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Description

Titre : ISOLAT DE PROTEINE DE POIS A FAIBLE TENEUR
EN LIPIDES

Domaine technique

[0001]L'invention releve du domaine des protéines végétales, en particulier des isolats
protéiques de legumineuses, encore plus particulierement des isolats proteiques de

pois ayant une faible teneur en lipides.
Technique anterieure

[0002]Les besoins quotidiens humains en proteines sont compris entre 12 et 20% de
la ration alimentaire. Ces protéines sont fournies aussi bien par des produits d'origine
animale (viandes, poissons, ceufs, produits laitiers) que par des produits d'origine

végetale (céreales, legumineuses, algues).

[0003]Cependant, dans les pays Iindustrialisés, les apports en proteines sont
majoritairement sous la forme de proteines d'origine animale. Or, de nombreuses
etudes demontrent qu'une consommation excessive de proteines d'origine animale au
detriment des proteines végetales est une des causes d'augmentation de cancers et

maladies cardio-vasculaires.

[0004]Par ailleurs, les protéines animales présentent beaucoup de désavantages, tant
sur le plan de leur allergéenicite, concernant notamment les proteines issues du lait ou
des oeufs, que sur le plan environnemental en relation avec les méfaits de l'élevage

intensif.

[0005]Ainsi, il existe une demande croissante des industriels pour des composeés
d'origine vegeétale possédant des proprietés nutritionnelles et fonctionnelles
intéressantes sans pour autant presenter les inconvénients de composés d'origine

animale.

[0006]Neanmoins, le remplacement des proteines animales par des protéines
végetales n'est pas toujours aisé car leurs propriétés physiques et physico-chimiques
sont différentes, et cela a un impact sur les qualités sensorielles des aliments dans

lesquels sont incorporees ces protéines.
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[0007]Depuis les années 70, les legumineuses a graines, dont en particulier le pois,
se sont fortement developpees en Europe, majoritairement en France, comme
ressource proteique alternative aux proteines animales a destination de 'alimentation
animale et humaine. Le pois contient environ 27 % en poids de matieres proteigques.
Le terme « pois » est ici considére dans son acception la plus large et inclut en
particulier toutes les variétés sauvages de « pois lisse » (« smooth pea »), et toutes
les varietés mutantes de « pois lisse » et de « pois ridé » (« wrinkled pea »), et ce
quelles que soient les utilisations auxquelles on destine généeralement lesdites varietes
(alimentation humaine, nutrition animale et/ou autres utilisations). Ces graines sont

non-OGM au contraire du soja, et ne nécessitent pas de dehuilage solvante.

[0008]Un inconvénient de certaines protéines végeétales, en particulier des protéines
de légumineuse, encore plus particulierement des protéines de pois, est qu'elles ne
sont pas déepourvues de gout. Elles peuvent donc amener des flaveurs désagréables
(en anglais « off-flavors ») dans les aliments dans lesquels elles sont incorporées. Ces
gouts sont freqguemment decrits par les consommateurs comme des gouts de

légumineuses (en anglais « beany »), de pois ou une amertume.

[0009]Une solution connue a ce probleme est de masquer ces flaveurs déesagreables
en introduisant des composés chimiques tels que des aromes pendant le procéde de
fabrication. Neanmoins, cette solution n'est souvent pas satisfaisante car elle ne
permet pas de masquer la flaveur désagreable mais seulement de la reduire
faiblement. Un second inconvénient est que le procédé de fabrication des aliments est
alors plus onereux en raison de |'ajout d'ingredients supplementaires. Par ailleurs, de
plus en plus de consommateurs se detournent des produits contenant des composés

chimiques au profit d'une nourriture plus saine.

[0010]Une solution plus avantageuse est d'utiliser directement un isolat de protéines
végetales ayant peu ou pas de flaveur desagreable. Quelgues exemples de procedes
permettant d'obtenir de tels isolats sont déja décrits. Par exemple, la demande
WO2015/071498 decrit un procedé d'extraction par broyage humide, combiné a une
fermentation lactique, pour extraire un isolat de protéines de pois purifie. Un autre
exemple dans la demande WO2017/120597 décrit un procédé de precipitation sous
forme de sels, combiné a un lavage spécifique des protéines avec un grand volume

AN

d'une solution aqueuse a pH neutre. Néanmoins, ces procédés ne sont pas
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satisfaisants car ils résultent en des isolats proteiques présentant toujours un gout de

poIsS et une amertume.

[0011]Les lipides étant les substrats de la lipoxygénase et des réactions d’'oxydation
menant a la formation de composes volatiles responsable des « off-flavors » chez la
protéine de legumineuses, l'extraction des lipides pourrait constituer une méthode
efficace pour produire des isolats protéiques dépourvus de ces « off-flavors » et/ou
dont la flaveur serait plus stable lors du stockage, en particulier du a l'oxydation des
lipides résiduels. En effet, il est décrit dans la litterature (Sessa and Rackis J. A.. Ol|
Chemists'Soc 1979, 56, 262-271) que la cause principale du développement de ces
« off-flavors » pendant la récolte, la transformation et le stockage est 'oxydation des

acides gras insatures, en particulier des acides linoléique et linolénigue.

[0012]Parmi les voies etudiees pour I'extraction, figure l'utilisation de cyclodextrines
qui sont des oligosaccharides cycliques composés de plusieurs unites de
glucopyranose (C6H1005) liees par une liaison a-(1,4). Les plus communes sont les
a-cyclodextrines, B-cyclodextrines et y-cyclodextrines constituées respectivement de
6, 7 et 8 glucopyranoses. Dans la littérature, 'utilisation de la (B-cyclodextrine a été
experimentée pour eliminer les lipides et phospholipides residuels des isolats
protéiques de soja issus de farine delipidee. Les lipides etant les substrats de la
lipoxygénase et des reactions d'oxydation menant a la formation de composeés
volatiles responsable des off-flavors chez les legumineuses, I'extraction des lipides par
la B-cyclodextrine pourrait constituer une methode efficace pour produire des isolats
proteiques dépourvus de ces off-flavors. Dans ce domaine, on peut citer le document
Zhu et al., Food Chemistry, 264 (2018), qui préconise d'utiliser une a-cyclodextrine,
ainsi que les documents Akshay Arora et al., Food Chemistry, 127, n°3, 2011 et
US20110045128 A1 qui preconisent d'utiliser un traitement ultrasons associé a

I'utilisation de cyclodextrine.

[0013]Il est donc d’interét d'obtenir une protéine de legumineuse, en particulier un
isolat protéique de legumineuse, encore plus particulierement un isolat protéique de

pois ayant une faible teneur en lipides.
Description generale de lI'invention

[0014] Selon un premier aspect de l'invention, il est propose un isolat proteique de

légumineuse, la légumineuse étant notamment choisie parmi le pois, et la féverole,
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préférentiellement le pois, caractérise en ce qu’il contient entre 7 g et 9 g,

préférablement entre 7,5 g et 8,5 g de lipides totaux pour 100 g de protéines.

[0015]Selon un autre aspect, il est propose un procéde de preparation d'un isolat
protéique selon I'invention, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

1) mise en suspension de proteines de legumineuses, préferentiellement choisies
entre le pois et |la féverole, préeféerentiellement le pois, dans de I'eau ;

2) ajustement du pH a 8,5;

3) chauffage a une temperature comprise entre 40 et 50 °C, preferentiellement 45°C;
4) ajout d’'une solution aqueuse comprenant un melange de phospholipases et [3-
cyclodextrines caracterisee en ce que le ratio entre 'activité phospholipase A2 et la
quantité de B-cyclodextrines, exprime en unités d’'activité PLA2 par g de -
cyclodextrines, est compris entre 10 et 100, preferentiellement entre 20 et 80, encore
plus préférentiellement entre 25 et 50;

5) agitation pendant un temps compris entre 160 et 200 min, preferentiellement 180
minutes;

6) ajustement du pH a 4,5 ;

/) chauffage a une tempeérature comprise entre 50 et 70 °C, preféerentiellement 60°C
pendant 8 a 12 minutes, préferentiellement 10 minutes;

8) centrifugation suivie optionnellement d'un lavage dans de I'eau deminee, puis
d'une seconde centrifugation ;

9) mise en suspension du culot proteique dans de 'eau, puis ajustement du pH a 7;

10) séchage de l'isolat protéique obtenu.

[0016] Selon un dernier aspect de I'invention, il est proposé les utilisations industrielles,
en particulier alimentaires animales et humaines, de l'isolat proteique de legumineuse,
choisi entre le pois et la téverole, encore plus préférentiellement de l'isolat protéique

de pois selon l'invention.

[0017]L'invention sera mieux comprise grace a la description détaillee ci-dessous.
Description detaillee de I'invention

[0018] Selon un premier aspect de l'invention, il est donc proposé un isolat protéique
de legumineuse, la legumineuse étant notamment choisie parmi le pois et la feverole,

préferentiellement le pois, caractérise en ce quil contient entre 7 g et 9 g,
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préférablement entre 7,5 g et 8,5 g de lipides totaux pour 100 g de protéines. De

maniere preferentielle I'isolat proteique de legumineuse est un isolat protéique de pois.

[0019]Le terme «isolat proteique » doit se comprendre dans la présente demande
comme une composition ayant une teneur en proteines supérieure a 70%,
préférentiellement supérieure a 80%, encore plus preferentiellement superieure a
85%, ce pourcentage s'entendant sur la matiere seche de la dite composition. La
teneur en protéine se calcule a I'aide de toute methodologie bien connue de 'homme
du metier. En particulier, on réalise un dosage de l'azote total par Kjeldahl qu’'on
multiplie par le coefficient 6,25. La dite composition comporte donc des proteines,
macromolecules formées d'une ou de plusieurs chaines polypeptidigues constituees
de l'enchainement de résidus d'acides aminés lies entre eux par des liaisons
peptidiques. Dans le cadre particulier des proteines de pois, la presente invention
concerne plus particulierement les globulines (environ 50-60% des proteines du pois).
Les globulines de pois se subdivisent principalement en trois sous-familles : les

légumines, les vicilines et les convicilines.

[0020]Par « [égumineuse », on comprendra dans la présente demande la famille de
plantes dicotyledones de I'ordre des Fabales. C'est I'une des plus importantes familles
de plantes a fleurs, la troisieme apres les Orchidaceae et les Asteraceae par le nombre
d'especes. Elle compte environ 765 genres regroupant plus de 19 500 especes.
Plusieurs légumineuses sont d'importantes plantes cultivees parmi lesquelles le soja,
les haricots, les pois, le pois chiche, la feverole, I'arachide, la lentille cultivée, la luzerne

cultivee, differents trefles, les feves, le caroubier, la reglisse, le lupin.

[0021]Le terme « pois » dans la presente demande inclut les varietes de pois
appartenant au genre Pisum et plus particulierement aux especes sativum et aestivum.
Lesdites variétés mutantes sont notamment celles denommeées « mutants r », «
mutants rb », « mutants rug 3 », « mutants rug 4 », « mutants rug 5 » et « mutants lam
» tels que décrits dans l'article de C-L HEYDLEY et al. intitule « Developing novel pea
starches » Proceedings of the Symposium of the Industrial Biochemistry and

Biotechnology Group of the Biochemical Society, 1996, pp. 77-87.

[0022]Le terme « lipides totaux » dans la présente demande est défini comme
'ensemble des molecules lipidiqgues sans distinction. lls comprennent ainsi les
triglycerides, les phospholipides, les acides gras libres. Le dosage des lipides est

realisé par hydrolyse acide, suivi d'une extraction a I'hexane et d'un dosage specifique
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des lipides ainsi extraits, préféerentiellement par chromatographie phase gazeuse. La

methode preferée est décrite ci-dessous.
[0023]De maniere pretferentielle, la [égumineuse de l'isolat protéique est le pois.

[0024]De maniere pretferentielle, I'isolat proteique selon l'invention est caracterisé en
ce que sa teneur en acide linoléique est diminuée de 20% a 30%, préféerentiellement

25%, par rapport a la teneur presente dans la graine de legumineuse.

[0025]Par « acide linoleique », on entend selon l'invention l'acide gras polyinsaturé
omega-6 correspondant a l'acide tout-cis-A9,12 C18:2 n-6. Sa formule semi-
développeée est : H3C—(CH2)4—CH=CH—-CH2—CH=CH—-(CH2)7—CQOOH.

[0026] Comme décrit par exemple dans (Sessa and Rackis 1977) "La principale cause
du developpement de « off-flavors » pendant la recolte, la manufacture et le stockage
est l'oxydation des acides gras polyinsaturés (p.e. les acides linoléiques et
linoleniques).”. Comme il sera exemplifié plus bas, il est remarquable de voir que grace

a I'invention, la teneur en ces acides est considérablement reduite.

[0027]L'isolat proteique peut presenter I'avantage de ne pas contenir de traces de
solvant organique, c’'est-a-dire contenant moins de 100 ppm de solvant par rapport a
la masse seche disolat. Preféerentiellement, l'isolat contient preféerentiellement moins
de 10 ppm par rapport a la masse seche disolat, tout préferentiellement n'en
comprend pas du tout. Par solvant organique, on entend un solvant fait de molécules
comprenant au moins un atome de carbone. Au contraire, l'isolat peut comprendre des
solvants Iinorganiques, typiguement I'eau. C'est un avantage par rapport aux isolats
fabrigues par un procede comprenant une etape d’'extraction des lipides par un solvant

organigue tel que I'hexane.

[0028]L'isolat protéiqgue de linvention peut présenter de bonnes propriétés

fonctionnelles, par une bonne rétention en huile ou en eau.

[0029] Selon un autre aspect, Il est propose un procéde permettant de produire un
isolat protéique de [égumineuse selon l'invention caracteriseé en ce qu’il comprend les
étapes suivantes :

1) mise en suspension de proteines de legumineuses, préferentiellement choisies
entre le pois et |la féverole, préeféerentiellement le pois,, dans de l'eau ;

2) ajustement du pH a 8,5;

3) chauffage a une temperature comprise entre 40 et 50 °C, preferentiellement 45°C;
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4) ajout d’'une solution aqueuse comprenant un melange de phospholipases et [3-
cyclodextrines caractérisée en ce que le ratio entre |'activité phospholipase A2 et la
quantité de B-cyclodextrines, exprime en unités d’'activité PLA2 par g de -
cyclodextrines, est compris entre 10 et 100, preferentiellement entre 20 et 80, encore
plus preférentiellement entre 25 et 50;

5) agitation pendant un temps compris entre 160 et 200 min, preferentiellement 180
minutes;

6) ajustement du pH a 4,5 ;

/) chauffage a une temperature comprise entre 50 et 70 °C, preferentiellement 60°C
pendant 8 a 12 minutes, préeferentiellement 10 minutes;

8) centrifugation suivie optionnellement d'un lavage dans de I'eau deminee, puis
d’'une seconde centrifugation ;

9) mise en suspension du culot proteique dans de I'eau, puis ajustement du pH a 7;

10) séchage de l'isolat protéique obtenu.

[0030]De maniere prétéree, I'etape 1 est realisee en mettant en suspension des
protéines de legumineuses caracterisées en ce qu'elles sont composées a plus de
50% de globulines, prétérentiellement plus de 70%, encore plus préférentiellement
plus de 80%. On peut facilement obtenir de telles globulines en broyant la graine en
farine, puis en mettant celle-ci en suspension dans de I'eau et en separant les fibres
& I'amidon a l'aide d’hydrocyclones et de centrifugeuses. La solution surnageante
enrichie en proteines va ensuite étre rectifiee au pH isoelectrique (environ 4,5) et subir
un chauffage controle, afin de séparer les globulines dans un coagulat qui flocule. Un

tel procédé est décrit dans le brevet EP1400537 de la présente demanderesse.

[0031] Dans les etapes 1 et 8, par « eau » on entend tout type d’eau convenant a
'extraction de protéine en vue de consommation alimentaire. De maniere préféeree,

on utilisera de I'eau potable, decarbonatée ou demineralisée.

[0032] Concernant I'étape 4, le ratio entre I'activité phospholipase A2 et |la quantité de
B-cyclodextrines, exprimé en unités d’activité PLA2 par g de B-cyclodextrines, est

compris entre 10 et 100, préferentiellement entre 20 et 80, encore plus

préférentiellement entre 25 et 50.

[0033]De maniere pretferée, la quantite de B-cyclodextrines est calculéee par rapport a

la quantité de lipides totaux dans l'isolat de protéines. Cette quantité varie entre 0,04
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et 0,8 g/g de lipides. La quantité de phospholipase est calculée afin d’étre en

conformité avec le ratio décrit ci-dessus.

[0034]Les phospholipases sont des enzymes qui ont pour action d’hydrolyser les
phospholipides. Une phospholipase pouvant étre utilisée dans le cadre du procedé
selon I'invention est une phospholipase de type A2, notamment la PLA2 Nagase 10P/R
produite par Nagase ChemteX Corporation, et qui dérive de Streptomyces
violaceoruber NBRC 15146.

[0035] L activite PLA2 est mesurée avec de la lécithine de soja comme substrat. Celle-
ci est placee a 37°C et pH 8.0, et 'activité est mesuréee a l'aide par exemple d'un Kit
enzymatigue NEFA-C Test Wako (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Une unite

d'activité d’enzyme correspond a I'hydrolyse d’1 umol d’acide gras en une minute.
[0036]L'enzyme PLAZ2 Nagase 10P/R titre ainsi 100,000 U/g.

[0037]Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycligues composés de plusieurs
unités de glucopyranose (CsH100s5) liees par une liaison a-(1,4). Les plus communes
sont les a-cyclodextrines, [(-cyclodextrines et y-cyclodextrines constituées
respectivement de 6, 7 et 8 glucopyranoses. L'un des principaux interéts des
cyclodextrines est leur capacité a former des complexes d’inclusions avec des

composes divers du fait de leur structure en « cylindre conique ».

[0038] Selon l'invention, le séchage de la composition peut se faire par toute methode
connue en sol, prétérentiellement par lyophilisation, passage sur tambour sécheur ou

atomisation (« spray-drying »), notamment par lyophilisation.

[0039] Un avantage du procede est qu'il peut ne pas comprendre d’'étape de traitement
ultrasons. Une etape de traitement ultrasons, connue en soi, consiste une étape

d'application d'ultrasons a de la matiere (farine, isolat, etc...) lors du procede.

[0040]Selon un dernier aspect de I'invention, il est proposeé les utilisations industrielles,
en particulier alimentaires animales et humaines, de la composition proteique de
legumineuse, preferentiellement de l'isolat protéique de legumineuse, choisi entre le
pois et |la féverole, encore plus préférentiellement de l'isolat proteique de pois selon

I'iInvention.

[0041]L'invention sera mieux comprise a l'aide des exemples non-limitatifs ci-dessous.

Exemples
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[0042] On utilise pour ces exemples des pois jaunes dont la teneur en lipides totaux
de la farine est de 2,3% de la matiere seche. L'acide linoléique représente 53,3% des

acides gras totaux de cette farine.
[0043]La BCD (Bétacyclodextrine) utilisee est le Kleptose® de |la societée Roquette.

[0044]La phospholipase utilisee est la Nagase PLA2 10P/R, diluée a une
concentration de 1% poids/poids avec de I'eau demineralisee. La solution contient
egalement 0,5% de NaCl et 0,1% de CaCl2.

[0045]Exemple 1a : Production d'un isolat protéique de légumineuse selon l'invention

a partir de globulines préalablement extraites

[0046]Les globulines sont extraites selon une extraction classique. On utilise dans le
présent exemple des graines de pois jaune. Apres décorticage des fibres externes sur
broyeur a marteaux, on broie des graines de pois afin d’'obtenir une farine. Celle-ci est
ensuite mise a tremper dans de l'eau a la concentration finale de 16,5 % en poids de
matiere seche par rapport au poids de ladite suspension, a un pH de 6,5, pendant 30
minutes a temperature ambiante. La suspension de farine a 25 % en poids de matiere
seche est alors introduite dans une batterie d'hydrocyclones, separant une phase
légere constituée du mélange protéines, fibres internes (pulpes) et solubles et une
phase lourde, renfermant I'amidon. La phase legere en sortie d'hydrocyclones est
ensuite amenée a une teneur en matiere seche de 11,2 % par rapport au poids de
ladite suspension. On procede a la séparation des fibres internes par passage sur des
décanteurs centrifuges de type WESPHALIA. La phase |égere en sortie de décanteur
centrifuge renferme un melange de protéines et de solubles, tandis que la phase lourde
renferme les fibres de pois. On procede a la coagulation des proteines a leur point
Isoélectrique par ajustement de la phase legere de sortie de decanteur centrifuge a un
pH de 4,6 et chauffage a 70°C de cette solution pendant 4 min. Apres coagulation des

protéines, on récupere un floc protéique compose majoritairement de globulines.

[0047]Le floc protéique est remis en suspension dans de I'eau déminéralisee puis est
introduit dans le réacteur ou sont ajoutés les réactifs, BCD et PLA2, dans des
conditions spécifiques de temperature (45°C) et de pH (8,5). Les quantites de BCD et
de PLAZ2 sont calculées par rapport a la quantite residuelle de lipides, dans un dosage
respectivement égal a 0,04 g de BCD par g de lipides et 0,002 g d’'une solution a 1%
de phospholipase Nagase PLA2 10P/R par g de lipides. Apres 180 min de réaction, la
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solution est chauffée a 60°C pendant 10 min afin d'inhiber la PLA2. Puis la solution
traitée est floculée 10 min a 60°C a pH 4,5 avant d’'étre centrifugée 2 fois a 8000g
pendant 10 min pour eliminer les complexes BCD. Enfin les globulines sont remises
en suspension dans de l'eau déminéralisee et le pH est remonté a 7 avant

lyophilisation.
[0048]Exemple 1b : Production d’'un isolat protéique de legumineuse a partir de farine

[0049]Cet exemple varie de I'exemple 1a en ce que le point d’injection de la BCD et
de la phospholipase est situé en amont, lors de I'étape de suspension de la farine de

POIS.

[0050]On utilise dans le present exemple des graines de pois jaune. Apres decorticage
des fibres externes sur broyeur a marteaux, on broie des graines de pois afin d'obtenir
une farine. Celle-ci est ensuite mise a tremper dans un réacteur, avec de l'eau a la
concentration finale de 16,5 % en poids de matiere seche par rapport au poids de
ladite suspension. On introduit dans le réeacteur les reactifs, BCD et PLA2, et on place
la solution ainsi obtenue dans des conditions specifiqgues de température (45°C) et de
pH (8,5). Les quantités de BCD et de PLA2 sont calculées par rapport a la quantité
residuelle de lipides, dans un dosage respectivement egal a 0,04 g de BCD par g de
lipides et 0,002 g d'une solution a 1% de phospholipase Nagase PLA2 10P/R par g de
lipides. Apres 180 min de réaction, |la solution est chauffee a 60°C pendant 10 min afin
d'inhiber la PLAZ2. La suspension de farine est alors introduite dans une batterie
d'hydrocyclones, separant une phase legere constituee du melange protéines, fibres
internes (pulpes) et solubles et une phase lourde, renfermant I'amidon. La phase
légere en sortie d'hydrocyclones est ensuite amenée a une teneur en matiere seche
de 11,2 % par rapport au poids de ladite suspension. On procede a la separation des
fibres internes par passage sur des decanteurs centrifuges de type WESPHALIA. La
phase |égere en sortie de décanteur centrifuge renferme un mélange de protéines et
de solubles, tandis que la phase lourde renferme les fibres de pois. On procede a la
coagulation des proteines a leur point isoélectrique par ajustement de la phase legere
de sortie de décanteur centrifuge a un pH de 4,6 et chauffage a 70°C de cette solution
pendant 4 min. Apres coagulation des protéines, on réecupere un floc protéique

compose majoritairement de globulines.

[0051]Exemple 1c¢ : Production d’'un isolat protéique de légumineuse selon 'invention

a partir de globulines préalablement extraites, avec un ratio BCD/Lipase hors invention
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[0052]Le but de cet exemple est de demontrer I'importance du ratio BCD/lipase

[0053]On utilise dans le présent exemple des graines de pois jaune. Apres decorticage
des fibres externes sur broyeur a marteaux, on broie des graines de pois afin d’'obtenir
une farine. Celle-ci est ensuite mise a tremper dans de l'eau a la concentration finale
de 16,5 % en poids de matiere seche par rapport au poids de ladite suspension, a un
pH de 6,5, pendant 30 minutes a temperature ambiante. La suspension de farine a
25 % en poids de matiere seche est alors introduite dans une batterie d'hydrocyclones,
separant une phase légere constituée du mélange protéines, fibres internes (pulpes)
et solubles et une phase lourde, renfermant I'amidon. La phase legere en sortie
d'hydrocyclones est ensuite amenee a une teneur en matiere seche de 11,2 % par
rapport au poids de ladite suspension. On procede a la séparation des fibres internes
par passage sur des decanteurs centrifuges de type WESPHALIA. La phase |égere en
sortie de decanteur centrifuge renferme un mélange de proteines et de solubles, tandis
que la phase lourde renferme les fibres de pois. On procede a la coagulation des
protéines a leur point isoélectriqgue par ajustement de la phase legere de sortie de
decanteur centrifuge a un pH de 4,6 et chauffage a 70°C de cette solution pendant 4
min. Apres coagulation des protéines, on recupere un floc proteiqgue compose

mayjoritairement de globulines,.

[0054]Le floc proteique est remis en suspension dans de I'eau deminéralisée puis est
introduit dans le reacteur ou sont ajoutés les reactifs, BCD et PLA2, dans des
conditions specifiqgues de tempeérature (45°C) et de pH (8,5). Les quantites de BCD et
de PLA2 sont calculees par rapport a la quantité residuelle de lipides, dans un dosage
respectivement egal a 0,71 g de BCD par g de lipides et 0,002 g d'une solution a 1%
de phospholipase Nagase PLA2 10P/R par g de lipides. Apres 180 min de réaction, la
solution est chauffee a 60°C pendant 10 min afin d’inhiber la PLAZ2. Puis la solution
traitée est floculée 10 min a 60°C a pH 4,5 avant d'étre centrifugée 2 fois a 8000g
pendant 10 min pour eliminer les complexes BCD. Enfin les globulines sont remises
en suspension dans de l'eau déminéralisee et le pH est remonté a 7 avant

lyophilisation.
[0055]Exemple 2 : Mesure des lipides totaux dans différents isolats selon l'invention
On analyse les lipides totaux ainsi que la teneur en différents acides gras présents.

Le protocole pour analyser les lipides totaux est le suivant :
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Le protocole pour analyser la teneur en acide linoleique est le suivant :

Ces deux valeurs sont exprimees par rapport a la teneur en proteines afin de comparer
les differents echantillons. La teneur en proteines est obtenue en dosant la teneur en

azote de I'échantillon, qui sera multipliee par le coefficient 6,25.

[0056]Le tableau ci-dessous résume et compare les differents essais:

[Tableau 1}
Lipides totaux | Réduction de la Acide linoléique | Réduction de la
(en g/100g teneur en (en g/100g teneur en acide
protéines lipides (%) proteines linoleique (%)
seches) seches)

Pois 12 - 3,8 -

I1E;<emple 75 39% 29 23,6%

1Egemple 10 16% 3.7 2,6%

I1E(>:<emple 9.3 20% 3.6 5,2%

Ces essais montrent a la fois I'importance du point d’injection de la BCD et de la
phospholipase, ainsi que du ratio BCD/lipase. En effet, seul I'exemple 1a selon

'invention permet d'obtenir un isolat protéique ayant :

- une forte réduction de la teneur en lipides conduisant a un taux de moins de

9 g de lipides totaux pour 100 g de protéines ;

- une forte reduction de la teneur en acide linoleique de plus de 20% (23,6 %).
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Revendications

[Revendication 1] Isolat proteique de legumineuse, caractérise en ce qu'il contient
entre 7 g et 9 g, prétérablement entre 7,5 g et 8,5 g de lipides totaux pour 100 g de

proteines.

[Revendication 2] Isolat protéiqgue selon la revendication 1 dans lequel la

legumineuse est choisie parmi le pois, et |la féverole et plus préférentiellement le pois.

[Revendication 3] Isolat protéique selon la revendication 1 ou 2 caractérisé en ce que
sa teneur en acide linoleiqgue est diminuée de 20% a 30%, preferentiellement 25%, par

rapport a la teneur présente dans la graine de legumineuse.

[Revendication 4] Isolat proteique selon I'une des revendications revendication 1 a 3

caractérisé en ce gu’il ne contient pas de solvant organique.

[Revendication 5] Procédé de preparation d'un isolat proteique selon les
revendications 1 a 4 caracterise en ce qu'il comprend les étapes suivantes :

1) mise en suspension de proteines de legumineuses, préferentiellement choisies
entre le pois et la féeverole, préférentiellement le pois, dans de l'eau ;

2) ajustement du pH a 8,5;

3) chauffage a une temperature comprise entre 40 et 50 °C, preferentiellement 45°C;
4) ajout d’'une solution aqueuse comprenant un melange de phospholipases et [3-
cyclodextrines caractérisée en ce que le ratio entre l'activitée phospholipase A2 et la
quantité de B-cyclodextrines, exprime en unités d’'activité PLA2 par g de B-
cyclodextrines, est compris entre 10 et 100, preferentiellement entre 20 et 80, encore
plus préférentiellement entre 25 et 50;

5) agitation pendant un temps compris entre 160 et 200 min, preferentiellement 180
minutes;

6) ajustement du pH a 4,5 ;

/) chauffage a une température comprise entre 50 et 70 °C, préférentiellement 60°C
pendant 8 a 12 minutes, préféerentiellement 10 minutes;

8) centrifugation suivie optionnellement d'un lavage dans de I'eau deminee, puis
d'une seconde centrifugation ;

9) mise en suspension du culot proteique dans de 'eau, puis ajustement du pH a 7;

10) séchage de l'isolat protéique obtenu.
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[Revendication 6] Procéde selon la revendication 5, caracterise en ce que la quantité

de B-cyclodextrines mise en ceuvre a lI'etape 4 est comprise entre 0,04 et 0,8 g/g de

lipides totaux dans l'isolat de protéines.

[Revendication 7] Procéde selon I'une des revendications 5 ou 6, caracterisé en ce
que les protéines de legumineuses mises en suspension a lI'étape 1 sont composées
de plus de 50% de globulines, préférentiellement plus de 70%, encore plus
préferentiellement plus de 80%.

[Revendication 8] Procédé selon I'une des revendications 5 a 7 caractérise en ce qu'il

ne comprend pas d'etape de traitement ultrasons.

[Revendication 9] Utilisation de l'isolat protéique selon les revendications 1 a 4 pour

I'alimentation humaine ou animale.
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