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(57) Abrégé : L'invention releve du domaine des protéines végétales. L'invention concerne en particulier un procédé de production de
composition protéique de légumineuse, de préférence de pois, comprenant un pré-traitement thermique a sec des graines de légumineuses
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Description

Titre : Procédé de production de protéine de légumineuse
Domaine technique

[0001] L’invention releve du domaine des protéines végeétales. L'invention
concerne en particulier un procédé de production de composition protéique de
légumineuse, de préférence de pois, et la composition protéique susceptible d’étre
obtenue par cette méthode.

Technique antérieure

[0002] Les besoins quotidiens humains en protéines 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 végétale (céréales, Ilégumineuses, algues).

[0003] Cependant, dans les pays industrialisés, les apports en protéines sont
majoritairement sous la forme de proteines d'origine animale. Or, de nombreuses
etudes demontrent qu'une consommation excessive de protéines d'origine
animale au deétriment des protéines vegetales 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 allergénicité, concernant notamment les
protéines issues du lait ou des ceufs, que sur le plan environnemental en relation

avec les mefaits de I'élevage intensif.

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

animale.

[0006] Le soja a été, et reste, la premiére alternative végétale aux protéines
animales. L'utilisation du soja possede néanmoins des désavantages certains. La
graine de soja est plus que frequemment d’origine OGM et I'obtention de sa
protéine passe par une étape de déshuilage utilisant du solvant.
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[0007] Depuis les années 70, les légumineuses a graines, dont en particulier le
pois, se sont fortement développées en Europe, majoritairement en France,
comme ressource protéique alternative aux protéines animales a destination de
I'alimentation animale et humaine. Le pois contient environ 27 % en poids de
matiéres protéiques. Le terme « pois » est ici considéré dans son acception la plus
large et inclut en particulier toutes les variétés sauvages de « pois lisse » («
smooth pea »), et toutes les variétés mutantes de « pois lisse » et de « pois ridé »
(« wrinkled pea »), et ce quelles que soient les utilisations auxquelles on destine
generalement lesdites variétés (alimentation humaine, nutrition animale et/ou
autres utilisations). Ces graines sont non-OGM et ne nécessitent pas de

déshuilage solvanté.

[0008] La protéine de pois, majoritairement de la globuline de pois, est extraite et
valorisée industriellement depuis bon nombre d’années. On peut citer, comme
exemple de procédé d’extraction de la protéine de pois, le brevet EP1400537.
Dans ce procedé, la graine est broyée en absence d'eau (procéde dit de «
broyage a sec ») afin d’obtenir une farine. Cette farine sera ensuite mise en

suspension dans de I'eau afin d’en extraire la protéine.

[0009] Malgré ses qualités indéniables, la protéine extraite du pois souffre, en
comparaison des protéines animales, de flaveurs dites «pois», «beany» ou
«veégetale». Cette flaveur est un frein indéniable dans bon nombre d’applications

industrielles, en particulier alimentaires.

[0010] C'est notamment le cas dans le domaine des boissons dans lequel
I'amélioration du profil organoleptique est essentiel car il est particulierement
difficile de masquer les flaveurs de la protéine : I'ajout de constituants additionnels
peut en effet avoir pour conséquence une modification de la viscosité, de la
stabilité en solution et/ou de la palatabilité de la boisson. Par ailleurs, il est
avantageux que la protéine présente un pouvoir gélifiant faible, voire une viscosité
faible, permettant une augmentation de la teneur en protéine sans résulter en une

boisson qui ne gélifie pas ou n’est pas trop épaisse.

[0011] Suite a de nombreuses études, il a été clairement mis en évidence qu’une
des causes principales de ces flaveurs non désirées provient de la synthése
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d’aldéhydes et/ou de cétones (en particulier I'nexanal) consécutive de ['action
d’'une lipoxygenase interne sur les lipides residuels lors de I'extraction des
proteines. Les saponines et les 3-alkyl-2-methoxypyrazines sont également des
catégories de composés génerant ces flaveurs non désirées (« Flavor aspects of
pulse Ingredients », Wibke S.U. Roland, 2017).

[0012] L’homme de l'art a donc élaboré plusieurs solutions permettant
d’améliorer la flaveur d'une protéine de pois commerciale et de lui redonner un
golt neutre. Une premiere solution repose sur le masquage de la flaveur par
adjonction de composés chimiques sélectionnés a cette intention : cette solution
oblige l'utilisateur a introduire dans sa formulation un composé qu'il ne désirait pas
forcément introduire et qui peut étre source de problémes réglementaire et/ou
allergénes. Une autre solution est décrite dans le brevet US4,022,919 qui
enseigne dés les années 1970 qu’un traitement de ladite protéine de pois avec de
la vapeur d’eau permet I'obtention d’'une protéine dont la flaveur est améliorée.
Néanmoins, on peut reprocher a ce procédé le risque d’une modification des
qualités fonctionnelles des protéines obtenues par dénaturation thermique (par
exemple la perte de solubilité ou I'augmentation de sa capacité d’hydratation) ainsi
que I'obligation d’ajout d’'une étape de purification nécessaire avant utilisation. Ces
solutions sont donc efficaces mais elles obligent l'utilisateur final des protéines a
effectuer des opérations de purification supplémentaire, susceptibles de modifier
les fonctionnalités de la protéine de pois. L’homme de l'art a donc bien
évidemment cherché a obtenir directement et simplement lors de son procédé

d’extraction une protéine de pois dont la flaveur est neutre.

[0013] De nombreuses solutions potentielles ont été explorées dont, de maniére
non exhaustive, la sélection de cultivars de pois comportant moins de
lipoxygénase ou bien la pré-germination des pois préalablement a I'extraction des
protéines. On peut plus récemment évoquer la demande de brevet
WQ02017/120597 qui décrit un procédé incluant une précipitation par ajout de sels,
plusieurs lavages, et une récupération par centrifugation. En dépit d’'un procédé
complexe utilisant de grande quantité d'eau (pouvant aller jusque 30 fois la
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quantité de pois), les flaveurs « beany » et « bitter » sont toujours présentes dans
la protéine de pois (voir graphes 18A, B et C de la demande W02017/120597).

[0014] La lipoxygénase et les saponines étant sensibles a la température, I'ajout
d’un traitement thermique additionnel lors de I'étape d’extraction consistant en un
chauffage en milieu humide (blanchiment), combiné éventuellement avec une
étape de ftrempe a été envisagé dans le document WO 2019/053387.
Malheureusement, ces étapes mettent en ceuvre des quantités d’eau importantes
et génerent des coproduits solubles qu'il faut valoriser. Par ailleurs, I'utilisation de
ce procédeé ne permet pas de fabriquer des protéines au pouvoir gélifiant réduit.

[0015] Le « roasting » ou chauffage a sec (également appelé toastage) est utilisé
dans la filiere voisine du soja. Une problématique importante pour la filiere pois
consiste en la préservation de I'amidon de pois qui ne doit pas étre dégradé afin
d'étre également valorisé industriellement. La graine de soja ne possede pas
d’'amidon : la filiere soja peut donc utiliser des températures de chauffage tres

élevées afin d’inhiber la lipoxygénase sans se soucier de la problématique amidon.

[0016] Le chauffage de la graine peut également provoquer des modifications
fonctionnelles de la protéine (par exemple solubilité ou pouvoir émulsifiant),

empéchant certaines valorisations, particulierement en alimentaire.

[0017] Il est donc d’intérét d’obtenir une protéine de légumineuse, en particulier
un isolat protéique de légumineuse, encore plus particulierement un isolat
protéique de pois dont I'aromatique est améliorée, tout en proposant un procédé
d’extraction optimisé et des fonctionnalités garanties.

Exposé de I'invention

[0018] Les inventeurs ont montré qu’'une étape préalable de traitement thermique
des graines entre 70 et 130 °C pendant de 1 a 6 minutes, avantageusement entre
100 et 120°c pendant 2 a 4 minutes permettait d'inhiber I'activité de la
lipoxygénase interne tout en préservant la fonctionnalité de I'amidon et en
garantissant le rendement d’extraction des différents composants. Le procédé mis
au point par les inventeurs permet dobtenir une composition protéique de

légumineuse dont les propriétés fonctionnelles sont particulierement adaptées aux
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applications de boissons enrichies en protéines : organoleptigue améliorée,

pouvoir gélifiant diminué et pouvoir émulsifiant amélioré.

[0019] Selon un premier aspect de l'invention, il est proposé un procédé de
production d’'une composition protéique de légumineuse comprenant les étapes
suivantes :

i) traitement thermique a sec des graines de légumineuse, de préférence choisies
parmi le pois, le lupin et la féverole a une température comprise entre 70 et 130 °C,
par exemple entre 80 et 125°C, notamment entre 100°C et 120°C, pendant 1 a 6
minutes, par exemple 1,5 a 5 minutes, notamment 2 a 4 minutes ;

ii) broyage des graines en farine et mise en suspension de la farine dans une
solution aqueuse, de préférence a une concentration de 15 a 25%, encore de
préférence 20% en poids de matiére séche par rapport au poids de la suspension,
iii) séparation des composants solubles de ladite suspension par force centrifuge,
iv) extraction des protéines des composants solubles.

[0020] Dans un mode préféré, I'extraction des protéines de ladite fraction
comprend une étape de coagulation des protéines dans une solution aqueuse a
un pH compris entre 4 et 6 et traitement thermique de la solution entre 45°C et
65°C, de préférence 55°C, notamment pendant 3,5 min a 4,5 min, de préférence 4
min. De préférence, les protéines coagulées sont récupérées, de préférence par
centrifugation, et mise en suspension dans une solution aqueuse. Le pH de la
solution aqueuse de protéines coagulées peut ensuite étre ajusté entre 6 et 8, de
préférence 7, et la suspension aqueuse peut étre soumise a un traitement
thermique entre 130 et 150°C, de préférence 140°C pendant 5 a 15s, de
préférence 10s. Le procédé peut comprendre en outre une étape de séchage de

la suspension aqueuse des protéines coagulées.

[0021] Selon un autre aspect, il est proposé une composition protéiqgue de
légumineuse susceptible d’étre obtenue selon un procédeé tel que décrit dans le
premier aspect de ladite invention.

[0022] Selon un dernier aspect de linvention, il est proposé les utilisations

industrielles, en particulier alimentaires animales et humaines, de la composition
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protéique susceptible d'étre obtenue selon un procédé tel que décrit dans le
premier aspect de ladite invention.

[0023] L’invention sera mieux comprise grace a la description détaillée ci-
dessous

Bréve description des dessins
Fig. 1

[0024] [Fig. 1] montre le profil d’'analyse de la viscosité des compositions
protéiques obtenues par un procédé comprenant un traitement thermique des

graines de 4min a 100°C ou 2 min a 120°C ou sans traitement thermique.
Description des modes de réalisation

[0025] Selon un premier aspect de I'invention, il est donc proposé un procédé de
production d’'une composition protéique de légumineuse comprenant les étapes
suivantes :

i) chauffage des graines de légumineuse a sec, de préeference choisies parmi le
pois, le lupin et la féverole, a une température comprise entre 70 et 130 °C, par
exemple entre 80 et 125°C, notamment entre 100°C et 120°C, pendant 1 a 6
minutes, par exemple 1,5 a 5 minutes, notamment 2 a 4 minutes ;

i) broyage des graines en farine et mise en suspension dans une solution
aqueuse;

iii) séparation des composants solubles de la dite suspension aqueuse, de
préférence par force centrifuge;

iv) extraction des protéines dans les composants solubles.

[0026] Le terme « composition protéique » doit se comprendre dans la présente
demande comme une composition obtenue par extraction et raffinage, la dite
composition comportant des protéines, macromolécules formées d'une ou de
plusieurs chaines polypeptidiques constituées de l'enchainement de résidus
d'acides aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques. Dans le cadre
particulier des protéines de pois, la présente invention concerne plus

particuliérement les globulines (environ 50-60% des protéines du pois). Les
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globulines de pois se subdivisent principalement en trois sous-familles : les

légumines, les vicilines et les convicilines.

[0027] Par « légumineuse », on comprendra dans la présente demande la famille
de plantes dicotylédones de l'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'espéces. Elle compte environ 765 genres regroupant plus de 19
500 especes. Plusieurs légumineuses sont d'importantes plantes cultivées parmi
lesquelles le soja, les haricots, les pois, le pois chiche, la féverole, I'arachide, la
lentille cultivée, la luzerne cultivée, difféerents trefles, les féves, le caroubier, la

réglisse, le lupin.

[0028] Selon un mode préférentiel de l'invention, la protéine de légumineuse est
choisie dans le groupe constitué du pois, du haricot, de la féve et de la feverole et
leurs mélanges, de préférence le pois.

[0029] Le terme « pois » comprend en particulier toutes les variétés sauvages de

« pois lisses » et toutes les variétés mutantes de « pois lisses » et de « pois ridés».

Lorsque la légumineuse choisie est le pois, les pois peuvent subir préalablement
aux étapes de chauffage et de broyage du procédé selon l'invention des étapes
bien connues de I'homme du métier, telles que notamment un nettoyage
(élimination des particules non désirées telles que pierres, insectes morts, résidus
de terre, etc.) et aussi un dépelliculage des fibres externes (également appelé «
dehulling » en anglais). entre 70 et 130 °C, par exemple entre 80 et 125°C,
notamment entre 100°C et 120°C, pendant 1 a 6 minutes, par exemple 1,5 a 5

minutes, notamment 2 8 4 minutes ;

[0030] Le procedé selon l'invention comprend une étape i) consistant en un
traitement thermique des graines a une température comprise entre 70 et 130 °C,
par exemple entre 80 et 125°C, notamment entre 100°C et 120°C, pendant un
temps de 1 a 6 minutes, par exemple de 1,5 a 5 minutes, notamment compris
entre 2 et 4 minutes. Ce traitement thermique est un traitement thermique a sec,
c’est-a-dire qu'il se déroule en absence de solvant aqueux additionnel a celui
présent dans la graine. Ce traitement thermique a sec, ou de toastage, difféere d’un
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traitement micro-ondes en ce que la chaleur est apportée par convection, ce qui
permet un contrble précis du traitement thermique des graines (temps et
température). Ce traitement thermique a sec est particulierement avantageux car il
peut étre réalisé facilement, sans par exemple contréle de I'numidité relative.
Comme exemplifié dans la présente demande, il est important de bien respecter
les intervalles de temps et température afin de pouvoir inhiber I'activité de la
lipoxygénase interne tout en préservant la fonctionnalité de I'amidon et en

garantissant le rendement d’extraction des différents composants.

[0031] Le respect de cette étape de traitement thermique préalable a ces
conditions particulieres, ainsi que de celles des différentes étapes de ce procede,
permet également I'obtention d’une composition protéique dont les propriétés
fonctionnelles sont particulierement adaptées aux applications de boissons
enrichies en protéines : organoleptique améliorée, pouvoir gélifiant diminué et

pouvoir émulsifiant amélioré.

[0032] Dans un mode encore plus préfére, la température est comprise entre 110
et 120°C, par exemple de 120°C. Ce choix permet d’obtenir une viscosité de
composition protéique trés basse, ce qui est un avantage supplémentaire dans
certaines applications alimentaires telles que les boissons hyperprotéinées.

[0033] Cette étape se termine optionnellement par [I'élimination des fibres
externes du pois (enveloppe externe cellulosique) par une étape bien connue

également appelée « dehulling ».

[0034] Le procédé selon linvention comprend une étape ii) de broyage des

graines en farine et mise en suspension dans une solution aqueuse.

[0035] Le broyage est effectué par tout type de technologie adéquate connu de
'nomme du meétier tel que des broyeurs a billes, des broyeurs coniques, des
broyeurs hélicoidaux, des broyeurs a jets d’air ou bien des systeémes rotor/rotor.

[0036] Lors du broyage, de l'eau peut étre ajoutée de maniére continue ou
discontinue, au début, au milieu ou en fin de broyage, afin d’obtenir en fin d’étape
une suspension aqueuse de pois broyés titrant entre 15% et 25% en poids de
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matiére séche (MS), préférentiellement 20% en poids de MS, par rapport au poids
de ladite suspension.

[0037] En fin de broyage, un contréle du pH peut étre effectué. De préférence, le
pH de la suspension aqueuse de pois broyeés en fin d’étape ii) est ajusté entre 8 et
10, préférentiellement le pH est ajusté a 9. La rectification de pH peut étre
effectuée par ajout d’acide et/ou de base, par exemple de la soude ou de I'acide
chlorhydrique. L'utilisation d’acide ascorbique, d’acide citrique ou de potasse et de
soude sont préférés.

[0038] Le procédé selon linvention consiste ensuite en une étape iii) de
séparation des composants solubles de la suspension aqueuse, de préférence par
force centrifuge. Cette étape permet de séparer les fractions solubles des fractions
insolubles de la suspension. Les fractions insolubles sont majoritairement
constituées d’amidon et de polysaccharides appelés « fibres internes ». Les
proteéines sont concentrées dans la fraction soluble (surnageant).

[0039] Amidon et fibres peuvent également étre séparés en realisant une
premiére étape de tamisage pour éliminer les fibres internes du pois. Cette
premiére étape est rendue nécessaire par le fait que les fibres internes du pois se
lient trés facilement a I'amidon et aux protéines du pois. Il faut alors multiplier les
lavages de ces fibres afin d’en extraire I'amidon ou les protéines associées. Aprés
cette étape de tamisage, on effectue une centrifugation de la suspension
débarrassée des fibres internes pour générer une « phase légére » contenant
majoritairement les protéines, et une « phase lourde » contenant majoritairement

['amidon.

[0040] Le procédé selon l'invention comprend une étape iv) d’extraction des
protéines des composants solubles. La dite extraction peut étre réalisée par tout
type de procédé adéquat, tel que notamment la précipitation a pH isoélectrique

des protéines ou encore la thermocoagulation par chauffage.

[0041] De maniere préferentielle, I'extraction des protéines consiste en une étape
de coagulation des protéines dans une solution aqueuse a un pH compris entre 4
et 6, préférentiellement 5, suivi d'un chauffage a une température comprise entre
45 et 65°C, préférentiellement 55°C.
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[0042] Le temps de contact peut étre compris entre 1 min et 30 minutes, par
exemple entre 1 min et 10 min, préférentiellement entre 3 min et 5 min, encore
plus préférentiellement 5 min. Le but est ici de séparer les protéines de pois
d’'intérét des autres constituants du surnageant de I'étape iv). Il est capital de bien

contrller le baréme temps/température.

[0043] De maniere preférée, le chauffage est réalisé par injection indirecte de

vapeur, par exemple dans une double-enveloppe équipant une cuve agitée.

[0044] Les protéines coagulées également appelées floc protéique coagulé
peuvent ensuite étre récupérées par centrifugation. On sépare ainsi les fractions
solides ayant concentré les protéines, des fractions liquides ayant concentré les
sucres et les sels. Le floc est ensuite mis en suspension dans une solution
aqueuse de préférence dilué avec de I'eau. La matiere séche est alors ajustée
entre 10% et 20%, préférentiellement 15% en poids de matiére séche par rapport
au poids de ladite suspension.

[0045] On peut rectifier ensuite le pH du floc protéique a une valeur comprise
entre 6 et 8, préférentiellement 7. Le pH est ajusté a l'aide de tout réactif(s)
acide(s) et basique(s). L'utilisation d’acide ascorbique, d’acide citrique ou de
potasse et de soude sont préférés.

[0046] On peut réaliser ensuite un traitement thermique entre 130°C et 150°C,
préférentiellement 140°C, pendant entre 5s et 15s, préférentiellement 10s.

[0047] L’'extraction des protéines peut se conclure de maniére préférentielle par
un séchage a l'aide de toute technique connue de '’homme du métier. De maniére
préféreée, le floc protéique coagulé est séché pour atteindre une matiére séche
supérieure a 80%, préférentiellement supérieure a 90% en poids de protéines par
rapport au poids de ladite matiere séche. On utilise pour ce faire toute technique
bien connue de 'homme du métier comme par exemple la lyophilisation ou bien
encore l'atomisation. L’atomisation est la technologie préférée, en particulier

I'atomisation a multiple effet.

[0048] La teneur en matiére séche est mesurée par toute méthode bien connue
de 'homme de I'art. De maniére préférentielle, la méthode dite « par dessiccation
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» est utilisée. Elle consiste a déterminer la quantité d’eau évaporée par chauffage
d’'une quantité connue d’un échantillon de masse connue : On pése I'échantillon
au deépart et on mesure une masse m1 en g ; On évapore I'eau en plagant
I'échantillon dans une enceinte chauffée jusqu’a stabilisation de la masse de
I'échantillon, I'eau étant complétement évaporée (de préférence, la température
est de 105°C sous pression atmosphérique), on pése I'échantillon final et on
mesure une masse m2 en g. La matiére seche est obtenue par le calcul suivant :
(m2/m1)*100.

[0049] Selon un second aspect de [linvention, il est donc proposé une
composition protéique de Iégumineuse, dans laquelle la Iégumineuse est
notamment choisie parmi le pois, le lupin et la féverole, susceptible d’étre obtenue
selon un procédeé tel que décrit dans le premier aspect de ladite invention.

[0050] De maniére préférentielle, la composition protéique de légumineuse selon
I'invention présente une richesse en protéine supérieure a 80%, préférentiellement
supérieure a 85%, encore plus préférentiellement supérieure a 90% en poids de

protéines par rapport au poids total de la matiere séche.

[0051] La richesse en protéine est mesurée par toute technique bien connue de
'nomme du métier. De préférence, on réalise un dosage de l'azote total (en
pourcentage en poids d’azote par rapport au poids sec total de la composition) et
on multiplie le résultat par le coefficient 6,25. Cette méthodologie bien connue
dans le domaine des protéines végeétales se base sur le constat que les protéines
contiennent en moyenne 16% d’azote. Toute méthode de dosage de la matiére

seche bien connue de 'homme du métier peut étre également utilisée.

[0052] Comme exemplifié ci-dessous, la composition protéique selon l'invention
est innovante car son profil organoleptigue est amélioré, en particulier la
composante « vegeétale » ou « beany ». Cette composante est classiquement
évaluée a l'aide d’'un panel de dégustation organoleptique. On peut également
caractériser cette différence en analysant les composés volatils a 'aide d'une

chromatographie en phase gaz équipée d’'un spectrophotométre de masse.

[0053] Cette composition peut également étre caractérisée par un pouvoir
gelifiant optimisé, en ce qu'il est réduit d'un facteur d’environ 2 par rapport a une
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composition protéique de légumineuse obtenue par un procédé de production ne
comprenant pas d’'étape de traitement thermique des graines de Iégumineuse.

[0054] Par « pouvoir gélifiant », on entend la propriété fonctionnelle consistant en
I'nabilité d’'une composition protéique a former un gel ou un réseau, faisant
augmenter la viscosité et faisant générer un état de la matiere intermédiaire entre
les états liquides et solides. On peut également utiliser le terme « force de gel ».
Pour quantifier ce pouvoir gélifiant, il est donc nécessaire de générer ce réseau et
d’évaluer sa force. Pour effectuer cette quantification, dans la présente invention,
on utilise le test A dont la description est la suivante :

1) Solubilisation a 60°C+/- 2°C de la composition protéique testée dans de 'eau
titrant 15% +/- 2% en matiére séche et a pH 7;

2) Agitation pendant 5 min a 60°C +/- 2°C;

3) Refroidissement a 20°C +/- 2°C et agitation durant 24 heures a 350 tr/min;

4) Mise en ceuvre de la suspension dans un rhéomeétre a contrainte imposée
€équipé avec un cylindre concentrique;

5) Mise en ceuvre d'un profil de température suivant:

a. Phase 1: chauffage d’'une température de 20°C +/- 2°C a une température de
80°C +/- 2°C en 10 minutes;

b. Phase 2: stabilisation a une température de 80°C +/- 2°C pendant 120 minutes;

c. Phase 3: refroidissement d’'une température de 80°C +/- 2°C a une température
de 20°C +/- 2°C en 30 min

6) Mesure du pouvoir gélifiant exprimé en Pa.

[0055] De maniére préeférée, les rhéometres a contrainte imposée est le modéle
AR 2000 de TA instruments, équipé d’'une géométrie Duvet et d’'un systéme de
régulation de température a effet Peltier. Afin d’éviter les problémes d’évaporation
a haute température, de I'huile de paraffine est ajoutée sur les échantillons.

[0056] Un «rhéométre » au sens de l'invention est un appareil de laboratoire
capable de faire des mesures relatives a la rhéologie d’'un fluide ou d'un gel. |l
applique une force a ['échantillon. Généralement de faible dimension
caractéristique (trés faible inertie mécanique du rotor), il permet d’étudier
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fondamentalement les propriétés meécaniques d'un liquide, d'un gel, d'une

suspension, d’une pate, etc., en réponse a une force appliquée.

[0057] Les modeles dits « a contrainte imposée » permettent, en appliquant une
sollicitation sinusoidale (mode oscillation), de déterminer les grandeurs
viscoélastiques intrinseéques de la matiére, qui dépendent notamment du temps
(ou de la vitesse angulaire w) et de la température. En particulier, ce type de
rhéometre permet d’accéder au module complexe G*, permettant lui-méme d’avoir

accés aux modules G' ou partie élastique et G" ou partie visqueuse.

[0058] Cette composition peut également étre caractérisée par un pouvoir
émulsifiant optimisé, en ce qu’il est augmenté d’'un facteur d’environ 2 par rapport
a une composition protéique de légumineuse obtenue par un procédé de
production ne comprenant pas d'étape de traitement thermique des graines de

legumineuse.

[0059] Par « pouvoir émulsifiant », ou également « capacité émulsifiante », on
entend la quantité maximale d’huile pouvant étre dispersée dans une solution
aqueuse contenant une quantité définie d’émulsifiant avant rupture ou inversion de
phase de I'émulsion (Sherman, 1995). Afin de la quantifier, la Demanderesse a
développé un test permettant de la quantifier aisément, rapidement et de maniére
reproductible :

- 0,2g d’échantillon du produit est disperseé dans 20ml d’eau,

- La solution est homogénéisée avec un appareil Ultraturax IKA T25 pendant 30
sec a une vitesse de 9500 rpm,

- Ajout de 20ml d’huile de mais sous homogeneéisation dans les mémes conditions
que I'étape 2 précédente,

- Centrifugation 5 minutes a 3100g,

- Si on obtient une bonne émulsion, on recommence le test au point 1 en
augmentant les quantités d’eau et de mais de 50%,

- Si on obtient une mauvaise émulsion (déphasage), on recommence le test au
point 1 en diminuant les quantités d’eau et de mais de 50%,

- La quantitée maximale d’huile (Qmax en ml) pouvant étre émulsifiee est ainsi

déterminée de maniére itérative,
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- La capacité émulsifiante est donc la quantité maximale d’huile de mais pouvant
étre émulsifiee par grammes de produit,

- Capacité emulsifiante = (Qmax / 0,2)*100

[0060] Selon un dernier aspect de linvention, il est proposé les utilisations
industrielles, en particulier alimentaires animales et humaines, de la composition
protéique de légumineuse, préférentiellement de l'isolat protéique de [égumineuse,
choisi entre le pois, le lupin et la féverole, encore plus préférentiellement de l'isolat
protéique de pois selon 'invention.

[0061] Comme exemplifié ci-dessous, les compositions protéiques obtenues en
pratiquant le procédé selon l'invention peuvent étre caractérisées par un profil
organoleptique améliore, une force de gel divisée par au moins un facteur 2 et un
pouvoir émulsifiant au moins doublé en comparaison avec des compositions
protéiqgues de légumineuse obtenues sans traitement thermique des graines de
légumineuses. Ces caractéristiques sont particulierement adaptées aux boissons
enrichies en protéines telles que les RTD (« Ready To Drink »), les alternatives au
lait base végétale ou bien les boissons en poudres a reconstituer ou « Powder-mix

».

[0062] L’amélioration du profil organoleptique est clé pour le consommateur final
mais la baisse du pouvoir gélifiant permet egalement une augmentation de la
teneur en protéique sans résulter en une boisson trop épaisse. Enfin, le pouvoir
emulsifiant est également susceptible d’intérét, p.e. afin de stabiliser des acides
gras essentiels

[0063] L’invention sera mieux comprise a l'aide des exemples non-limitatifs ci-

dessous.
Exemples

[0064] Exemple 1 : Influence des paramétres de chauffage des graines de

[égumineuse dans la méthode de production de protéine.

[0065] On utilisera pour cet exemple des graines de pois jaunes (Pisum Savitum)
nettoyées et débarrassées de corps externes tels que les cailloux.
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[0066] Plusieurs technologies de traitement thermique sont appliquées a fin
comparative :

- Etuve ventilée, 2 a 10 min, 80° a 120°C

- Four micro-ondes, 30 s a 3 min, 1000W

- Autoclave, 5 a 15 min, 100°c a 120°c

[0067] Le procédé d’extraction des protéines et amidon suivant est ensuite
appliqué :

- Séparation des fibres externes et des cotylédons de pois

- Broyage des cotylédons de pois a I'aide d’'un moulin de pierre

- Mise en suspension de la farine dans de I'eau a 17% de matiére séche (MS),
20°C+/- 2°C etph de 7 +/-1

- Agitation pendant 30 min

- Separation des insolubles (amidon et fibres internes) par centrifugation 1000G
5min,

- Rectification a pH 5 du surnageant

- Chauffage a 55°C pendant 20 min dans un récipient équipé d’'une double-
enveloppe et d’une agitation,

- Récupération de la composition protéique par centrifugation 5000G 5min

- Rectification du pH a 7 avec NaOH 1N

- Traitement thermique par injection directe 140°c 10 secondes

- Séchage par atomisation

[0068] On réalise plusieurs mesures pour qualifier et comparer les différents
procédes :

- Etat de dénaturation de I'amidon par DSC et mesure de I'enthalpie

- Calcul du rendement (Rdt) de récupération en protéines (Quantité de protéines
extraites/quantité de protéines totales).

- Flaveur par dégustation. Cette composante est évaluée a l'aide d'un panel de

dégustation organoleptique.

[0069] Les résultats sont présentés dans le tableau 1 suivant :
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[0070] [Tableau 1]

Echantitons Flaveur Qualite amidon | Rdt Protetnes
Efve ventilée £ R0%C 7 1000 mun brule Ok Ok
Erave ventilde 7 120°C 7 10-60 nun brule + Ok Aayen
Efuve vertilée £ 150°C brulé ++ Ok Mauvnis
Frove ventilée 7 88 ok Ok Ok
Eruve ventilde / 80° ok Ok O3k
Etuve venitlée 7 120°C 7 2 yin Ok Ok Qk
Brove ventdee S 120°C 7 Smm Ok Ok ok
amoglavage S S pun S 120°C POIS Ok Qk
avtockivage 7 10 mm / 1H1O°C pois Ok ok
autoclavage 7 15 pun /100°C Pogg + Ok all
nmitcro-ondes S 130 i brale + famidre - | ok ok
paoro~ondes £ 3 min brofé ++ Jandre ++ | ok ok
mere-ondes S 30 s POIS ok ok
pacro-ondes £ 60 5 brulé ok ok
mero-ondes SO0 § Bnle + ok ok

[0071] Le prétraitement par chauffage a sec, permet d’améliorer la flaveur des
protéines obtenues tout en préservant la fonctionnalité¢ de I'amidon et en

garantissant le rendement d’extraction des différents composants.

[0072] Exemple 2 : Exemples visant a démontrer I'effet d’un traitement thermique

a sec sur la qualité de la composition protéigue obtenue.

[0073] Le but de cet exemple est de démontrer I'effet d’un traitement thermique a

sec sur la qualité de la composition protéique obtenue.

[0074] - Trois prétraitements des graines sont étudiés :

a. Pas de prétraitement

b. Etuve ventilée 4 min 100°C

c. Etuve ventilée 2 min 120°C

- Séparation des fibres externes et des cotylédons de pois

- Broyage des cotylédons de pois a I'aide d’'un moulin de pierre

- Mise en suspension de la farine dans de I'eau a 17% de MS, 20°C+/- 2°C et ph
de 7 +/-1

- Agitation pendant 30 min

- Séparation des insolubles (amidon et fibres internes) par centrifugation 1000G 5
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min

- Rectification a pH 5 du surnageant

- Chauffage a 55°C pendant 20 min dans un récipient équipé d’'une double-
enveloppe et d’une agitation

- Récupération de la composition protéique par centrifugation 5000G 5 min

- Rectification du pH a 7 avec NaOH 1N

- Traitement thermique par injection directe 140°c 10 secondes

- Séchage par atomisation.

[0075] On réalise plusieurs mesures pour qualifier et comparer les différents
essais :

- La teneur en matiere séche mesurée par dessication.

- La teneur en protéine calculée en dosant I'azote total et en multipliant le résultat
par un coefficient de 6,25)

- Rendement de récupération protéique (quantité de protéine extraite/quantité de
proteine totale)

- Activité émulsifiante mesurée par le test développé par la Demanderesse décrit
précédemment.

- Force de gel mesurée par le test A tel que décrit précédemment.
[0076] Les résultats sont résumeés dans le tableau 2 ci-dessous :

[0077] [Tableau 2]

M& (%} NS,25 (%} Rendement {95} "Activité Force de gel {Pa}

emiisiftante {mi
huile / gt

Pas de 96.4 91.3 2.2 256 ind

préteaitement

Eigve ventiide / 4 4.2 0.4 R 450 31

min § 100°C

Btuve vertitée /2 a7 91.1 74 558 51

min £ 320°C

[0078] Les compositions protéiques selon l'invention possédent une capacité
émulsifiante quasi-doublée et une force de gel réduite.

[0079] La viscosité des compositions protéiques sont mesurées a l'aide d’'un
rhéométre TA Instrument AR 2000 équipée d'une géométrie Duvet et d'un
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systeme de régulation de température a effet Peltier. La mesure est réalisée a une
température de 20°C et a un taux de cisaillement 0.006 a 600s-1 en 3 min.

[0080] La composition protéique selon I'invention réalisée avec une température
de 120°C posséde également une viscosité plus réduite (figure 1).

5 [0081] Par ailleurs, un procédé similaire au procédé de fabrication de la
composition protéique a. (celle obtenue sans prétraitement) est réalisé, en
remplagant le broyage des cotylédons de pois a l'aide d’'un moulin a pierre par un
broyage humide des cotylédons de pois tel que décrit dans le document WO
2019/053387 a l'exemple 1. Ce broyage consiste en la mise en ceuvre des

10 cotylédons de pois dans une solution aqueuse a 80°C, le traitement thermique
pendant 3 minutes en maintenant a cette température de ladite solution, la
récupération puis le refroidissement a 10°C de ces pois en les plongeant dans de
I'eau régulée a 7°C, puis le broyage de ces pois en solution. A I'issue du procédeé
est obtenue une composition protéique comparative présentant une force de gel

15 qui n’est pas diminuée par rapport au la composition protéique a.
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Revendications

Procédé de production d'une composition protéique légumineuse
comprenant les étapes suivantes :

i) traitement thermique a sec des graines de légumineuses a une
température comprise entre 70 et 130 °C, par exemple entre 80 et 125°C,
notamment entre 100°C et 120°C, pendant 1 a 6 minutes, par exemple de
1,5 a 5 minutes, notamment de 2 a 4 minutes;

ii) broyage des graines en farine et mise en suspension de la farine dans
une solution aqueuse ;

iii) séparation des composants solubles de ladite suspension de préférence
par force centrifuge ;

iv) extraction de protéines desdits composants solubles.

. Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que la farine dans

I'étape ii) est mise en suspension aqueuse a une concentration de 15 a
25% en poids de matiére séche, de préférence 20% en poids de matiére

séche par rapport au poids de la suspension.

Procédé selon la revendication 1 ou 2 caractérisé en ce que I'étape iv)
d’extraction des protéines comprend I'étape de :

- coagulation des protéines dans une solution aqueuse a un pH compris
entre 4 et 6 et traitement thermique de la solution entre 45°C et 65°C, de

préférence 55°C.

Procédeé selon la revendication 3 comprenant en outre les étapes de :

- récupération des protéines coagulées de préférence par centrifugation et
mise en suspension des protéines dans une solution aqueuse;

- ajustement du pH de la solution aqueuse de protéines entre 6 et 8,
préférentiellement 7;

- traitement thermique de la solution agueuse de protéine entre 130°C et
150°C, préférentiellement 140°C, pendant 5s a 15s, de préférence 10s.

Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 4 comprenant en

outre une étape de séchage de la suspension aqueuse des protéines.
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6. Procédé de production selon I'une quelconque des revendications 1 a 5
caractérisé en ce que les graines de légumineuse sont choisies parmi le

pois, le lupin et la féverole.

7. Procédé de production selon la revendication 6 caractérisé en ce que les
graines de légumineuse sont des graines de pois.

8. Composition protéique de légumineuse susceptible d’étre obtenue selon un

proceédé de production selon I'une quelconque des revendications 1 a 7.

9. Utilisation d’une protéine légumineuse selon I'une quelconque des

revendications 1 a 7 dans la fabrication d’aliments.
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