nos travaux pour permettre d’atteindre un état stable,

qui limiterait les différences d’extraction splanchnique entre la protéine test et la référence.

L'interrogation majeure sur les résultats que nous avons obtenus par la méthode double traceur est la
différence observée entre la protéine de pois et la caséine, qui était inversée par rapport a la
digestibilité iléale mesurée par voie directe (Article 3). En effet, le taux d'absorption des AA était plus
élevé pour la protéine de pois par rapport a la caséine, alors que la digestibilité iléale mesurée dans les
digesta était plus élevée pour la caséine (Figure 21). Ce résultat pourrait s'expliquer par une
métabolisation postprandiale différente entre les AA provenant de la caséine et ceux provenant de la
protéine de pois [**. De maniére surprenante, la production de **CO, dans I'air expiré a été plus élevée
suivant l'ingestion de caséine, ce qui peut refléter une plus forte oxydation des AA 3C absorbés par
rapport au pois, et donc une extraction splanchnique différente selon le repas test. Nous n’avons pas

d’information sur ces différentes composantes, la captation dans les synthéses ou les voies
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énergétiques, mais il pourrait y avoir eu des différences d’extraction splanchnique entre les AA libres
et la protéine test. Au regard de nos résultats de digestibilité et d’indices d‘absorption (Article 4),
I’extraction splanchnique des AA libres 3C pourrait étre supérieure par rapport aux protéines de pois,
et inférieure par rapport aux caséines, sans que nous n’ayons d’éléments précis permettant d’étayer
cette hypothése. En effet, le caractére « lent » de la caséine en ce qui concerne sa digestion 33 aurait
plutdt tendance & minimiser 'extraction splanchnique par rapport a des AA libres 133351 Une autre
hypothese serait une différence de taux de transamination entre les AA issus de la caséine et les AA
issus du pois, alors que les TF appliqués sont les mémes quelle que soit la source de protéine. Ayant
été calculés 3 partir de I'ingestion d’AA libres marqués au 2H (Y, il est possible qu’ils soient plus ou
moins appropriés a la protéine test, selon sa composition, sa structure et sa source, animale ou
végétale.

La méthode double traceur est limitée par les hypothéses qu’il est nécessaire d’émettre lors de sa mise
en ceuvre. La fiabilité de la méthode repose sur le postulat selon lequel les AA absorbés issus de la
protéine test sont métabolisés de la méme maniére que les AA de la référence. Les différences
d’apparition plasmatique entre les AA 2H et 13C devraient donc provenir uniquement de la phase
d’absorption ®®. Or, les concentrations en AA plasmatiques sont la résultante de la digestion des
protéines, des cinétiques d’absorption intestinale des AA et des peptides, et des métabolismes
entérocytaire, hépatique, et périphérique. Compte tenu du nombre de facteurs susceptibles
d’influencer les concentrations plasmatiques en AA, il peut étre délicat de formuler une telle
hypothese. De plus, il a été montré que les cinétiques d'absorption des AA libres ingérés étaient
différentes des cinétiques d'absorption des AA issus de protéines entiéres 332 suite au temps
nécessaire a leur digestion et a leur libération sous forme de peptides et d’AA, ce qui pourrait induire

des différences dans les métabolismes apres absorption.

Par ailleurs, les digestibilités issues d’un protocole double traceur pourraient potentiellement étre
influencées par I'impact du marquage lui-méme ©5353 j.e. sa position et 'atome auquel il est attaché
B354 par exemple, un atome de C peut &tre métabolisé différemment par rapport a un atome de N au
sein de la méme molécule *°. Un méme atome peut aussi étre pris en charge différemment selon sa
position au sein de la molécule. Ainsi, le devenir métabolique peut varier selon le type d’atome au sein
de I'acide aminé (C, N, ou H), I'azote étant d’ailleurs particulierement vulnérable aux réactions de
transamination. Il est nécessaire de choisir minutieusement les isotopes a utiliser et de s’assurer, dans
la mesure du possible, de I'uniformité du marquage des AA au sein des protéines tests et de la
référence. La méthode double traceur telle que proposée par la FAO évalue une protéine test marquée
au 2H, mais elle a aussi été menée sur des protéines marquées au ®N avec une correction des

transaminations %Y, Une étude récente au sein de notre équipe a évalué la digestibilité des AA de la
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protéine de tournesol marquée au >N par la méthode double traceur (Tessier et al., en cours de
soumission). Tout comme avec le marquage au deutérium, les résultats présentaient des écarts
notables entre les valeurs issues de la mesure directe et de la méthode double traceur. Pour finir, il est
possible de s’interroger sur l'influence de la présence méme de la protéine de référence, comme le
soulignent Moughan et al. ', qui peut affecter la digestibilité de la protéine test, au méme titre que
tout ingrédient de la matrice alimentaire. Toutefois, la protéine de référence est ajoutée en quantité
minime et, dans notre cas, 'utilisation d’un mélange d’AA libres de haute pureté a la place de la
spiruline, qui ne contient que 50 a 70% de protéines, a limité l'introduction de composés

supplémentaires dans les repas.
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Figure 22. Digestibilités iléales des AA estimées par la méthode double traceur dans les travaux de
I’équipe du P" Kurpad, Bangalore. D’aprés les données de Kashyap et al. “>*3, Les valeurs sont les

moyennes + ET (n = 3 pour les pois et le haricot, n = 6 pour I'ceuf et la viande).

Bilan des méthodes actuellement disponibles

A ce jour, la digestibilité iléale des AA chez 'Homme peut étre évaluée en prélevant les pertes iléales
de maniére directe, par intubation ou par recours a des sujets iléotomisés. L’évaluation de la
digestibilité des AA peut également étre approchée par des méthodes indirectes, dont la méthode
double traceur. Chacune d’elles possede ses avantages et ses limites.

La méthode double traceur est faiblement invasive et serait applicable aux populations vulnérables.
Cependant, elle aboutit pour I'instant a des résultats variables et donne des valeurs non physiologiques
pour certains AA. Elle peut étre invalidée par des facteurs difficilement maitrisables, comme des

différences post-absorption entre les AA de la protéine test et de la référence. Elle nécessite également
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I'utilisation d’un double marquage et, au-dela du co(t conséquent des isotopes, il peut étre difficile
pour certaines protéines de marquer les AA de maniere suffisante et homogéne.

Le recueil des digesta via la sonde naso-iléale est une méthode standard et reproductible, qui aboutit
a des valeurs cohérentes de digestibilité avec une variabilité interindividuelle réduite. Cependant, elle
est trés invasive, colteuse, et inappropriée pour les populations vulnérables, pour lesquelles I'étude
de la digestibilité aurait des implications importantes. Cette méthode directe nécessite d’utiliser un ou
plusieurs marqueurs non-absorbables (PEG-4000, PSP, inuline, selon les études), dont un nécessaire a
la mesure du débit iléal, et éventuellement un marqueur du repas. Les associer multiplie les biais
analytiques liés a leur dosage respectif [*®!. De plus, I'impact de la présence de la sonde sur la vidange
gastrique et le flux intestinal est inconnu 74, méme si des études antérieures ont montré que ces

(51523551 Une étude a

parametres n’influencaient pas la digestibilité iléale globale des protéines
également suggéré que la position allongée prolongée des volontaires, inévitable dans un tel
protocole, influencerait la biodisponibilité postprandiale des AA par rapport a une position assise %,
Une autre méthode entiérement non invasive a été développée récemment pour évaluer la
biodisponibilité métabolique (pertes digestives et métaboliques) d’un AA au sein d’une protéine test,
chez 'Homme. Elle se base sur le principe de I'oxydation de I’AA indicateur (IAAO), tel gu’utilisé dans
le cadre de la détermination des besoins en AA. L’AA indicateur est la phénylalanine marquée au 3C.
L'AA étudié est limitant et administré a niveaux croissants dans un repas synthétique fait d’AA libres,
et avec les mémes niveaux dans un repas contenant la protéine a tester. La biodisponibilité de I'AA
limitant est estimée par le rapport de pente des droites de régression du 3CO; pour la protéine test et
les AA libres (« slope-ratio assay ») 3°73° La méthode IAAO est analytiquement simple et non-
invasive, puisqu’il s’agit uniquement d’administrer des repas et de prélever I'air expiré [°®!. Cependant,

elle n’évalue la biodisponibilité que d’un seul AA a la fois et les protocoles d’administration des repas

sont complexes & mettre en place 1“9,
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Résumé développement de la méthode double traceur chez ’'Homme

La méthode double traceur géneére des valeurs de digestibilité variables et incohérentes pour certains
AA. Elle nécessite d’étre développée d’avantage et les réflexions sur la métabolisation des AA de Ila
protéine test par rapport aux AA de la référence mériteraient d’étre approfondies. Notre étude
suggere que |'utilisation d’'un mélange d’AA libres en tant que référence serait préférable a la spiruline,
et que le calcul par I’AUC serait mieux corrélé a la méthode directe. Le protocole d’ingestion le plus
approprié serait alors le repas unique en bolus, au vu des incertitudes liées a la stabilité des plateaux
d’enrichissements isotopiques. Le plateau prolongé aurait pu mener a des résultats plus cohérents, au
vu des données obtenues par I'’équipe du P" Kurpad. La prise en compte des transaminations et la
fiabilité des facteurs correctifs associés restent également une piste d’amélioration. Les résultats sont
néanmoins encourageants et la méthode a fourni des valeurs de digestibilité physiologiques pour
certains AA. Aprés un développement plus approfondi et sous réserve de validation, la méthode
double traceur pourrait potentiellement étre une alternative a la méthode directe. Elle offrirait alors

des opportunités majeures en recherche sur la qualité des protéines pour la nutrition humaine.
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Conclusion

Ces travaux ont permis d’évaluer la qualité nutritionnelle de la protéine de pois en comparaison a
d’autres sources de protéines, notamment la caséine de lait, chez le rat et chez I’'Homme. Cette
évaluation passait par la mesure de la digestibilité iléale des AA, le calcul du DIAAS, et la détermination
d’autres indices de qualité protéique. Le projet de thése a également participé au développement de
méthodes d’évaluation de la digestibilité iléale des AA dans les deux modeles d’étude. Les protocoles
menés ont mis en ceuvre des techniques analytiques de chromatographie et de spectrométrie de
masse a rapport isotopique. Les résultats obtenus sont issus d’un travail collaboratif, unissant des
thématiques diverses et variées, et nécessitant des adaptations pour faire face aux obstacles
rencontrés et mener a bien le projet. Ces travaux ont notamment mobilisé des compétences en
expérimentation animale, étude clinique, analyses isotopiques, agronomie (marquage du pois et du

lait), et procédés de production (extraction des protéines).

Les études mises en ceuvre ont participé a la caractérisation nutritionnelle de la protéine de pois et
ont permis de mieux la positionner parmi I'offre de protéines disponible. Sa digestibilité élevée, chez
le rat comme chez 'Homme, et sa composition en AA équilibrée ont confirmé sa haute qualité
nutritionnelle. Les résultats obtenus pour les différents critéres de qualité évalués et la comparaison
avec la caséine et le gluten (Tableau 19) ont démontré le potentiel de la protéine de pois pour une
utilisation en nutrition humaine. Au-dela des applications a destination de la population générale et
des personnes végétariennes, comme les substituts végétaux de viande, la protéine de pois pourrait
étre incorporée dans des produits de nutrition spécialisée, adressés aux sportifs, aux végétariens, ou

aux sujets dénutris.

Les développements méthodologiques menés au cours de ces travaux ont permis de tester des

protocoles de mesure de la digestibilité iléale des AA chez le rat et chez I'Homme, et de proposer des
solutions face aux problématiques actuelles. Chez le rat, nous confirmons que la digestibilité caecale
vraie peut étre utilisée comme approximation de la digestibilité iléale vraie, ce qui présente I'avantage
de s’affranchir du marqueur non-absorbable dans le repas qui est une source d’incertitude. Par ailleurs,
en l'absence de protéines intrinséquement marquées avec des isotopes stables, nous avons mis en
évidence les difficultés inhérentes a la détermination des pertes endogenes d’AA. |l serait judicieux de

remettre en ceuvre le protocole que nous avons suggéré en mesurant les pertes endogénes par une

autre méthode, en réduisant par exemple la durée de la période d’habituation aux régimes.
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L'utilisation d’isotope stables pour différencier les pertes endogenes des pertes exogenes semble en
définitive la méthode la plus précise.

Chez I'Homme, la méthode plasmatique double traceur a mené a des conclusions mitigées, di
notamment a la forte variabilité des données produites, mais la technique reste intéressante et
prometteuse. Il serait cependant nécessaire de la tester a nouveau en administrant un repas unique a
la place de repas fractionnés, et en se limitant au calcul par les AUC, ou au contraire en utilisant un
plateau prolongé. La comparaison de la méthode double traceur avec la méthode directe pourrait étre
menée sur une protéine différente pour enrichir les données disponibles sur les différentes sources,
qui soit également hautement digestible afin de minimiser la variabilité interindividuelle. Sous réserve
de recherches supplémentaires et de validation, la méthode double traceur pourrait conduire a des
avancées majeures dans I|'évaluation de la qualité des protéines pour la nutrition humaine. Son
caractére minimalement invasif pourrait permettre I'étude des populations vulnérables, comme les
enfants, les personnes agées ou les sujets atteints de pathologies, pour qui I'adéquation du régime aux

besoins nutritionnels est d’une importance majeure.
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Tableau 19. Bilan des données obtenues au cours des travaux de these - critere de qualité protéique selon la source évaluée, chez le rat et chez 'Homme

Protéine Caséine Gluten Protéine de pois Protéine de pois

de pois de lait de blé + méthionine + gluten
Digestibilité fécale vraie N (rat) ! 96,0+1,0 93,7+1,1 95,7+0,6 95,3+1,2 -
PDCAAS profil ref FAO-2007 > 18 ans (rat) 1,02 1,43 0,32 1,29 -
Digestibilité ceecale vraie AA moy (rat) ? 94,6 +4,1 87,0+5,0 94,4 +3,6 87,5+3,4 -
Digestibilité ceecale vraie N (rat) ? 95,0+4,5 91,6 +4,3 95,5+3,0 - -
Digestibilité iléale vraie N (Homme) 2 92,0+2,7 94,0+1,7 - - -
Digestibilité iléale vraie AA moy (Homme) 2 93,6+2,9 96,8+1,0 - - -
DIAAS profil ref FAO-2013 > 3 ans (rat) 0,88 1,29 0,25 1,10 -
DIAAS profil ref FAO-2013 > 3 ans (Homme) 2 1,00 £ 0,06 1,45+0,01 - - -
UPPN (Homme) 2 71,6 +6,2 71,2+4,9 - - -
Bilan azoté (rat) ! 458,4 + 84,6 606,6 + 68,2 467,4+172,1 640,9 + 100,4 -
PER (rat) * 1,14 £ 0,27 2,55+0,27 0,47 +£0,19 2,52+0,33 1,60 £ 0,16

Les valeurs sont les moyennes + ET. Le PDCAAS et le DIAAS ont été calculés avec le facteur de conversion azote-protéine 6,25.
'h=9
2n =8 pour le pois, n = 7 pour la caséine

3h=8
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des acides aminés chez le rat et chez 'Homme

Résumé : Pour une alimentation plus durable, il est
nécessaire d'identifier des alternatives végétales aux
protéines animales. Le pois présente de nombreux
avantages, mais sa digestibilité doit étre évaluée. Or,
I'évaluation de la digestibilité iléale des acides aminés
(AA) est sujette a des difficultés méthodologiques.
Chez le rat, il n'existe pas de méthode validée. Chez
'Homme, la méthode directe standard est trés
invasive car elle nécessite de collecter les pertes
digestives par intubation. Une nouvelle méthode
plasmatique minimalement invasive, dite « double
traceur », a été proposée. Elle repose sur I'ingestion
simultanée d'une protéine test marquée au °H et
d'une protéine de référence de digestibilité connue,
marquée au 13C. Les objectifs de nos travaux étaient :
1) évaluer la qualité nutritionnelle de la protéine de
pois jaune en comparaison a la caséine et au gluten
par I'étude de la digestibilité et d'autres critéres de
qualité, chez le rat et chez I'Homme ; 2) développer
les méthodes de mesure de la digestibilité iléale des

Titre : Qualité nutritionnelle de la protéine de pois et développement méthodologique sur la digestibilité

Mots clés : Protéine de pois — Digestibilité — Isotopes stables — Méthode double traceur - Homme - Rat

AA dans ces deux modéles. Chez I'Homme, il
s'agissait de comparer la méthode double traceur
a la méthode directe par I'étude d'isolats
protéiques marqués au °N et au ?H. La digestibilité
élevée obtenue pour les AA de la protéine de pois,
chez le rat (95%) et chez 'Homme (94%), révele sa
haute qualité nutritionnelle. Sa comparaison a la
caséine et au gluten la positionne favorablement
parmi l'offre de protéines disponibles. La
composition en AA équilibrée de la protéine de
pois couplée a sa haute digestibilité a abouti a des
scores de qualité DIAAS satisfaisants (1,00 chez
'Homme, 0,88 chez le rat). Chez le rat, nous avons
montré que la digestibilité caecale vraie pourrait
approximer la digestibilité iléale vraie. Chez
I'Homme, la méthode double traceur a fourni des
valeurs de digestibilité variables, qui étaient
physiologiques pour certains AA et incohérentes
pour d'autres. Cette méthode nécessite davantage
de mises au point mais reste prometteuse.
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in rats and humans; 2) to develop methods for

Abstract: To achieve a more sustainable diet, it is
necessary to identify plant-based alternatives to
animal proteins. Pea exhibits many benefits, but its
digestibility has to be evaluated. The evaluation of
ileal amino acid (AA) digestibility is subject to
methodological difficulties. In rats, no validated
the standard direct
method requires intubation to collect the digestive
losses and is highly invasive. A new minimally invasive
plasma method, called "dual tracer”, has been
proposed. It is based on the simultaneous ingestion
of a 2H-labelled test protein and a '3C-labelled
reference protein of known digestibility. The
objectives of this work were 1) to evaluate the
protein in
comparison to casein and gluten, through the
assessment of digestibility and other quality criteria,

Title: Nutritional quality of pea protein and development of methods for assessing amino acid digestibility
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measuring ileal AA digestibility in these two
models. In humans, the aim was to compare the
dual tracer method and the direct method by
studying protein isolates that were labelled with
5N and 2H. The high AA digestibility obtained for
pea protein, in rats (95%) and in humans (94%),
ensures a high nutritional quality. The comparison
with casein and gluten favourably positions pea
protein among the available protein supply. The
balanced AA composition of pea protein and its
high digestibility resulted in an adequate DIAAS
(1.00 in humans, 0.88 in rats). In rats, we showed
that true cecal digestibility could approximate true
ileal digestibility. In humans, the dual tracer
method yielded variable AA digestibility values,
some of which were physiological and others were
inconsistent. The dual tracer method needs further
development but remains promising.
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