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2éme Partie: Production d’Isolats protéiques a partir de légumes secs. Essais
sur Vicia faba.

RESUME.

Dans une premitre étape les variétés de légumes secs les plus répandues en Algérie
ont été étudides sur le plan biochimique, essentiellement la valeur protéique (aminogram-
mes...) en vue de sélectionner les meilleures variétds sur des critéres nutritionnels.,

En second lien, des conditions optimales d’obtention d’isolats protéiques de Vicia
faba, variétés locales, ont été¢ étudides, en vue d'applications 4 la nutrition humaine. Les
parameétres optima sont les suivants.

Température: 20 & 25°C; pH extraction 6,5 environ avec 'eau distillée comme
solvant; Temps d’extraction: 10 mn; Tailles des particules de farine €0,14 mn; Rapport
solvant/farine de féves entre 5/1 et 10/1. Les deux paramétres les plus importants
semblent &tre le choix du solvant et la finesse de [a mouture.

11 reste environ 159 des protéines qui ne sont pas précipitées, ensuite, quand le p[d
est abaissé 4 3,5 (point iso-¢électrique de ces protéines),

Une application pilote est envisagée, et il faudra accorder une grande importance
Pefficacité du systdme de centrifugation, surtout durant la phase de précipitation des
protéines.

I. INTRODUCTION.

Afin d’éliminer le parameétre digestibilité et dans le cas de la féve, les
risques de favisme (notamment pour enfant), il est apparu comme intéressant
d’obtenir des isolats protéiques 4 partir de variétés sélectionnées de 1égumes
secs, ceci par des méthodes aussi économiques que possible. Ceci est objet
de la second partie de cette étude.

Ces isolats protéiques permettraient une utilisation valorisée dans 1'ali-
mentation humaine et un débouché nouveau pour I’agriculture.

‘Des essais de fabrication de concentrés protéiques ont été effectués en
Grande-Bretagne en 1972 & partir de Vicia faba - par la firme Courtaulds ltd.

Des protéines texturées ont été ainsi produites, analogue 4 celles tirées
du soya.
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De méme des essais de production d’isolats protéiques & partir de Vicia
faba variété Kleine Thuringer, ont été réalisées au Danemark en 1973 (6).

Ainsi il est possible & partir de variétés sélectionnées de légumes secs
(notamment des féves) sur des critéres nutritionnels, avec un profil protéique
relativement équilibré, de fabriquer des isolats protéiques trés proches des
protéines animales, avec un rendement quantitatif bien supérieur.

La valeur nutritionnelle des féves a déja été déterminée sur volailles et
rats (14, 17) de méme celle des pois-chiches (9) et lentilles (9) sur rats.
La l&re partie de cette étude est une ébauche de classification nutritionnelle
sur les variétés algériennes.

Leur intérét est certain pour équilibrer les rations A base de céréales
(cas de la ration alimentaire algérienne) et permettrait de réaliser une économie
notable sur la consommation de protides d’origine animale, produit rare et
de prix élevé.

En ce qui concerne P'extraction des protéines de Vicia faba, les infotma-
tions 2 ce sujet reflétent plutdt I'intérét de cette matidre premidre pour des
études biochimiques ou pour I'alimentation animale plutét que pour Palimen-
tation humaine.

Ainsi les protéines des feuilles de Vicia faba furent extraites par des
solutions aqueuses de phénol et d’acide acétique (14, 7, 8). Les protéines
de graines ont été extraités par diverses solutions aqueuses incluant différents
composés tel Na: SOs, NaHSO:, NaOH....

L’amidon extrait est séparé des protéines par centrifugation et filtration
(11, 13) les protéines sont ensuite précipitées au point isoélectrique et
séparées.

Le travail décrit ci-dessous consiste en une étude de différents para-
métres d'extraction des protéines de Vicia Faba, le procédé a été considéré
comme conduisant 4 un produit utilisable en nutrition humaine.

1I. MATERIELS ET METHODES.

1. MATERIELS.

Les graines de Vicia faba utilisées sont celles de variétés actuellement en
essai et dont la temeur en protéines est notablement plus élevée que les
variétés actuellement cultivées en Algérie, 4 savoir Vicia faba Seville et V. £,
Emeraude.

Ces deux variétés étudides ont été fournies par I'Institut de Développe-
ment des Grandes cultures — section légumineuses — et cultivées dans des
conditions agro-écologiques semblables. Le stockage moyen de ces a été de 5
mois et la teneur en protide n’a pas subi de modifications durant cette
période.
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2. METHODES ANALYTIQUES.

2.1. Azote.

Une méthode d’analyse automatique fut utilisée, basée sur la décomposition
de la phase organique (farine en poudre séche de protéines) par un digesteur
(broyage en continu en milieu acide) et minéralisation 4 chaud en continu.

Ensuite, la détermination de l'azote sous forme amoniac utilise une
réaction colorimétrique aux cours de laquelle une teinte vert émeraude se
forme par action du salicylate de sodium, du dichloroisocyanurate de sodium,
du nitroprussiate de sodium, 4 un pH alcalin.

Le complexe de salicylate d’amonium est mesuré a 660 my (18).

Le taux de protéine étant pris égal 4 5,7 fois la teneur en azote.

2.2. Humidiré.

La détermination est identique 4 celle de la lére partie (passage 4 105°C
pendant 3 h).

2.3. Lipides.

Détermination identique 4 celle de la 1&re partie (extraction i P'éther de
pétrole avec appareil de Soxlhet).

2.4, Amidon.

Ce paramétre fut déduit de la différence entre le taux des sucres totanx
de celui des glucides assimilables.

Les sucres totaux furent extraits 4 'ean, déféqués, hydrolysés, et mesurées
par la méthode de Bertrand (11).

Ces glucides assimilables comprennent, outre les sucres, les glucides facil-
ment hydrolysables, tel 'amidon. La méthode de Guillemet et Jacquot (11),
par le brais d’'une hydrolyse acide ménagée, permet l'estimation des glucides
assimilables.

3. PREPARATION ET EXTRACTION.

3.1. Préparation.

Les féves subissent un dépelliculage manuel et sont ensuite broyées dans
un moulin semi-industriel & blés, avec un taux d’extraction de 759, corre-
spondant a des conditions industrielles d'utilisation.

Le son grossier constitue environ 89 des résidus, le son fin 149% et
les pertes 39, en moyenne.
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Les différentes fractions isues de la mouture sont classées par uvne série
de tamis normalisés, comme [indique le tableau 6, en fonction du nombre
de recyclages (passages) de la mouture.

3.2. Extraction.

Une méthode d’extraction de référence fut usitée pour tous les essais, seul
les paramétres concernant la taille des particules et la proportion des divers
catégories de celles-ci le pH, la nature des agents chimiques furent soumis
a variations, pour les deux variétés,

100 m] de solution a4 pH désiré et 10 g de poudre fine (farine) sont
placés dans un erlenmeyer de 250 ml. On agite pendant 2 2 5 mn, on controle
le pH que l'on réajuste si nécessaire avec NaOH ou HCI en solution normale.

Ensuite, on procéde & une séparation de la solution protéique par centrifu-
gation (préférable & une filtration pour des particules de faibles diamétres)
pendant 10 mn A environ 400 g. La solution protéique obtenue est ensuite
décantée et le résidue est rejeté.

3.3. Prépararion de Uisolar de protéines.

Le pH de la solution protéique est ensuite ramené a 3,5 (point de
solubilité minimale) et la solution laiteuse obtenue est centrifugée a environ
400 g pendant 10 minutes. Le surnageant contient un peu de protéines
bas poids maléculaires (il est possible de le reprendre pour diminuer cette
teneur en protéine du surnageant). Ce précipité, est lavé, puis séché dans un
séchoir & air chaud 4 40° C et contient la majorité des protéines.

I11. RESULTATS ET DISCUSSIONS.

Les constituants essentiels de Vicia fava - variété Seville étaient présents
dans les proportions suivantes: {en pourcentage en poids de farine): protéines
30; amidon 44; Eau 12; Lipides 2.

Pour la variété Emeraude, les résultats sont: protéines: 31,5; amidon: 43,
Fau: 11,5; Lipides: 1,6.

Etant donné la faible teneur en lipides, il ne semble pas utile de délipider
les farines avant extraction protéique.

La haute teneur en amidon ne pose pas de probléme particulier ni pour
Pextraction, ni durant la séparation, et il est possible de récupérer 'amidon
en tant que sous-produit intéressant.

Le taux de protéines est comparativement, a nombres de graines, écono-
miquement intéressant, surtout dans le contexte algérien.
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L’influence des divers paramétres sur I'extraction protéique est explicité
ci-aprés.

Les paramétres de température d’extraction, de temps d’extraction, de
rapport solvant/solide, étant déja bien établis par la littérature (6), ont été
gardés constants, 2 des valeurs optimales a savoir.

1. TEMPERATURE D'EXTRACTION.

Celle de la salle soit 22°C. Dailleurs différentes températures (30°C,
45° C) n’ont aucune influence significative sur le rendement de l'extraction.

2. TEMPS D'EXTRACTION.

Celui-ci ne doit pas dépasser 15 mn. La durée choisie ici est de 10 mn.
P P

3. RapporT SOLVENT/SDLIDE.

Ce rapport, dont I'importance économique est 4 signaler, a éié étudié
de 5/1 3 20/1.

Les variations enregistrées dans le rendement sont minimes.

D’autre part, la taille d'une installation pilote par exemple, est direc-
tement fonction de la quantité de solution utilisée. Il est donc nécessaire
d’utiliser un minimum de solvants pour des raisons d’économie; cependant,
il convient de considérer la facilité de mélange et la viscosité de la solution;
aussi les rapports en dessous de 5/1 ont été rejetés. Dans le travail décrit
ici, le rapport 10/1 a été employé dans tous les cas.

4, pH D’EXTRACTION ET DE PRECIPITATION.

Pour les feves, la littérature indique (6) que le pH optimum d’extraction
se situe entre 8 et 10, en utilisant une solution de NaOH. Nous verrons
plus loin que cela est différent avec des solutions 4 base d’autres solutions
tel Nacl ou Peau distillée.

Le pH de précipitation optimal est au point de solubilité minimale, entre
3,5 et 4. Il convient de signaler que 10 & 15% environ des protéines de la
graine demeurent en suspension, méme aprés plusieurs extractions par exemple
(6). Pour récupérer ces protéines, il est nécessaire de déshydrater la solution
restante aprés la précipitation.
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Figure 1 — Tivalution de la teneur en proteine des Farines en fonctlon de Ja waille des particules.

3. SOLUTES UTILISES POUR LT MILIEU D'EXTRACTION.

Plusieurs solutés, autre que NaOH, ont ¢té cssayés, pour extraire les
protéines, sur la base de critéres économiques (produits peu coutews,
abondants sur le marché) et alimentaire (dénaturation moindre, notamment
influence sur {a saveur...).

Ces extractions ont été conduites de facon identique & celles par NaOH,
mais ces pl des solutions d'extraction furent différents selon Jes solatés.
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Des quatres solutés testés, il est apparu quelque solent les pourcentages
de répartition des particules selon leurs grosseurs {(nombre de mouture, v, para-
graphe suivant N” 6) que l'extraction 4 'ean distillée donnait les meilleurs
résultats, suivis par les extractions avec Nacl 0,2 M, puis NaOH, et enfin
NaxCOs 0,2 M. (Voire ausst fig. 3 et fig. 4).

L'intérét de Veau distillée est de ne pas éure dénaturante comme NaOH
ou NaCOs ou NaCl, pour les protéines et d'étre relativement facile 4 pro-
duire (une eau potable, suffisamment adoucie, avec une dureté hydrotimé-
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Figure 2 — Evolution du rendement en proteine en fonction de la taflle des particules de farine.
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Figure 3 — Influence du nombre de montiares et de la natwe des solvants sur la teneur en

proteine de Disolat obtemu: Vicla faba, vatideé « Seville ».

trique d'environ 20-30, et un pH de 6,3-6,5 pourrait suffire d'ailleurs), done
assez peu couteuse.

En outre, Je lavage de 'isolat, aprés précipitation 4 un pll de 3,5 par
addition d’HCl diluée peut étre moins important gqu’avec d'autres solutés &
pH plus élevés. (le pH, dans le cas d'extraction 4 Peau descend de 6,3 4 3,5,
alors qu’avec les autres sofutés sauf NaCl, on doit passer de 8-10 & 3,5,
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‘addition d’HCl est donc moins importante et moins dénaturante pour les

protéines,

I ailleurs I'isolat obtenu est plus homogfine, d’aspect plus agréable, et la

précipitation s'opére mieux; le séchage vltérieur est également facilité.

Le rendement, ¢n poids d’isolat obtenu est aussi supéricur, généralement.

~— L'emploi d’une solution de NaCl 0,2 M donne aussi de bons résultats

et dénature peu les protéines (conceniration voisine du sérum physiologique
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Le tablean ci-aprés {tablean 7) ilustre Uinfluence des
différents solutés sur le rendement en protéines.

pH de Teneuts en protéines des isolats
Solutés Vextraction en % do m. séchos
pll Varideé Emeraude Varidté Séville
NaClT 9.6 63 &0
NaCO; 02 M 104 3 10,8 58 56
NaCl 02 M 63 466 70 63
HL distllide | 6.3 4 64 725 74

M. B -II qagn du pH en fin de Ia phase d’exiraction.
1l s'agic des mémes canditions dextraction et de précipitation (3 pH 3,5) et de ],; méne
catégorie de mouture {4 moutures ici).

et pH d’extraction bas, vers 6,3, d'olt une faible quantité d’acide a rajouter
lors de la précipitation).

11 est également apparu au cours des manipulations qu’une grande partie
des protéines neutres précipitent déja vers pFl 5,5, est & dire avec un
ajout tres faible d’acide, et cela facilite atilisation de HLO et de NaCl comme
solutés d’extraction.

6. TAILLE DES PARTICULES DE FARINES.

Ce paramétre est apparn, au cours des essais comme fondamental.

Les graines décortiquées ont été broyées au moulin semi-industricl a blé
et recyclées 4 fois (4 passages); la farine obtenue (7,5% de taux d'extraction)
a été classée selon le degré de finesse des particules, avec un tamis normalisé,
en 7 fractions {voire tableau 6}. Les sons fins et grossiers ne sont pas pris
en compte (25% du poids de grains initial).

Pour les 7 fractions de farine, ceci pour les deux wvariéiés, la tencur en
protéine a été calculée (voire fig. 1b).

I apparait trés nettement qu’a partir de la fraction des particules < 0,2 mn,
les teneurs en protéine sont comparables & celle de la mouture Inlll.*l]@, com-
prenant Pensemble des 7 fractions, méme légérement supérieures pour les
fractions les plus fines.
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Les fractions les plus grossiéres ont des teneurs en protéine nettement
inférieures 4 la movenne de fa mouture globale. Tl semblerait done que les
particules les plus grosses scient essentiellement formées d’amidon et les plus
fines, de protéines selon le principe de Ia tutboséparation {c’est 4 dire d’une
séparation des farines plus ou moins riches en protéine par la taille des
particules).

Cela est confirmé par Dextraction des protéines des différentes fractions
de Ta mouture, comme Pindique la figare 2.

Il apparait nettement, toutes Jes conditions étant identiques par ailleurs
et pout les deux variétés de fives, que les fractions les plus fines, notamment
celles = 1,14 inm (tamis N. 140 et 140) sont celles ot les rendements
d’extraction sont les plus élevés, de l'ordre de 80 9% de protéines et plus
dans P'isolat sec.

Inversement, des fractions les plus grossieres, > 0,25, on extrait beaucoup
moins de protéines (50 & 359% dans l'isolat sec).

IT semblerait donc que la teneur initiale en protéine des diverses fractions
joue un réle dans le rendement final, mais il parait aussi prohable que la
« diffusion » des protéines de Vintérienr des particules vers la solution
(alcaline) est facilitée quand les particules sont de petites dimensions. Il v
aurait moins d’amidon, notamment pour s'opposer au départ des protéines.

Pour se rapprocher des conditions industrielles, les deux moutures
correspondantes aux denx variéiés de féves, ont ét¢ traitées globalement en
3, 4, 5, 6 passages (recyclages), de facon & avoir des moutures de phis en
plus fines {Voire tableau 6).

Tasreau 6 - Les différentes fractions des farines en 9% aprés selon le
nombre de moutures.

Tarnisage Variéed Séwille Varidtd Emerande
" . % des différentes fractions selon nombre de moutures
N de cuverture
famis . i
3 4§ 6 3 4 5 6
> 140 <0,14 368 544 828 837 384 414 598 T4
144 0,14 2,8 49 24 3,2 3.2 3B 4,3 47
130 0,15 36 5.3 3.3 3,2 4.6 3 3.4 548
120 0,16 18 17,3 8.3 54 171 202 224 &
100 (1,20 208 118 12 1.9 218 19,6 5,2 4,3
80 0,25 144 49 12 13 139 78 1.4 1,1

6o 0,33 16 14 .6 1.3 1 2,1 0,3 G8
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enirée soiution

deécharge
phaze liquide

décharge
phase solide

£) Panier rotatif 2 section rhomboide.
8] Systéme de leviers pour régulariser la décharge de la phase solide.
G) Orifices de sortie de la phase solide,
. DI Systéme de commande de la régulation de décharge de la phase solide.
E}  Axe de rotation, ’

Figure 6 — Coupe schématique du séparatour.

Nous avons pu remarquer (fig. 3 et 4), quelque soit la variété utilisée
que la teneur en protéine de I'isolat sec, augmentait nettement avec le nombre
de moutures (recyclages). Ainsi, pour leau distillée utilisée comme soluté
aprés 6 moutures, stade pour lequel la proportion de patticules d'un diamétre
de 0,14 mm est de 80 9% environ, Pisolat protéique cu atteint prés de
90 en protéine. La méme tendance est trds nette, & des niveaux protéiques
plus bas, avec tous les solutés essayés.
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IV. PERSPECTIVES - CONCLUSION.

Des essais sur une échelle pilote sont envisagés, selon le diagramme fig. 5.
Cela nécessitera notamment la résolution des problémes suivants:

a) Séparation de fagon continue, de la solution eau-protéines solubilisées
du résidu contenant essentiellement I'amidon et les fractions cellulosiques.

b} Séparation de fagon continue, des protéines précipitées durant I'opé-
ration d’acidification, de la solution mére, et lavage du précipité.

¢) Séchage des protéines concentrées.

En ce qui concetne le premier probléme (a), étant donné la finesse exigée
pour les particules de farines (< 0,14 mn) pour un rendement optimal,
il apparait tres difficile d’utiliser un filtre pour séparer la solution protéique
du résidu glucidique, celui-ci sera trés vite obstrué par les particules.

Une centrifugation apparait préférable. Cependant et cela est aussi valable
pour le probléme exposé en (b), une centrifugeuse classique ne serait pas
utilisable industriellement, en continu, dans la mesure ol la séparation des
deux phases, {a) et (b) est assez lente. Une centrifugeuse & déchargement de
la phase solide, qui permet d’accélérer la filtration est envisageable.

Un auteur Italien dans le cas de farine de soya (3), a utilisé un systéme de
centrifugation patticulier qui parait bien adapté pout les protéines de légumes
secs (fig. 6), dont le fonctionnement est le suivant;

— La suspension eau-protéines entre dans le panier rotatif et sous
I'effet de la force centrifuge, se distribue dans ce dernier de manitre que la
phase solide se retrouve vers la périphérie du panier, tandis que la phase
liquide, la plus légére, ira vers Iaxe du panier rotatif jusqu'a rejoindre le
niveau de déchatge de la phase liquide.

~— Le panier rotatif, en forme de losange, porte dans la partie péri-
phérique & I’horizontale, une série d’orifices dont la section de décharge
est réglée par des arétes calibrées qui peuvent s’approcher ou séloigner
volonté, au moyen d'une commande mécanique.

— En réglant I'alimentation du panier et Pouvertute des orifices de
décharge on peut établir un régime continu d’équilibre dans le panier, tel
que la phase solide soit stratifiée et séparée de la phase liquide, comme cela
est illustré sur la fig. 6. Dans ces conditions, on a une décharge continue
des deux phases, les protéines semi-solides et la solution acqueuse préci-
pitantes.

— En ce qui concerne le probléme (c), il est nécessaire de sécher 2
température aussi basse que possible, une suspension trés dense de protéines
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constituée d’environ 3 parties d’eau pour une de protéines, le moyen économi-
quement et techniquement adéquat semble étre le séchage 4 air chaud par
atomisation,

Des essais d’extraction par précipitation au moyen de microorganismes
(streptocoques lactiques, bacilles) pourraient étre envisagés également 2
I’échelle du laboratoire. Cela a été essayé pour le soya (2) et a donné des
isolats protéiques de haute qualité nutritive.

Des essais de séparation des protéines par voie séche (turboséparation)
sont également possibles et auraient 'avantage d’éliminer le séchage terminal.
Ces protéines seraient trés peu dénatutées.

Mais parallélement & des essais sur de plus grandes quantités de féves,
avec différents appareillages pilotes, il apparait indispensable d’approfondir
[étude biochimique des protéines extraites (électrophorése, aminogrammes...);
en relation avec les différents solutés utilisés et avec les diverses moutures.

L'influence des modes de séchage sur la valeur biochimique des protéines
isolées reste également a effectuer.

Des essais biologiques sur rats, pout connaitre la valeur alimentaire exacte
de ces différents isolats sont aussi indispensables.

Les protéines ainsi obtenues devront étre testées sur le plan des propriétés
fonctionnelles (pouvoir émulsif, stabilisant, moussant, etc} et organoleptiques
et essayfes en mélange avec divers aliments d’origine céréalidres notamment,
pour les supplémenter (pain, biscuits, pites, couscous, aliments de sevrage...),
ou seules aprés texturation, extrusion, etc.

— Les essais de base, concernants les paramétres optima de rendement
de Fextraction sont actuellement en cours pour les variétés les plus inté-
ressantes de pois-chiches et de lentilles,

En conclusion, comme on le voit, il ne s’agit que d’un travail de base,
visant a optimiser le procédé a petite échelle en dénaturant le moins possible
les protéines isolées.

Il est cependant certain que la production de protéines d’un haut dégré
de pureté, & partir de matidres premitres végétales courantes en Algérie, peu
couteuses, par un procédé relativement simple apparait d’un grand ingérét
pour I'Algérie et nous espérons que cette premitre ébauche intéressera les
secteurs agro-alimentaires concernés et permettra, avec leurs aides de déboucher
a terme, sur des applications.

Memoire requ en Juin 1975
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