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RECOMMANDATION (ANSES)

0,83 g / kg / j de protéines

chez les adultes en bonne santé ; soit 58 g/jour pour 70 kg

~ 10-20 % de l'apport énergétique total

Rapport de 'ANSES de décembre 2016 :

66 La consommation moyenne actuelle de légumineuses est
insuffisante et devrait étre considérablement augmentée. Elle
devrait étre pluri-hebdomadaire.

6 6 une nouvelle catégorisation est proposée [...]. Les |égumineuses sont
dissociées du groupe des féculents du fait de leur richesse en protéines et
en fibres et constituent un nouveau groupe.
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Accroitre la part des protéines végétales dans I’'alimentation

Quels leviers?

Faciliter I'utilisation des graines de
légumineuses
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Questions de recherche :

- Optimiser de nouveaux criteres de qualité des graines

= Variétés x biologie structurale x procédés

- Exploiter la complémentarité de composition en AA avec les
céréales (Exemple: Projet Pastaleg, Pr Micard, Montpellier)
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Accroitre la part des protéines végétales dans I’'alimentation

Quels leviers?
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Fractionner les matieres premieres :

Ingrédients protéiques

/” VOIE SECHE

Nettoyage
Décorticage

Broyage
Tamisage

Questions de recherche :
- Fonctionnalités souvent

inférieures a I'ceuf/lait/gélatine
- Go(ts et textures souvent

indésirables

- Un cracking, mais jusqu’
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Turboséparation

Farine ) Concentré
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Concentré pppees Isolat
Delipidation Solubilisation
Solubilisation Précipitation / UF
Coagulation...
Q/OIE HUMIDE
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Questions de recherche

Fractionner les matieres premieres :
Ingrédients protéiques

/~ VOIE SECHE

N

Quelle solubilité ?

Questions de recherche :
- Fonctionnalités souvent
inférieures a I'ceuf/lait/gélatine
- Golts et textures souvent
indésirables

- Un cracking, mais jusqu’ou?
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Mateériel
Caracteérisation

Isolats commerciaux

2 voies humides
1 voie seche

Isolats laboratoire

Fraction 11S
Fraction 7S
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Purification des protéines natives

Farine de pois

400g D’aprés Gueguen, J., Vu, A. T. and Schaeffer, F.
. (1984), Large-scale purification and
Extraction characterisation of pea globulins. J. Sci. Food
4h: Tampon Tris 50mM pH & Agric., 35: 1024-1033
1
Centrifugation

30min & 10,000RPM

i X2

Surnagent
Chromatographie échangeuse d’anion —_
DEAE streamline » °
Fixation :Tris 50mM pH 8 5 °
Elution : Tris 50mM Nacl 0,5M pH8 -6‘3
v = .
r 1
Pic 2 Pic 3
Gel filtration oy
GH-25 it
Tampon Carbonate d’'amonnium 1g/l —_—
| 1
Congélation
-20°C
1 |
Lyophilisation
3 jours
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Purification des protéines natives

Cinq
extractions

Au total

Farine de pois
400g

‘ D’aprés Gueguen, J., Vu, A. T. and Schaeffer, F.

Extraction
4h: Tampon Tris 50mM pH 8

Centrifugation
30min a 10,000RPM

(1984), Large-scale purification and
characterisation of pea globulins. J. Sci. Food
Agric., 35: 1024-1033

X2

Surnagent

Chromatographie échangeuse d’anion
DEAE streamline
Fixation :Tris 50mM pH 8
Elution : Tris 50mM Nacl 0,5M pH8

v

i:
_®

(¢]

Pic 2 w Pic:3

Gel filtration
GH-25
Tampon Carbonate d’'amonnium 1g/1

Congélation
-20°C
1 1
Lyophilisation
3 jours
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Caracteérisation des fractions

Teneur en protéines :
par la methode Dumas Nx5,7 % MS

-7S VIC = 94,5%
-11S LEG =95,3 %

-Isolat 1 (voie humide VH1) =70 %
-Isolat 2 (voie humide VH2 =69 %

-Isolat 3 (procéde voie seche VS) = 49%
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Caracteérisation des fractions

Composition en protéines :
(SDS-PAGE)

@waPM  LEGVIC  pa PMVH1VH2 VS PM kpa
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Comment déterminer la solubilite?

Comment quantifier de facon fiable
la concentration en protéines ?

X

Comment déterminer la taille?
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Comment quantifier de facon fiable
la concentration en protéines ?

 Dosage d’azote
 Absorbance UV
 Dosage colorimeétrique

Méthode

Avantages Référence Rapide

Inconvénients Contaminants

Mélange
Contaminants

Quantitative

Longue
Nombreux composés
pouvant interférer

FRANCOPHONES  ®
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Comment déterminer la taille?

Turbidite

* Diffusion de lumieéere
. Structure
* Electrophorese
« Exclusion stérique
* Microscopie
Méthode  [A600  [DLS  |SEC__ |SDS | Microscopie
Avantages gizi:tiative Rapide ﬁ:talp titatf Insoluble Rapide
| Traitement des Long
dnient - données . Dénaturant Prise d’essai
nconvenients difficile Cisaillement
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Quelle solubilitée?

 Parametres
— Concentration
— Solvant
— Température
— Cinétique
— Vitesse d’'agitation
— Separation soluble / insoluble
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Quelle solubilité?

 Parametres
— Concentration
— Solvant
— Température
— Cinétique
— Vitesse d’agitation
— Séparation soluble / insoluble
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Cinétique: Isolats voie humide

Parameétre variable :
Durée de solubilisation

Parameétres fixes :

T=20° C;pH=8,5;Fl =500 mM
Concentration en poudres : 1% m/v
Centrifugation : 16 000 g x 45 min

4.8
46 | [

S R —
T

£
g 3.8 ..
< 6h minimum
3.6 -
34
3.2
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30

Durée d'agitation (h)
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Fraction soluble / insoluble: isolats VH

Parametres fixes :

T=20" C;pH=8,5;Fl =500 mM
Concentration en poudres : 1% m/v

Durée d’agitation : nuit (16h)

Isolat voie humide

A600
v.t (g.min) moyenne  Ecart-type
(U.A.)
0 1,161 0,162
9000 0,039 0,031
150000 0,009 0,001
480000 0,008 0,004
720000 0,006 0,003

\ 4

Parametres variables :
Durée & vitesse de centrifugation

T Pas d’effet

4.2 % o 2

0 200000 400000 600000 800000

Vitesse x temps (g.min)

Effet majeur des la premiere centrifugation
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Concentration

Dosage BCA — normalisé par dosage d’azote

1.4
12 L |
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0 200 400 600 800 1000
Concentration en protéines (ug/mL)

1200
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Concentration

Parametres fixes :

T° C=20° C;pH=8,5;F =500 mM Paramétres variables :

Durée d’agitation : nuit (16h) Concentration en poudres : 1% m/v
Durée & vitesse de centrifugation

81,4 % 3,6 4%
84,2 % 1,9 2%

Faible
solubilisation :
partie fortement
agrégée

14,8% 11 7%
17,2 % 1,0 6%

—>

60 % 1,1 7%

Solubilité
Voie humide 1 14,8 % 12,9 13,9
Voie humide 2 17,2 % 13,7 16,4 %

RFL -
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Nature des protéines insolubles
A R\
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Concentration Spectre UV

05 r

—=lLeg 11S
===\/iCc 7S

: ===\/0ie humide 1
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DO

02 [

01

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Longueur d'onde nm

Longueur d’onde max 280 nm —260nm
RFL * Modification des protéines
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Taille SEC-MALS
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Taille SEC-MALS
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Dissociation des protéines natives
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Taille Microscopie

X10

VH1 aprés 5H de solubilisation dans I’eau millipore VH1 seul ans I'eau millipore marqué a I’ALEXA 488

Tallles variables de 70 a 280 ym
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Conclusions & Perspectives

* Influence du procédé sur la solubilité
— Labo > Voie seche > Voie humide

* Quelle étape influence la solubilité?
— Traitement thermique?

— Précipitation?

* Fonctionnalite: gélification

sevcones 76" Toulouse, France — 17 & 18 octobre 2018
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A Collaborative Study to Develop a Standardized
Food Protein Solubility Procedure

C.V. MORRA. B, GERMAN, J.E. KINSELLA, J M, REGENSTEIN,
J.F, VAN BUREN, & KILARA, B.A. LEWIS, and M.E. MANGIND

ABSTRACT

A colsbarstive study wis condecsed 1o develop o rupid, simple s
rrliahis provedure (o deiermening itk sobabibiiy of food proeis pood-
woty, rg., spray-dricd whey protein comentreie, sediem caseinaie,
cpg while protcin sl wey proicin solae The proocdure wes devel-
aperd hy moddifving e nicropen slubillity indes (NS0 proceduse. Pro-
wen conlenl anid solubile prncmsm were desermined by issors- B pelkda)
of Bilurgd procedunes wish sesdend devietions of 04 12 Tor all
proigine cuoepl castinale which had a value of = 1395, Alibough the
biuret wnd micro-Kebdanl procedures penerally provided comparable
accwtacy mmd precison fof progein comlem and selubildy of comtan
prseing, the bimet procedare cahibsed conaslerabie ormg @ngd warni-
abslivy low islied paidant

INTRODUCTION
COMMERCIAL food protein products are important fumnc-
thonal sngredicnts in @ namber of formulsied food products
(Kinsclia, 1976, Pour-El, 1979, Cherry, 1981 Mo, [982),
These proicen products, which are cusiomanly spray-dnied, mus
in Aol cases 4 high degree of solubility in onder o
b uselul and functional. The solubility of these pricin prod-
ucts is dependend upon ihe physicochemical state of their pro-

tein molecules, which are either (avieably or adversely allecied
by beating. drving and other proccssing Ueatments during thesr
HIOTaEe

solubilily imdex, waer-sahuble moar

n dh bty index (Woll und Cowan, 19755 These

miellsds wlilize dilTerenl dispersion media and proce-
dires and different expenmental conditions lor recovering and
quantitating the soluble protems. These procedures are gen-
erally iedious and lime-consuming and are unssiisfaciory for
rautine work., Thus, rescanchen nesaft 0 shor-cut
alubality mscibiods which freguently fadl o correlate well with

snd functional propertics of the prolen
products (Shen, 1976).

This collabirative study was andenaken 1o develop a rapid.
convensent and reliabie protein solubilty thisd woilid
he saitable fof characterizing bsrie nu of probein prod-

Omly data collecied during the final vear of the stody are in-
chsded in this paper

MATERIALS & METHODN

Reference fmal projeins

Spray-idried commenial Fusl poien prsdects inchabed whoy po-
tean concenirale (WP prepared From swest cheese whey by ulira.
filiralin to coscan Y5% prosein (Lamd (0" Lakes, Minscapobic. MNj;
Alpmabe 110 sndimm cascinse (50 from edible caseim o
conlain S4% prossin as N = 6 M (Mew fealand Milk Produois, Inc. .
Peialuma, CAJ; Supes 620 wy proieis isoleie (5P @ costen 92 5%
proein g Mo@ 6 I8 iRalsson Perine Compesy, 81, Lossie, WO sl
cgg while proves |EWP) costeinmg € 0§ |9 sodiem dodecylifaie
(Ballss Egg Solids Div . Zanessille, O] Each relerence peobesn was
tvided ino sahlons . packaged in plasic contaners and dasinibanied io
each of the oollaboraions. The peobeine were soned ai & 5.

Prodein determbnstion

The protein cossest of referenion Tood peolein products was deter-
mincil by bogh mecro-Keklehl (AUIAL, 1980} and biures iCamall el
al, 1949 provedines. The micri- Kjeldsll procedine s conducied
1 WOl mp ol ey prosein prodkest il pRoseon conlest was oomgaied
uning miroges converskon facion of 871 fr wy peosein, 6,38 for
milk pevseans, snd &, 23 lor egg peossin
N0 mg of samle inta & 18 ml. besber and adding & mi. of
IN Mo solutien m smsll morensests wdth slirrisg o proavide @
sl st thal was (oe o lumips. The protein wah i
ferwed b0 B0 iml. volsmetric Mask, debiied i mark wish | B Sa00
salution and maved by invening and swidng several imes. Appns-
e aliquoss of the dispermos 001§ 0 ml) were pupesied inlo sp-
araie spectophosomeier cuveiies s distilled weier was added w bring
e wodume ws |0 sl Four millilisers of hiore wageni ser addod,
whil the cevetive wore virtened  The shaorbance of e siduiions ses
iciermuned s W6 g wles bolding e 13- %) min e ool devel
opmenl. Protein costesits were deiermined from & standand curve of
absorbance al 540 mam vs ComCTRErak o with berving
werurm EMaiimin (8- TR Sipros Chemics]l Cormpany . 81 Losis, MO

Protein salubility
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DSC
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Pas de pic visible de dénaturation en DSC = protéines déja

_ dénaturées ou non accessibles...

M1

Heatflow

Exo Up | | | | |
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Température (°C)
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