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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

RECOMMANDATION (ANSES)……………………………………………

Rapport de l’ANSES de décembre 2016 :

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

une nouvelle catégorisation est proposée […]. Les légumineuses 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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Accroître la part des protéines végétales dans l’alimentation
Quels leviers?

Faciliter l’utilisation des graines de 
légumineuses

Questions de recherche :
- Optimiser de nouveaux critères 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)

Questions de recherche :
- Optimiser de nouveaux critères 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)

Source: Jacques Gueguen
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Nettoyage
Décorticage

Broyage
Tamisage

Accroître la part des protéines végétales dans l’alimentation
Quels leviers?

Fractionner les matières premières :
Ingrédients protéiques

ConcentréFarine
Turboséparation

VOIE SECHE

Concentré Isolat
Delipidation

Solubilisation
Coagulation…

VOIE HUMIDE

GRAINES

Questions de recherche :
- Fonctionnalités souvent 
inférieures à l’œuf/lait/gélatine
- Goûts et textures souvent 
indésirables
- Un cracking, mais jusqu’où?

Questions de recherche :
- Fonctionnalités souvent 
inférieures à l’œuf/lait/gélatine
- Goûts et textures souvent 
indésirables
- Un cracking, mais jusqu’où?

Solubilisation
Précipitation / UF
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Fractionner les matières premières :
Ingrédients protéiques

VOIE SECHE

VOIE HUMIDE

GRAINES

Questions de recherche :
- Fonctionnalités souvent 
inférieures à l’œuf/lait/gélatine
- Goûts et textures souvent 
indésirables
- Un cracking, mais jusqu’où?

Questions de recherche :
- Fonctionnalités souvent 
inférieures à l’œuf/lait/gélatine
- Goûts et textures souvent 
indésirables
- Un cracking, mais jusqu’où?

Questions de recherche

Comment déterminer la 
solubilité?

Quelle solubilité ?
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Matériel
Caractérisation

Isolats commerciaux

2 voies humides

1 voie sèche

Isolats laboratoire

Fraction 11S

Fraction 7S
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Purification des protéines natives

D’après Gueguen, J., Vu, A. T. and Schaeffer, F. 
(1984), Large-scale purification and 
characterisation of pea globulins. J. Sci. Food 
Agric., 35: 1024–1033
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Purification des protéines natives

D’après Gueguen, J., Vu, A. T. and Schaeffer, F. 
(1984), Large-scale purification and 
characterisation of pea globulins. J. Sci. Food 
Agric., 35: 1024–1033

Au total  

25 g  7S  VIC

Cinq 
extractions

11S LEG  12 g
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Caractérisation des fractions

Teneur en protéines :
par la méthode 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 (procédé voie sèche VS) = 49%
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Caractérisation des fractions

Composition en protéines :
(SDS-PAGE)
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Comment déterminer la solubilité?

=
Comment quantifier de façon fiable 

la concentration en protéines ? 

x

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

• Dosage d’azote

• Absorbance UV

• Dosage colorimétrique

Méthode N x 5,7 A280 BCA

Avantages Référence Rapide Quantitative 

Inconvénients Contaminants
Mélange
Contaminants

Longue
Nombreux composés 
pouvant interférer
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Comment déterminer la taille? 

• Turbidité

• Diffusion de lumière

• Electrophorèse

• Exclusion stérique

• Microscopie

Méthode A600 DLS SEC SDS Microscopie

Avantages
Rapide
Quantitative

Rapide
Quantitatif
Natif

Insoluble Rapide

Inconvénients -
Traitement des 
données 
difficile

Long
Cisaillement

Dénaturant Prise d’essai

Structure
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Quelle solubilité?

• Paramètres
– Concentration

– Solvant

– Température

– Cinétique

– Vitesse d’agitation

– Séparation soluble / insoluble



15Toulouse, France – 17 & 18 octobre 2018

Quelle solubilité?

• Paramètres
– Concentration

– Solvant

– Température

– Cinétique

– Vitesse d’agitation

– Séparation soluble / insoluble
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Cinétique: Isolats voie humide
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Paramètres fixes :
T= 20°C ; pH = 8,5 ; FI = 500 mM
Concentration en poudres : 1% m/v
Centrifugation : 16 000 g x 45 min

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

6h minimum

Paramètre variable :
Durée de solubilisation
Paramètre variable :
Durée de solubilisation
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Paramètres fixes :
T= 20°C ; pH = 8,5 ; FI = 500 mM
Concentration en poudres : 1% m/v
Durée d’agitation : nuit (16h)

Paramètres fixes :
T= 20°C ; pH = 8,5 ; FI = 500 mM
Concentration en poudres : 1% m/v
Durée d’agitation : nuit (16h)

Paramètres variables :
Durée & vitesse de centrifugation
Paramètres variables :
Durée & vitesse de centrifugation

Isolat voie humide

v.t (g.min)
A600 

moyenne 
(U.A.)

Ecart-type

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
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Concentration
Dosage BCA → normalisé par dosage d’azoteDosage BCA → normalisé par dosage d’azote
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Concentration

Faible 
solubilisation : 
partie fortement 
agrégée

Solubilité 1% 2,5% 5%
Voie humide 1 14,8 % 12,9 13,9
Voie humide 2 17,2 % 13,7 16,4 %

Moyenne Ecart-type CV* (%)

Voie humide 1 14,8% 1,1 7%
Voie humide 2 17,2 % 1,0 6%

Moyenne Ecart-type CV* (%)
Légumine 81,4 % 3,6 4%

Viciline 84,2 % 1,9 2%

Moyenne Ecart-type CV* (%)

Voie sèche 60 % 1,1 7%

Paramètres fixes :
T°C = 20°C ; pH = 8,5 ; FI = 500 mM
Durée d’agitation : nuit (16h)
Durée & vitesse de centrifugation

Paramètres fixes :
T°C = 20°C ; pH = 8,5 ; FI = 500 mM
Durée d’agitation : nuit (16h)
Durée & vitesse de centrifugation

Paramètres variables :
Concentration en poudres : 1% m/v
Paramètres variables :
Concentration en poudres : 1% m/v
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Nature des protéines insolubles

kDa PM

VH1                    VH2
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Concentration Spectre UV

Longueur d’onde max 280 nm →260nm

• Modification des protéines
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Taille SEC-MALS
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Taille SEC-MALS

Dissociation des protéines natives
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Taille Microscopie

VH1 seul ans l’eau millipore marqué à l’ALEXA 488

X10X40

VH1 après 5H de solubilisation dans l’eau millipore

75 µm

Tailles variables de 70 à 280 µm
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Conclusions & Perspectives

• Influence du procédé sur la solubilité
– Labo > Voie sèche > Voie humide

• Quelle étape influence la solubilité?
– Traitement thermique?

– Précipitation?

• Fonctionnalité: gélification
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Merci

Des questions ?

Lucile

Lucas

Adeline

Equipe ISDBIBS
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DSC

Nutralys®

Pas de pic visible de dénaturation en DSC = protéines déjà 
dénaturées ou non accessibles…


