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Allégations santé : définitions et _—_ |BioEcoAgro
: i DGCCRF V.
reg le m e n t at] O n Golo cmarmaion oo 1o ieeraion oo oudes

Les allégations nutritionnelles et de santé sont des mentions, images
ou symboles valorisant les denrées alimentaires sur le plan
nutritionnel ou de la santé.

Le réglement (CE) n°1924/2006 sur les allégations nutritionnelles et

de santé définit plusieurs types d’allégations de santé :

v’ les allégations de santé relevant de l’article 13 (sante
génériques, données scientifiques nouvellement établies 13.5)

v les allégations de santé relevant de ’article 14.1a : relatives a la
réduction d’un risque de maladie

v’ les allégations de santé relevant de ’article 14.1b : relatives au
développement et la santé des enfants.

h@ Parcours long et exigeant
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Allégations santé : importance de la

justification scientifique .

3 principaux critéres d’évaluations d’un dossier de ™. i f
demande d’allégation par ’EFSA ) e Sa (]

European Food Safety Authority

La q La relation @ La justification ‘%
caractérisation a la santé scientifique

de l’ingrédient La consommation Preuves cliniques que le
Spécifications, du produit doit produit, a son dosage, pour
stabilite, apporter un effet la population cible,
variabilite, bénéfique sur la apporte un effet

procédé santé, mesurée sur bénéfique, statistiquement
d’obtention, une population significatif, mesuré par des
qualite, cible. méthodes et marqueurs
biodisponibilité. valides.
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Allégations santé : importance de la

justification scientifique .

3 principaux critéres d’évaluations d’un dossier de ™. i f
demande d’allégation par I’EFSA ’ e Sa |51

European Food Safety Authority

La Q La relation @ La justification ‘%
caractérisation a la santé scientifique

de l’ingrédient La consommation Preuves cliniques que le

Spécifications, du produit doit produit, a son dosage, pour.

stabilite, apporter un effet la population cible, '
variabilite, bénéfique sur la apporte un effet Positionn
procédé santé, mesuré sur bénéfique, statistiquement
d’obtention, une population significatif, mesuré par des
qualité, cible. méthodes et marqueurs INDISPE
biodisponibilite. valides.

académic




Allégations santé : relatives a la Neo B,'°EC;°A9r9
réduction d’un risque de maladie &Y eofsam ‘

Illustrations des allégations de santé : relatives a la réduction d’un
risque de maladie

les fonctions du systéme nerveux, y compris les
fonctions psychologiques

les performances physiques

la santé des os, des articulations, de la peau et
de la bouche

I’évaluation de I’appétit, la gestion du poids et les
concentrations de glucose dans le sang

le systéme immunitaire, le tractus gastro-intestinal et la
défense contre les microorganismes pathogenes

les antioxydants, les dommages oxydatifs et la santé
cardiovasculaire




Démarche globale de développement d’un
nouvel ingrédient ou produit
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Etapes de Go no Go

Criblage ‘Resi§tan9e Identlflclauon
a la digestion des molecules

gastro responsables
intestinale de Uactivité

Gastric ph

et
innocuité

- Augmentation du temps d’expérimentation ou de validation +
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Démarche globale de développement d’un
nouvel ingrédient ou produit

Etapes de Go no Go

Criblage . Resi§tan9e Identlflclauon

a la digestion des molecules
gastro responsables
intestinale de Uactivité

et
innocuité

- Augmentation du temps d’expérimentation ou de validation +
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les fonctions du systéme nerveux, y compris les
fonctions psychologiques

les performances physiques

la santé des os, des articulations, de la peau et
de la bouche

I’évaluation de ’appétit, la gestion du poids et les ™ l _.R
concentrations de glucose dans le sang

Equipe 7 du pole
' Bénéfice santé
d’hydrolysats c!e protéines
le systéme immunitaire, le tractus gastro-intestinal et o e B e
la défense contre les microorganismes pathogénes production, caractérisation

et valorisation

° . . LES TUTELLES: U. LIEGE-TERRA @ U. LILLE-VIOLLETTE @
les antioxydants, les dommages oxydatifs et la santé v
cardiovasculaire -
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justification scientifique

BioEcoAgro

European Food Safety Authority

les fonctions du systéme nerveux, y compris les
fonctions psychologiques

les performances physiques

la santé des os, des articulations, de la peau et
de la bouche

I’évaluation de ’appétit, la gestion du poids et les ™ l _.R
concentrations de glucose dans le sang

le systéme immunitaire, le tractus gastro-intestinal ’ea
la défense contre les microorganismes pathogéenes

les antioxydants, les dommages oxydatifs et la santé v
cardiovasculaire

=

—

Equipe 7 du pole

Bénéfice santé
d’hydrolysats de protéines ‘
et coproduits agro-
alimentaires : maitrise de la ‘
production, caractérisation
et valorisation

LES TUTELLES: U. LIEGE-TERRA @ U. LILLE-VIOLLETTE @
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Démarche globale de développement d’un
nouvel ingrédient ou produit

Criblage
et Approche Bioinformatique prédictive
innocuité de type QSAR : Quantitative
Structure Activity relationship
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nouvel ingrédient ou produit

Criblage
et Approche Bioinformatique prédictive
innocuité de type QSAR : Quantitative
Structure Activity relationship

( Bibliographie sur ) Biopep-UWM

lPeS EQ!Jrces ( Hydrolyse in Bases de données
roteigues \ O silico eptides bioactifs

Bases de donnees

protelnes [

Brings catalysis over lightspeed

IKLCA Ta




Démarche globale de développement d’un
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Criblage
et Approche Bioinformatique prédictive
innocuité de type QSAR : Quantitative
Structure Activity relationship

A

G | H
DDPIV
Protein Peptide BIOPEP targets_seq aln_lengths Features 2Score  vScore
sp|P01966 |HBA_BOVIN F MVLSAADKGNVK 0 0
sp|P01966 |HBA_BOVIN F MVLSAADK 0 0
sp|P01966|HBA_BOVIN F LLSHSLLVTLASHLPSDFTPAVHASLDK 962 -164
sp|P01966|HBA_BOVIN F LLSHSLLVTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVLTSK 389 142
sp|P01966|HBA_BOVIN F FLANVSTVLTSK
sp|P01966 |HBA_BOVIN F FLANVSTVLTSKYR
sp|P01966 |HBA_BOVIN F AAWGK
sp|P01966|HBA_BOVIN F AAWGKVGGHAAEYGAEALER
sp|P01966|HBA_BOVIN kYR
sp|P01966|HBA_BOVIN + VGGHAAEYGAEALER
sp|P01966 |HBA_BOVIN F VGGHAAEYGAEALERMFLSFPTTK BIOPEP | 3968 | antifungal BIOPEP|3967 | antibacterial  FLSFPTTK
sp|P01966 |HBA_BOVIN F MFLSFPTTK BIOPEP|3968 | antifungal, BIOPEP|3967|antibacterial ~ FLSFPTTK
sp|P01966|HBA_BOVIN F MFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVK BIOPEP|3968 | antifungal, BIOPEP|3967 | antibacterial FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVK
sp|P01966 | HBA_BOVIN F TYFPHFDLSHGSAQVK BIOPEP|3968| antifungal, BIOPEP|3967 | antibacterial TYFPHFDLSHGSAQVK
sp|P01966|HBA_BOVIN F TYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK BIOPEP|3968 | antifungal, BIOPEP|3967 | antibacterial TYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK
sp|P01966 |HBA_BOVIN F GHGAK
sp|P01966 |HBA_BOVIN + GHGAKVAAALTK
sp|P01966|HBA_BOVIN F VAAALTK

1
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Démarche globale de développement d’un
nouvel ingrédient ou produit
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Criblage
et Approche Bioinformatique prédictive
innocuité de type QSAR : Quantitative
Structure Activity relationship

Activité anti diabétique et anti
hypertensive

Protein Peptide BIOPEP targets_seq aln_lengths
sp|P01966 |HBA_BOVIN F MVLSAADKGNVK

sp|P01966 |HBA_BOVIN F MVLSAADK

sp|P01966|HBA_BOVIN F LLSHSLLVTLASHLPSDFTPAVHASLDK

sp|P01966|HBA_BOVIN F LLSHSLLVTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVLTSK

sp|P01966|HBA_BOVIN F FLANVSTVLTSK

sp|P01966|HBA_BOVIN F FLANVSTVLTSKYR

sp|P01966 |HBA_BOVIN F AAWGK

sp|P01966|HBA_BOVIN F AAWGKVGGHAAEYGAEALER

sp|P01966|HBA_BOVIN kYR

sp|P01966|HBA_BOVIN + VGGHAAEYGAEALER

sp|P01966|HBA_BOVIN F VGGHAAEYGAEALERMFLSFPTTK BIOPEP|3968|antifungal,BIOPEP|3967 | antibacterial ~ FLSFPTTK

sp|P01966 |HBA_BOVIN F MFLSFPTTK BIOPEP|3968 | antifungal, BIOPEP|3967|antibacterial ~ FLSFPTTK

sp|P01966 |HBA_BOVIN + MFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVK BIOPEP|3968 | antifungal, BIOPEP|3967 | antibacterial FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVK
sp|P01966 | HBA_BOVIN F TYFPHFDLSHGSAQVK BIOPEP|3968| antifungal, BIOPEP|3967 | antibacterial TYFPHFDLSHGSAQVK
sp|P01966|HBA_BOVIN F TYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK BIOPEP|3968 | antifungal, BIOPEP|3967 | antibacterial TYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK
sp|P01966|HBA_BOVIN F GHGAK

sp|P01966 |HBA_BOVIN + GHGAKVAAALTK

sp|P01966|HBA_BOVIN F VAAALTK
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Démarche globale de développement d’un

BioEcoAgro
~C

nouvel ingrédient ou produit a

Criblage
et
innocuité

v Pré ou probiotiques en mini-fermenteurs (24 conditions)

v Inhibitrices d’enzymes : anti DPP-1V ou anti ACE (anti
diabétiques ou anti hypertensive) => HAUT DEBIT
(plaques 96 puits)

v' Cytotoxicité de contact, d’ingestion...

v Antioxydants (plusieurs tests nécessaires mais sur une
seule plaque)

v" Sur lignées cellulaires mais quantité d’échantillons moins
importante (régulation de la prise alimentaire, anti
inflammatoire)

v Antimicrobiennes (plaques 24 puits de fermentatig
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Démarche globale de développement d’un
nouvel ingrédient ou produit

Résistance
a la digestion
gastro

intestinale Brotocols __PROTOCOL v' ) saliva \1
A )R

INFOGEST static in vitro simulation of
. . N Mouth
gastrointestinal food digestion

(\>("> André Brodkorb©", Lotti Egger?, Marie Alminger ©°, Pala Alvito", Ricardo Assungio*, t=5min

Smon Ballance Tn ste Beh Cla e Bo Ie I.acanal Rachel Bou tc:z ) Fre édé c Ca ée‘

en ont®, Clai ufour'”, Cathrina ards ™, pH - 6 5
att Gol in‘ | Karaka: ,B Kirl uss, n Le Feun smes'®, *
lam Macierzanka"’, AI nR Mac arla Mai ébastien
David Julian Mc CI me nts2°, Olivia Ménard®, Mans Minekus?', Reto Portmann?, v e s
ingh?®, Gerd E. Vegarud®®,
sidra Recio®®

Claudia N. Sa tos> Iabelle Souchon", R. Paul Sin,
Martin S. J. Wi kham , Werner Weitschies®® i

Stomach

t=30 min
pH=1-2

duodenal juice
whithout bile \
y

. 0000077y o Small intestine
INFOGEST )
P | pH=65-68

An international netwoﬁ of excellence on the l
fate of food in the gastrointestinal tract

hydrolysis stop (100 °C)
centrifugation (9500 g)
v
supernatants
Y
sample
collection

Stop digestion
(100°C, 15 min)




Démarche globale de développement d’un w
nouvel ingrédient ou produit

‘ Résistance e l RS
a la digestion hepatopancreas | __prvsit (o Ers o T

gaStrO Thermic inactivation
. . 90°C, 20 min
intestinale

permeate

Hpe@

1 c ingredients

Centrifugation | /P22 [ yitrafiltration effective and viatueal
, i CO:
E I N VI TR O 7000Xg, 30 min MWGO: 10 000 Da

D
g

100 — o L'activité inhibitrice de
I'nydrolysat (e) sur
I'enzyme de conversion de
ol l'angiotensine est
maintenue lors d'une
- ‘ digestion Gl simulée in
vitro => 'nydrolyse
potentialise l'activité (pas
stomach ntsaine d'effet de la matiére
LR A »  premiére digérée (O)

80

ACE inhibition (%)
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nouvel ingrédient ou produit

v' Ildentification de molécules connues

v" Si nouveauté : brevet

v" Synthése de la molécule pour confirmer
[’activité et son mode d’action

v' Quantification ? Haemoglobin digestome
LVVYPWT HLDDL FKLLGNVL AGVANAL

HLDDL LSHSLL HLPSDF

Brings catalysis over lightspeed
EALCAT
K-C//Q Alpha chain : 48 sequences

Carte d’identité du digestat intestinal
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Démarche globale de développement d’un
nouvel ingrédient ou produit

v |ldentification de molécules connues 4
v'  Si nouveauté : brevet |
v' Synthése de la molécule pour confirmer

[’activité et son mode d’action

v" Quantification ?

1000 100 o

Calculated molecul ight (Da)

Absorbance at 214 nm (mAU)

ACE inhibition (%) Calculated ICs; (ug-mL™)

/ 23
ND /

Brings catalysis over lightspeed 402+13° 127.9

l@l. CAT, et S
_// ND /
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|ldentification
des molécules
responsables
de l'activité

. Lanalyse LCMS/MS a permis
MS analysis.

R'etentiqn Peptide Sequence Relative abundance I'identiﬁcation de 7 Séquences

“‘“:3‘2“““’ :;:is (Da) - (eofbasepeakared) — pantidiques connues pour leur activité
661 2694 ¥s inhibitrice de I'ECA dont Val-Tyr et Val-

Trp.

6.89 239.2 YG

6.89 2533 YA

7.74 166.0 F
=> Un hydrolysat de co-
produits de sardine
contenant Val-Tyr a regu

7.74 219.2 LS

9.57 189.3 LG
I'allégation "Novel
Food" par 'lEFSA *"°

11.57 281.2 VY
e

12.35 2533 SF
European Foog

13.06 2233
13.94 281.3 DF
1394 3133 ™M
19.75 304.3 VW
19.75 3295 YF
22.52 279.5 FL
2411 3135 FF
2411 3184 LDA

NN AR, UVONWE R, WA BN

Sequences that appear in bold are known as ACE inhibitory peptides.
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nouvel ingrédient ou produit

’ frontiers
in Endocrinology

v Effet dose

v' Voie métabolique

v' Validation de la pertinence du
marqueur

v" Confirmation du criblage

Voltage-dependent OOO?OO Peptides / amino acids
Ca* channels Calcium

Q Sensing
o PepTl

MAMAMM

ransient Receptor
Potential ion
channels

2

N

Protein Digestion-Derived Peptides
and the Peripheral Regulation
of Food Intake

Juliette Caron', Dorothée Domenger', Pascal Dhulster, Rozenn Ravallec and
Benoit Cudennec*

Université Life, INRA, /Opale, EA 7394 - ICV.

Epithelial cell Enteroendocrine cell Inner environment

FIGURE 2 | Si i i d by pepti and amino acids involved in glucagon-like peptide 1 (GLP-1) secretion and synthesis in
enteroendocrine cells Peptides from protein gastrointestinal digestion released in the lumen stimulate GLP-1 secretion via calcium-sensing receptor (CaSR) or
GPRCB6A activation (1). In return, they activate a Gaq subunit that activates PLC- and IP3-dependent signaling pathways and provokes an intracellular Ca** increase.
Activation of Ca?* channels by CaSR or transient receptor potential channels enables Ca** uptake. Peptides may also activate proglucagon gene transcription via a
cAMP-dependant pathway leading to CREB phosphorylation (2). Unknown pathways involved in GLP-1 secretion might involve ERK 1/2 phosphorylation or proton
uptake coupled to peptide transport in PepT1 (3).
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Démarche globale de développement d’un

nouvel ingrédient ou produit Effets pré ou probiotiq
sur I’inflammation
intestinale

Prélevement—
apical

* Activité pro et anti-
* * inflammatoire
IL10

Non stimulé (NS) i ;II-_'}IF[;“

IL8

Préléevement
basolatéral
— Activité anti-oxydante

Stimulé (S) Prélévement
Exposition au LPS  gqu « tissus »

du cété apical

Barriere intestinale:
(Caco-2/HT29-MTX)
Basolatéral: Macrophage (U937)
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Démarche globale de développement d’un

nouvel ingrédient ou produit Effets probiotiques sur
I’homéostasie
énergétique

Bacterial strain
Cells culture Ratio 1:100 (cell.bacteria)

for 48-72h
Contact for 8h at 37°C

ar

-1

-
e
xe
) .
.

- » o a -
I P P ‘,\"

Régulation de la prise alimentaire

)
S b =
g 3

o 3
3 3 3

Peromeag of comrel
®

Percentage of control
o
3

S A A
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Démarche globale de développement d’un
nouvel ingrédient ou produit

Confirmation de I’innocuité (mutagénicité =>AMES, TK)
Validation de |’effet global
Suivi du marqueur biologique validant la voie

métabolique utilisée
Confirmation de la pertinence des tests in vitro {
Détermination de la dose efficace

o L'hydrolysat de co-produit d'e
(SBH) a réduit la pression artér
systolique chez des rats SHR

o De plus, le SBH stimule in vitro
meétabolisme de la lignée cellulaire
épithéliale humaine Caco-2 et n's
montré de toxicité in vivo (rats

Vehicle  Captopril 400 800
SBH (mg.kg™)
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nouvel ingrédient ou produit

Confirmation de I’innocuité (mutagénicité =>AMES, TK)
Validation de |’effet global
Suivi du marqueur biologique validant la voie

métabolique utilisée
Confirmation de la pertinence des tests in vitro “ j

\a - co-produlit d'e
(‘o“ adit la pression artér

Détermination de la dose efficace

_aque chez des rats SHR

o De plus, le SBH stimule in vitro
meétabolisme de la lignée cellulaire
épithéliale humaine Caco-2 et n's
montré de toxicité in vivo (rats

n
o
=

SBP (mm Hg)

-
D
=]

Vehicle Captopril 400 800
SBH (mg.kg™)
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Cichorium
intybus

roasted roots ] Microbiota
decoction modifications

roasted roots 0 v, »
Qestig,
n

Q\
Satiety hormones

modifications

REN
. v , ~® ~
Metabolite\

composition
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I Firmicutes
I Bacteroidetes

<)
S
[
O
c
©
O
c
3
e
(4]
o
2
et
w
[
o

0-
Control G12 G35
Relative abundance (%) of Firmicutes and
Bacteroidetes in mice gut microbiota
after chicory diet
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Conclusion - q
|
Apport des connaissances académiques

dans la mise en évidence :
v De l’activité santé

v De l’innocuité

v' De ’effet dose

v" Du mode d’action

v" De la biodisponibilité
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Conclusion ]‘
L~

Apport des connaissances académiques
dans la mise en évidence :

v' De ’activité santé

v' De ’innocuité

v' De ’effet dose

v" Du mode d’action

v" De la biodisponibilité

Aide a la décision :

v" Pour la sélection des echantillons

v Pour le mode d’administration (protection gastro intestinale)
v" Pour la dose efficace (pré clinique)

v" Pour les choix des marqueurs biologiques




La regle des 3R

° ) /A
Y =
Co n C l u Sl O n ’ ) ~ Pour la protection des animaux
l ' Ay en recherche

Apport des connaissances académiques
dans la mise en évidence :

v' De ’activité santé

v' De ’innocuité

v' De ’effet dose

v" Du mode d’action

v" De la biodisponibilité

BioEcoAgro
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Aide a la décision :

v" Pour la sélection des echantillons

v Pour le mode d’administration (protection gastro intestinale)
v" Pour la dose efficace (pré clinique)

v" Pour les choix des marqueurs biologiques
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