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ROYAUME DE BELGIQUE BREVET D’INVENTION

Y
N 882.769
Classit. tnternat.: Al?s

te: 3-1 -97. I

rl

Le Minlsire des Affaires Economiques,

Vu la loi du 24 mai 1354 sur les brevets dinvention ;

Vu la Convention &Union pour la Proiection de la Propritté Industriells ;

Vu le procis-verbal dressé ke 11 avril 97680 ¢ 14 M o8
o4 greffe du Gouvernement provincial de Lidge;

ARRETE :

Article 1. — Il ext déiivé @ la S5té dite : NOVO INDUSTRI A/S,
Novo Allé, DK-2880 Bagsvaerd, (Danemark),

repr. par Mr. M. Van Malderen , p/a Freylinger & Associés
8.P.R.L., 145 boulevard de la Sauveniére, Bte 031, 4C00
Liége,

un brevet dinvention pour: Perfectionnements relatifs & un procédé
de production d'un produit protéique végétal purifié et
produits obtenus,
(Inv. : P. Barbesgaard, G.W. Jensen et H.A.S. Olsen)

qu'elle déclare avoir fait 1l'objet d'une demands de brevet
déposée au Danemark le 14 mars 1980, n°® 1098/80

Ariole 2. — Ce brevet lui est ddliwé sans examen priclable, & se3 risques of
plrils, sans gorantie soit de la rdalité, de la nouveaisé ou du mérite de linvention, soit
de lexactitude de la description, et sans préjudics’ du droit des tiers.

Au présent arité demesrera joint un des doudles de la spécification de linvention
(mémoire descriptif et éventuellement dessins) signés par Pintéressé et diposds & Fappul

de 33 demande de brevet.
Bruxelles, le 30 avril '!80

PAR DELEGATION SPRCIALE:
Ls Disectour

/y

L. SALPETEUR
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Mémoire descriptif déposé a l'appui de la demande de brevet pour ¢

PERFECTIONNEMENTS RELATIFS A WN PROCEDE DE PRODUCTION D *UN PRODUIT
PROTEIQUE VEGETAL PURIFIE ET PRODUITS OBTENUS.

formée par

NOVO INDUSTRI A/S a DK-2880 Bagsvaerd, Danemarke.

1 . Faisant 1'objet d'une demande de brevet déposée au Danemark le
14 gars 1980 sous le n* A o3 P/ po -Qéa,

.

‘ ' Inventeur(s) : ¢ BN;QM‘OM ) fb w. ’3%.5.,—- X

@6 ».n.s. ollsew .
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Comme on peut le constater dans la 1lit-
térature précitée, un concentrat de soya est un pro-
duit protéique purifié de soya contenant environ 70%
de (¥ x 6,25) ot un produit dtigsolation de soya est
un produit de soya davantage purifié contenant au
moins environ 90% de (N x 6,25), ces pourcentages
étant calculés syr la base d'une matidre séche, Pour
des raisons de bridveté, (K x 6,25) smera désigné ci-
aprés par 1l!'expression "protéine’s On obtient habi-
tuellesent le praduit d'isolation de soya par précipi-
tation & l'acide comme représenté en figure 1 A la-
quelle on se référera 6¢a1¢nent ci-aprds, tandis que
le rendement en protéine est d'environm 60%, clest=k=
dire que 60% seulemont de la protéine contenue dans
les féves de soya sont récupérés dans le produit
d'isolation de soya, Des essais ont été entrepr:l.-

vue d'augmenter le rendement en produit d'isolation
de soya par le procédé de précipitation & 1l'acide
mais, jusqu'd présent, ces essais ntont pas été couron-
nés de succds,

Dés lors, la production d'un produit pro-
téique végétal purifié, en particulier, d'un produit
d'isolation de soya, peut encore 8tre améliorée en ce
qui concerne le rendement, mais ce produit protéique
végétal purifié, en particulier, le produit d'isola-
tion de soya peut encore 8tre anélioré en ce qui con-
cerne la teneur en acides aminés sulfurés ot, d'une
sanidre générale,en ce qui concerne la teneur totale
en acides aminés essentiels.

Dans le brevet belge n® 792,665 et dans-
le brevet des Etats~Unis d'Amérique n*® 3,640,723, on
décrit des traitements enzymatiques d'une matidre 3
base de soys afin de pravoquer la solubilisation des
polysaccharides, Toutefois, aucun de ces ‘procédés
connus de solubilisation des polysaccharides dans une
matidre A base de soya ne donne des produits protéi-
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ques finals ayant une teneur en protéine (basée sur la
matidre séche) supérieure 3 celle du concentrat pro-
téique de soya, Les produits obtenus par les procédés
connus indiqués ci-dessus sont des protéines parfaite-
ment appropriées pour les fourrages, mais ils n'ont
sucune valeur en ce qui concerne 1tapplication pour
laquelle le produit d' isolation de soya est approprié,
Aucun procédé connu pour 1'élimination des polysaccha-
rides des matidres premidres mentionnées ci-dessus ne
comprend une décomposition enzymatique au moyen d'un
produit enzymatique exempt de ou pauvre en protéinase.

La présente invention a pour objet de
fournir un procédé économiquement intéressant pour la
production d'un produit protéique végétal purifié asyant
une haute teneur en protéine et une haute teneur totale
en acides aminés essentiels, en particulier, en acides
aninés sulfurés,

Suivant la présente invention, on prévoit
un procédé de production d'un produit protéique végé-
tal purifié par élimination de 1a rémanence (consti-
tuée principalement de polysaccharides) d'une protéine
végétale dégraissée ou dégraissée eot, en outre, par-
tiellement purifiée en particules d'une granularité
inférieure & environ 2,5 mm que 1'on appellera ci-aprés
"natidre de dépaft", ce procédé consistant a traiter
1a matidre de départ avec un produit enzymatique ayant
une activité solubilisante de rémanence (ou rémanase),
le rapport entre l'activité protéolytique en unités
"SUN". (que 1'on définira ci-aprds) et 1t'activité de
rémanase mesurée en unités "SRU" (que 1'on définira
ci-aprds) étant inférieur & environ 4 dans un milieu
aqueux A un pH ne s'écartant pas de plus de 1,5 unité

du point isoflectrijque de la partie principale de 1a fraction pro-

téique de la matidre de départ, ainsi qu'd une tempé-
rature se situant eatre environ 20 et environ 60°C
jusqu'd ce qu'au moins 25% de 1a rémanence aient été

P
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solubilisés pour séparer ensuite, du produit surna-
geant, la phase solide contenant le produit protéi-
que végétal purifié,

Ainai qu'on 1l'exposera ci-aprés de ma-
nidre plus détaillée, la rémanase est une enzyme qui
solubilise 1la rémanence, laquelle eat identique aux
polysaccharides contenus dans le résidu mentionné a
1la page 38 de l'article précité de Waggle et Kolar.
On se référera également 3 la figure 1 dans laquelle
la rémanence apparaft comme partie principale d'une
des fractions résiduaires du procédé traditionnel de
formation d'un produit d'isolation, On peut trouver
une description d'une rémanase exempte de protéinase
dans "Agric. Biol, Chem.", 43 (9), 1855 - 1862, 1979,
en se référant en particulier & la fraction D men-
tionnée & la page 1858, Etant donné que la rémanence
est constituée de matidres d'une nature chimique dife
férente, il est préférahle que le produit enzymati-
que mentionné ci-dessus et ayant une activité solubi=-
lisante de rén_anence contienne plus d'une espéce enzy-
matique,

De fagon étonnante, suivant 1l'invention,
on peut obtenir ce produit protéique végétal purifié
a 1l'échelle industrielle et de maniére économiquement
intéressante au moyen d'un produit de rémanase exempt
de ou padvre en protéase, C'est ainsi que, dans le
cas d'un procédé de préparation d'un produit protéi-
que de soya purifié, suivant 1'invention, on peut ob~-
tenir ce produit avec une teneur en protéine d'environ
90% (correspondant au produit d'isolation de soya) si
bien que, en outre, le produit de soya purifié a une
teneur plus élevée en acides aminés sulfurés que le
produit dfisolation de soya traditionnel, Suivant
lt'invention, on peut obtenir un produit d'isolation

. de soya avec un rendement de 85%,
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Seion 1ltinvention, la protélne végétale
dégraissée en particules d'une granularité inférieure
a environ 2,5 mm comprend notamment de la farine de
faves de soya dégraissées, de la farine de semences
de colza dégraissées, de la farine de semences de
coton dégraissées, de la farine de semences de tour=
nesol dégraissées et de la farine d'arachides dé-
graissées,

Selon 1l'invention, la protéine végétale
dégraissée et, en outre, partiellement purifiée en
particules d'une granularité inférieure 3 environ
2,5 mm comprend notamment les protéines végétales
dégraissées mentionnées ci-dessus que l'on soumet &
une purification complémentaire par extraction de
composés 4 bas poids moléculaire afin que la protéine
et les polysaccharides restent insolubles,

De préférence, la granularité des parti-
cules de la matidre de départ est inférieure A 1 mm,
plus avantageusement inférieure A 0,5 mm et, mieux
encore, inférieure a 0,1 mm,

La rémanase utilisée dans le procédé
suivant 1l!invention peut 8tre obtenue au moyen de
plusieurs micro-organismes produisant des enzymes
pectolytiques, de préférence, les champignons, par

exemple, Aspergillug niger (y compris les souches
connues sous les noms A, awamori, A, foetidus,

A, phoenicis, A, saitoi et A, usamii), Mucor racemosus,

Rhizopus nigricans, Botrytis cinerea (Wolnak and
Associates, "Present and Future Technological and
Commercial Status of Enzymes", décembre 1972, "Natio-
nal Science Foundation", Ministére du Commerce des
Etata-Unis d'Amérique) et Irpex lacteus ("Agric,
Biol, Chen.", 43 (9), 1855 - 1962, 1979).

La protéinase peut 8tre éliminée par-
tiellement ou cosplitement de la rémanase utilisée
suivant l'invention de diverses manidres dont cer-
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taines sont reprises ci-aprés, Un produit de rénanaseo
déja existant et ayant une teneur relativement élevée
en protéase, par exemple, la pectinase commerciale
préparée avec Aspergillus niger, par exemple ,"PECTINEX"
de "Novo Industri A/S", peut &tre soumis 3 un traite-
ment physique ou chimique permettant d'éliminer ou
d'inactiver sélectivement 1'activité de protéase, Ce
traitement peut &tre un traitement aux rayons ¥ comme
décrit dans la publication de brevet japonais n°
1076-481, ou une séparation chromatographique. Un
micro-organisme producteur de rémanase et ne formant
aucune protéinase ou n'en formant que de trds faibles
quantités peut dtre utilisé pour obtenir le produit
de rémanase exempt de ou pauvre en protéase, Ces
souches pauvres en protéinase peuvent &tre obtenues
par mutation d'un aicro-organisme producteur de réma-
nase.

De préférence, le rapport eatre les ac-
tivités protéolytiques mesurées en unités "SUN" et

. en unités "SRU" est inférieur a 1, mieux encore, in-

férieur a4 0,25.

On se référera utilement aux figures 1
a 3 annexées qui représentent :

figure 1, un tableau comparatif d'un
procédé traditionnel avec produit d'isolation et d'un
procédé 2 la rémanase;

figure 2, la courbe du pourcentage de
polysaccharides solubilisés vis-i-vis du dosage de
npémanase” A/S,

figure 3, le pourcentage de polysac-
charides, exprimé en fonction du teaps en minutes,

Au cours du procédé suivant 1'invention,
le rapport entre l'activité de rémanase en unités
"SRU" ot la matidre de départ (en grammes) doit se
situer entre 15 et 500, de préférence, entre 100 et
300, mieux encore, entrs 175 et 225, On so référera




10

15

20

as

EE

0 ' [ ] L.
000 e o":, 098 &% §f?

o E - . . . . e @ a1 zx‘ i
h 3”3 LN $ ot { i : ::i o

.. oto- o

2 1a figure 2 qui montre le pourcentage de polysac-
charides solubilisés vis-i-vis du dosage de rémanase
exprimé en unitéa "SRU"/g de flocons blancs broyés
dans les conditions de réaction suivantes :
Substrat : S = 108 de flocons blancs broyés décortiqués
pH = 4,5

Température : 50°C

Temps de réaction : 120 minutes

Dosage de rémanase A/S : 0-240 unités nSRU" /g de
flocons blancs,

Le rapport pondéral entre le liquide et
le solide au cours du traitement enzymatique doit se
situer entre 20:1 et 5:1 et il doit 8tre, de préfé-
rence, dtenviron 10:1,

- Le pH régnant au cours de 1thydrolyse
ne doit pas s'écarter de plus de 1 »5 unité, de préfé-

- pence, de plus de 1 unité et, mieux encore, de plus

de 0,5 unité du point isoélectrique de la partie prin-
cipale de la fraction protéique de la matidre de dé- .

part, Dans la forme de réalisation de loin préférée,

le pH régnant au cours de 1'hydrolyse est égal ou

| . presque égal au point isoélectrique de la partie prin-

cipale de 1a fraction protéique de la matidre de dé-
part, A cet égard, on se référera au tableau ci-aprds
faisant ressortir les points isoélectriques de la
partie principale de la fraction protéique de cer-
taines matidres de départ que l'on peut traiter par
le procédé de 1!'invention,

Soya 4 » 5
Colsa 3,6 6,0
Coton ' | pas de con- conser-
servation ¢ §,5 vation :
3,5
Tournesol 4,0
Arachide 4,5
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81 le pH optimua de la rémanase utilisée
pour 1lthydrolyse s'écarte trop (par exemple, de plus .
de 1,5 unité de pH) du point isoélectrique de la par-
tie principale de 1la fracticn protéique de la matidre
de départ i traiter, on peut avantageusement effectuer
1'hydrolyse au pi optimum ou & peu prds au pH optimum
de la rémanase, aprés quoi on régle le pH au point
isoélectrique ou 3 peu prds au point isoélectrique de
1a partie principale de 1a fraction protéique de la
matidre de départ avant de séparer la phase solide
du produit surnageant.

La température d'hydrolyse se situe dans
1'intervalle allant de 20 2 60°C, de préférence, de
40 & 55°C et, mieux emcore, cette température est
d'environ 50*C.

Bien entendu, la durée de 1'hydrolyse
dépend de 1'activité de rémanase pir rapport 3 la
quantité de rémanence, Afin d'éviter une croissance
microbienne, i1 est souhaitable de raccourcir le plus
posaible le teaps d'hydrolyse. Dans la pratique nor-
male, lo temps d'hydrolyse varie entre 2 et 4 heures,
On se référera d la figure 3 qui indique le pourcen=-
tage de polysaccharides solubilisés en fonction du
temps dans les conditions de réaction suivantes:
Substrat : 2% rémanence de soya isolée
pH = 4,5
Température : 50°C
Dosage de rémanase 3 1,000 unités "SRU" par gramme de
rémanence de soya isolée,

Afin d'obtenir un produit protéique végé-
tal purifié acceptable, {1 convient de solubiliser au
soins 25% de la rmneﬁce. Une solubilisation 3 25%
de 1a rémanence correspond i une amélioration de la
teneur en protéime (basée sur la matidre séche) allant
do 68% (matidre de départ) A 73% (produit protéique:
végétal purifié), pour autant qu'il n'y ait aucune
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perte de protéine due A 1ltaction protéolytique, On
so référera au tableau ci-aprds qui indique des pour-
centages autres que ceux indiqués ci-dessus pour le
soya.

Teneur en pro- Solubilisation | Teneur en pro-
téine (basée sur | de rémanence | téine (basée
1a matidre sdche) (%) sur la matiédre
de la matidre de séche) du pro-
départ (%) duit protéique
végétal purifié
(%)
68 23 73
68 50 78
68 75 85
68 | 80 86
68 85 88
68 90 89
68 100 92

La séparation entre la phase solide con-
tenant le produit protéique végétal purifié et le pro-
duit surnageant peut 8tre effectuée par les procédés
habituels de séparation entre les solides et les 1li-
quides, par exemple, la filtration, la centrifugation
et la décantation, A des fins de productionm, 1la cen-
trifugation est préférée ot il est particulidrement
préférable de procéder A plusieurs lavages et centri-
fugations combinés.

Nomlenent , la phase solide provanant
du procédé de séparation précité est soumise & un
traitement complémentaire afin d'améliorer la qualité
du produit protéique végétal purifié, On se référera
A 1a figure 1 qui indique les opérations préférées de
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finissage, notamment le réglage du pH, la pasteurisa-
tion et le séchage par pulvérisation,

on décrira ci-aprds le procédé de déter-
aination do 1l'sctivité protéolytique A un pH de 4,5
ot en unités "SUN" (unités d'azote protéique de s0Ya)e

Le substrat protéique de soya est la
fraction de globuline isolée des fives de soya et
vendue dans le commerce sous la marque "Purina 500 B*
par la firme "Ralston Purina®, ,

On incube un échantillon d'enzyme avec
uan substrat en suspension dans les conditiouns indi-
quées ci~dessous : '

Substrat : §,56% de protéine de "Purina 500 B, pH
réglé A 4,5 en utilisant du HC1 6, Température ¢
50°C.

) On effectue lo dosage d'enzyme de la
manidre suivante :

A 90 g de substrat (maintenu sous agita-
tion dans un bain-marie & 50°C), on ajoute 10 g d'un
échantillon d'enzyme dilué de fagon & obtenir une
courbe réactionnelle linéaire dans le laps de temps
de 0 A 20 minutes, On effectue des dosages 3 trois
concentrations d'ensyme (E g/1) et on effectue un
essal témoin avec 10 ml dteau au lieu de 10 g de
1'échantillon d'enzyme, Du récipient réactionnel, on
préldve des échantillons syant chacun un volume d'en~
viron 15 m1 5, 10 et 20 sinutes aprds 1taddition de
1l'enzyme, Immédiatement aprds le préldvement, on
filtre chaque échantillon au moyen d'un filtre en
fibres de verre d'une dimension calculée de telle
sorte que la £iltration ait lieu dans la minute,
Ensuite, on mesure la quantité d'azote solubilisé
contenu dans le filtrat en recourant i l'analyse de
Kjeldahl, Une unité nSUN* est définie par ltactivité
protéolytique qui, par le procédé ci-dessus, libdre
1 jmole d'azote par ainute (mesure effectuée dans le
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Température ceseeee 50°Ce

on effectue le dosage d'enzyme de la ma-
nidre suivante :

A 5,5 ml d'un substrat maintenu dans un
bain agité & 50°C, on ajoute 2 ml d'un échantillon
d'enzyme (dilué de fagon 3 cbtenir une courbe réac-
tionnelle linéaire dans le temps de réaction de § &
20 minutes)e On effectue des dosages A trois concen-
trations d'enzyme E g/l, Pour chacune des trois va-
leurs de E, on effectue deux essais ; dans le premier
eua:l, on arrfte la réaction aprés une durée de §
sinutes tandis que, dans le deuxidme essai, on arréte
la réaction aprds 20 minutes en ajoutant 3 ml d'un
réactif constitué de 2 parties d'éthanol i 96% et de
1 partie de NaOH 0,5N,

Ensuite, on filtre les échantillons et
on mesure la quantité d'équivalents de galactose en
adoptant le procédé au tryptophane/acide sulfurique
pour la détermination de 1la teneur totale en sucre
(Zacharias Dische, "Methods of Biochemical Analysis",
volume 2, page 313)e Une unité de rémanasec de soya
(SRU) est définie par 1l'activité de rémanase qui, par
le procédé ci-dessus, libdre 1 ole d'équivalent de
gfalactose par minute (mesure effectuée dans le temps
de réaction dc § A 20 minutes),

I1 apparatt que la relation SRU-E n'est
pas linéaire, Toutefois, un diagramme de _'U ‘vig-i-
vis de E donne une fonction linéaire, Sur la base de
cotte fonction, on calcule la valeur E (E,) correspon-
dant 3 la valeur, en unités "SRU", de 2 ,nole. de
¢a1&ctone/ninute, L'activité de rémanase ainsi choi-
sie est do -B-E-ng-g unités “"SRU"/g d'enzyme, tandis
que la val.oui correspondante pour 1'activité en unités
USRU™ est la valeur 3 laquelle il est fait ré“ronco
dans la revendicsticn ci-aprés. :

e meadgm -
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Oon a trouvé qu'en plus de 1a lignine,
1a rémanence des semences riches en prdté:lnea était
constituée principalement des polysaccharides suivantss
1) Polysaccharides poctiques constitués
principalement d'acide p-galacturonique, de D-galac=-
tose, de L-arabinose, de D=xylose, de L-fructose ot

" de Lerhamnoseée _

2) Hémi-celluloses.

3) Cellulose,

4) Amidone

pas lors, chaque produit enzymatique de
rénanase est caractérisé par les propriétés suivantes:
- activité protéalytique en unités "SUN"/g d'enzyme
- activité de rémansse on unités "SRU"/g d!enzyme
- rapport entre 11activité protéolytique et 1lactivité

de rémanase en unités ngUN® /nSRU",

) De méme, il est 3 noter que le procédé
suivant l'invention ne nécessite pas la dissolution et
1a reprécipitation de la protéine de soya que l'on
effectue au cours du procédé classique a v e C
un produit d'isolation de soyae Ceci apparalt égale-
ment en figure 1 qui est un aschéma reprenant les dif-
férentes 6tapes du procédé traditionnel avec
un produit d'isolation, ainsi que les étapes du
procédé de 1!'invention (appelé "procédé 3 la rémanase¥).
Au cours de llextraction du procédé traditionnel
avec un produit d'isolation, la protéine est
transférée dans le produit surnageant tandis que, dans
le procédé 3 la rémanase, la protéine reste dans la
phase solide (A 3'exception des nprotéines de petit
1ait"), Do mime, en se référant 2 1a figure 1, on
peut noter que la rémanence ost le composant poly-
saccharide de la fraction solide séparée par la cen-
tritukat:l.on ro’pﬂ..o dans la doeuxidme caso du.rpi'oc‘dé
traditionnel a vy e ¢ un wa 'produit‘ d'isolation.

P R 1
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on peut également utiliser le produit
enzymatique suivant 1t!invention pour 1a production
d'un concentrat de soyae On obtient normalement un
concentrat de soya en lavant de la farine de soya
dégraissée & un pH do 4 3 4,5 lorsque la majeure pare-
tie des protéines restent insolubles avec les fibres
et les polysaccharides insolubles, Si 1tensyme sui-
vant 1'invention est ajoutéé au cours du procédé de
lavage, on obtient une teneur en protéine (calculée
sur la matidre sdche) nettement supérieure i 70% et
se situant habituellement dans 1tintervalle de 75
85% contre une tenour en protéine (calculée sur la

~ matidre s_éche) dlenviron 70% dans le procédé tradi-

tionnel a vec un concentrat de soya. De
fagon étonnanmte, on a trouvé que les propriétés fonc-
tionnelles du concentrat de soya obtenu par le pro-
duit enzymatique suivant 1'invention (en particulier,
les propriétés de gélification, d'éaulsification et
de formation de mousse) étaient supérieures 3 celles
du concentrat de soya classique,

Les cssais 1 et 2 ci-apris {1lustrent un .

procédé de production d'une rémanase que 1'on peut
utiliser dans le procédé de 1'invention, tandis que
les exemples 1 & 7 ci-aprds {llustrent le procédé de
1vinventione
Basall

On prépare la rémanase par fermentation
submergée d'une souche appartenant au genre Aspergil-
lus nigere .
On cultive la souche pendant 6 jours  }
26°C sur une culture inclinée dtagar-agar de Csapec~-
DoXe - .
on prépare un ballon de Fernbach avec un

‘substrat d'agar-agar de 1a composition suivante :
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Peptone "Difco" 6 g

Aminoline "Ortana’ 48
Glucose | 1g
Extrait de levure npifco® 3¢
Extrait de viande "Difco" 1,5¢
mzro 4 "Merchk! 20 ¢
Extrait de malt "Evers" 20¢

nzo dtéchange d!ions, pour compléter 2 1,000 mle

On rdgle lc pH & une valeur comprise
entre 5,30 ot 5,35, Ensuite, on ajoute 40 g d'agar-
agar "Difco" et on effectus 1la stérilisation en suto-
clave. On tranafdre ensuite des spores de l'agar-
agar de "Czapec-Dox" dans le ballon de Fernbach ol

. 1'on effectue 1'incubation pendant 6 jours a 26°C,

On prépare une charge du substrat dans
une cuve d'insculation contenant 300 litres d'un subs~
trat nutritif de la composition suivante 3

Liqueur de macération du safs "Rofec" 24 g/1
. Glucose 24 g/1
caco, s g/}
Huile de soya S g/l.

On rigle le pH & 5,5 avant 1l'addition de
c._coa. On effectue la stérilisation pendant 30 minu-
tes & 121°C, Ensuite, on transfére tout le contenu
du ballon de Pernbach dans 1la cuve d'incubation, Au
cours de la culture effectuée dans la cuve d'inocula-
tion & 26°C, le rapport d'aération est de 1 litre nor-
mal par litre do bouillon de culture et par minute,
tandis que 1l'agitation est effectuée 3 une vitesse
périphérique de 4 a/seconde, La pression est de
0,5 atmosphire,

On prépare deux charges de substrat
dans deux cuves principales de fermentation avec un
volume de départ de 300 litres de substrat nutritif,
1a composition du substrat étant la suivante 3
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50 g de farine de soya/l
35 g d'acide lactique/l,

On rdgle le pH & 6,5 avant la stérilisa-
tion que l'on effectue pendant 45 minutes 3 121°C,
Aprés 28 heures de croissance dans la cuve d!'inocula-
tion, on transfdre deux fois 30 litres du contenu de
cette cuve dans les deux cuves principales de fermen-
tation mentionnées ci-dessus, Au cours de la fermen~
tation effectuée dans les deux cuves principales, le
rapport d!'aération est de 1 litre nomal par litre de
bouillon de culture et par minute, tandis que l'agita-
tion est effectuée 3 une vitesse périphérique de 5m/
seconde, La preasion est de 0,5 atmosphére, Au cours
de la fermentation, on ajoute régulidrement une quan-
tité de pectine correspondant A 1% du volume de fer-
mentation (poids/volume).

Apras fermentation pendant 106 heures, on
récupdre les enzymes du bouillon de culture, Des deux
cuves principales de fermentation mentionnées ci-
dessus, on obtient un total de 700 litree d'un bouil-
lon de fermentation, On filtre ce bouillon de fermen= -
tation sur un filtre i tambour sous vide comportant
un revétement préalable de terre d'infusoires "Celite
§12"), On effectue cette filtration 4 tambour avec
pulvérisation d'eau pour assurer le déplacement, On
obtient ainsi 750 litres d'un filtrat clair, Par
ultrafiltration dans un appareil préva a cet effet
et pourvu d'une membrane de type nppsS~-600", on obtient
30 1 de concentrat (produit de rétention), On soumet
1e concentrat & une filtration de germes sur un filtre-
prease "Seitz" pourvu de plaques "EKS" afin dlobtenir
20 litres d'un filtrat de germes, On soumet ce filtrat
A une lyophilisation dans un appareil de "Stokes"
30°C et 1l'on obgient ainsi une poudre brune d'une ac-
tdvité de rémanase de 2,300 unités "gRU"/g ot présen-
tant un rapport d'unités "SUN"/MSRU" de 0,48.
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On dissout 100 g du produit lyophilisé
de 1'essai 1 dans 1,000 al d'un tampon d'acétate de
sodium 0,0M (pH : 4,7), Ensuite, on agite cette
solution pendant i heure avec 300 g d'un échangeur
d'anions (diéthyl-cellulose), Ensuite, on effectue
une élution discontinue en utilisant respectivement
700 m1 de NaCl 0,154 dans le tampon d'acétate ci-
dessus et 700 ml ¢ NaCl 0,30M également dans le
tampon d'acétate ci-dessus, On soumet ensuite les
filtrats & une ultrafiltration, 3 une diafiltration
et 3 une lyophilisation, On analyse ensuite les deux
fractions de rémanase ctoncernant leur activité en

. unités "SRU" par grasme et leur rapport dfunités

nSUN"/"SRU", On obtient les résultats suivants

Fraction correspondant au Unités | Rapport
ngRU" /g| d'unités

"SUN" /"SRUM
Filtrat de NaCl 0,154 (A) 1,631 0,25
Filtrat de NaCl 0,30M (B) 1,192 0,17

Exesple 1
Cet exemple décrit la production,en labo-

ratoire, d'un produit protéique végétal purifié &

" partir de flocons blancs de soya décortiqués et dé-

graissés que l'on broie ensuite pour obtenir une
farine de soya contenant 92,4% de matidre sdche, La
granularité moyenne des particules (base pondérale)
de la farine de soya est de 45 ym. On met 433 g de
1a farine de soya en suspension dans 3.367 g d'eau
tout en maintenant une agitation & 50°C, puis on
régle le pH 3 4,5 au moyen de 34 al de HC1 4N, On
ajoute 200 g d'une solution contenant 35,3 g de réma~
nase provmnt de 1l'essai 1, Le dosage de rémanase
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on agite le mélange pendant 240 minutes & 50°C, On
soumet alors le mélange & une centrifugation dans une
centrifugeuse de laboratoire (soddle "Beclman J-6B*)
pendant 15 minutes & 3,000 x g, On pdse le produit
surnageant, on le soumet A une analyse de Kjeldahl
pour en déterminer la teneur en asote, la teneur
totale en carbohydrates (procédé mentionné ci-dessus
A propos de la détermination de 1'activité de réma-
nase) et de 1a teneur en matidre sdche, Ensuite, on
lave la phase solide avec un volume d'eau équivalant
au volume du produit surnageant obtenu & la suite de
la premidre centrifugation, On effectue deux fois
cotte opération, A la phase solide soumise trois
fois A une extraction et 3 une centrifugation, on
ajoute ensuite 1,500 g d'eau ot, aprés reamise on
suspension, on ajoute 19 ml de NaOH 4N pour assurer
la neutralisation, On soumet ensuite 1la bouillie
neutralisée A une pasteurisation & 90°C avec un temps
de séjour de 10 secondes, puis on la lyophilises Lles
résultats obtenus sont repris dans le tableau lel ot,
sur 1a base de ces résultats, on effectuc les calculs
suivants

Ren éine téi

purifié

Rendement en protéine basé sur le produit protéique
végbtal purifié final ; 66,4%

Rendement en protéine du produit.

protéique végétal purifié, sur la

base de la teneur en protéine des pro-

duits de centrifugation : 20,6%
Rendement moyen sn protéine : $8.5%8

~ est de 188 unités "SRU"/g de farine de soya, Ensuite,
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Garbohydrates

Teneur totale en carbohydrates de la

farine de soya @ ‘ 143,8 ¢

Quantité totale de carbohydrates contenus ..

‘dans les produits de centrifugation : ‘120,85 &

Pourcentage de carbohydrates solubilisés : §3,8%
é t ifié (c sition

Pourcentage de matidre sdche de 1a protéine : 83,2%
Tablegu 1,31 - Résultats obteaus a 1t'exemple 1.

* . e ..
e 08 0080 8 89 : S
" .- N3 AR ." Lo -

Practions Protéine Quantité Matidre
(N x 6,25) |totale de séche

carhohy-

drates
Jdentifi- |Massd % [Masse €  |Masse |5 [Masse
cation | (g) 1 @ (g) (g)
Parine de . l
soya 433 | 53,3]230,79 33,2% 143,8% 92,4 400,0
Ensyne 35,3 _54’8 _"9333 44,5 15,71 96,0 33,9
Produit de '
centrifu-

gation n* 1 |3338) 2,30 76,77 {3,54] 118,17 5,1 170,91
Produit de :

centrifu- ‘

gatdon n* 2 |3158] 0,32] 6,95 0,51 16,31] 0,70 22,11
Produit de ' :
centrifu-
gation n* 3 |3154 ] 0,07] 2,21 0,06] 1,89| 0,08 2,52
Produit pro-

|téique végé~ 4

tal purifié | 192 79.81'1532 - - '96,? 184,32

# Chiffres basdés aur lfhnroly-o ocompldte,
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Exesple 2
On net 86,6 g de farine de soya en sus=

pension dans 663,4 € d'eau tout en agitant, puis on
régle le pH A 4,5 au moyen de 9 g de HC1 6N, On
maintient la tmérature 2 50°C en utilisant un
bain-marie, On dissout 10,5 g du produit de réma~-
nase A de 1'essal 2 dans 39,5 g d'eau, puis on ajoute
1a solution ainsi obtenue A une suspension agitée de
farine de soya, ce qui correspond a un dosage de
rémanase ds 198 unités "SRU"/g de farine de soya.
On agite 1la suspension pendant 120 minutes, Ensuite,
on soumet la suspension A une centrifugation dans une
centrifugeuse de laboratoire (moddle "Beclman J-6B")
pendant 15 minutes & 34000 X geo On pdse le produ:lt
surnageant, on le soumet i une analyse de Kjeldahl
pour en déterainer la teneur en azote et en matiédre
sdche, puis on 1'élimine, On lave la phase solide
avec 660 ml d'eau, puis on traite ot analyse le pro-
duit surnageant comme décrit ci-dessus, On répdte
une fois encore cette opération. Ensuite, on re~
cueille 1a phase solide obteaue et on. 1la soumet &
une lyophilisatione On obtient 46 g dtun produit
sgece On analyse ce produit pour en déterminer la
teneur en protéine et la tenour on matidre séche ;
on détermine la composition suivante : '
83,7% de (¥ x 6,25) (85,3% sur baso sdche)
98,1% de matidre sdche, ‘

Le tableau 2,1 ci-aprés donne le rende-
nent en protéine,

)~




10

15

as

" de centrifugation : . 11,90 g

. Y
.

Masse de protéine dans les produits

- masse de protéine provenant de l'mmo ] 5,22 ¢

. . o :
e

Masse de protéine retirée do la faril.he de soya: 6,68 g
Pourcentage de protéine solubilisée ‘

provenant do la farine de soya = é-l-%x-ﬁg-o = 14.755
Dés lors, le rendement en protéine est de 100 - 14,75 =

Afin de détersiner le pourcentage de poly-

saccharides solubilisés, on effectue un essai témoin '
sans addition d'enzyme, mais en procédant ,pour le
reste,exactement comme décrit ci-dessus.

Sur la base des teneurs en matidres sd-
ches des produits de centrifugation, des rapports des
matidres sdches de la protéine et de 1la teneur en sel
du produit protéique végétal purif:l.é s on peut évaluer
la proportion de polysaccharides solubilisés par l'en-

syme aprds correction pour 1a matidre ensymatique,
de mlae que la solubilité de la matidre sdche de la
satidre premidre non traitée (pl! = 4,5)s Cotte éva-
luation ost indiquée dans le tableau 2.2,
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Suspension avant
centrifugation a
un PB de 4:5
+ pase sdche

Témoin
une enzyme

10 g de farine 10 g de farine

de soya*/100 g

de suspension

de suspension
+

nase/100 g de

suspension
Teneur en matidre 6,038
sdche du produit 3,56% (y compris 1
de centrifugation dt ensyme de ré-
I msanase)
Matidre sdche so-
1ubilisée prove~ 35,6% 47,3%
nant de la farine
gle soya
Matidre sbdche in-
soluble (a2 un pH 64 ,4% 52,7%
de 4,5 )
Pourcentage de
matidre sdche du 70,8 85;3
produit protéique '
végétal pu_rifié
Sols = 1.3 x cen~ ' 3’9 3,6

Sres .

Traitement par

de soya¥*/100 g

1,30 g de réaa~
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Tableay 2,2, (suite)

Traitement par
une ensyme

Polysaccharides } _ '
avant centrifu- | 64 ,4(1—1%3!)-3:9- 52 ,7(1-—%&8‘)-3,6—
gation . 14,90 4,15

Pourcentage de

polysaccharides 0 94.90-4,35)x100
1 ‘ ? )

solubilisés 72 ’1’

remple 3

On effectue cet exemple afin de comparer
les rendements en protéine et 1a qualité nutritive
des produits protéiques de soya obtenus par les trois
proc‘dés suivants :

A : Précipitation jsoélectrique traditionnelle,

B : Lavage 3 ltacide pour 1la production d'un concen=
trat protéique de soya.

C : Procédé & 1la rémanase pour 1a production d'un
produit protéique végétal purifié,

A

A un pH de 8, on extrait 108,2 g de
farine de soya au moyen de 900 g deau, On agite la
bouillie pendant 30 minutes i la température ambiante,
puis on la sounmet 2 une centrifugation & 3.000 x ¢
peadant 3O minutes dans une centrifugeuse de labora-
toire (moddle "Beckman J-6B"). On pise le produit
de centrifugatiop (X) et on le soumet 3 l'analyse
de Kjeldahl pour en déterminer 1a teneur en azote
et en matidre sdche, Ensuite, par précipitation &
1tacide, on sépare la protéine du produit de centri-~

fugation I & un pH de 4,5 au moyen de 6,8 m1 de HQ
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6N, Apris agitation pendant 15 minutes, on récupdre
la protéine par centrifugation A 3,000 x g pendant
30 minutese On pdse le produit de centrifugation (3I)

et on 16 soumet & 1tanalyse de Kjeldahl pour en déter~

siner 1la teaneur en asote et en matidre sdche, On 1ave
la phase solide avec de 1'eau en une quantité corres-
pondant 3 celle du produlit de centrifugation IXe ‘
Aprés avoir répété la centrifugation, on neutralise
1a phase solide et on 1a soumet A une lyophilisatione
Le tableau 3.1 donne 1e bilan de masse obtenu,

B:

On extrait 108,2 g de farine de soya A
un pH de 4,5 au moyen de 900 g d'eau, On agite la
bouillie pendant 120 minutes 3 50°C, puis on la sou-

e\ e ———y T e = = mer e

....* ..0'.’ ‘.. BN T SRS ;

met 3 une centrifugation A 3,000 x g pendant 15 minutess -

On pdse le produit de centrifugation (I_)'_et on le sou~
mot & 1'analyse de Kjeldahl pour en déterminer 1a '
teneur en asote et en matidre sdche, On lave 1a phase

" golide (produit protéique végétal purifié) avec de

1teau en une quantité correspondant & celle du produit
de t_:entri.fugae:lon I, BEnsuite, on neutralise le produit
protéique végbtal purifié 1avé et on le soumet 3 une
lyophilisation. Le tableau 3.1 donne le bilan de nasse
cbtenu, '

€:

On extrait 108,2 g de farine de soya Y
50°C et & un pH de 4,5 au moyen de 850 g dteau 3 la-
quelle on a ajouté 50 g de solution de rémanase conte-
nant 9,8 g de rémanase A provenant de 1tessal 2, ainsi
que 3,4 g de rémanase B provenant également de cet
essai 2, De la sorte, on utilise un dosage total de
rémanase de 185 unités *SRU"/g de farine de soyae
Apris un temps de séaction de 120 minutes avec agita-
tion & 50°C, on soumet le aélange 4 une centrifugation
pondant 15 minutes A 3,000 x go On pdse le produit de
centrifugation (I) et on le soumet 2 1'analyse de
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Kjeldshl pour en déterminer 1a teneur en asote ot
en matidre sdche, On lave la phase solide (produit
protéique végétal purifié) avec .de 1'ecau en une
quantité équivalant A celle du produit de centri-
fugation I, BEnsuite, on neutralise le produit pro~
téique végétal purifié lavé ot on le soumet i une
lyophilisation, Lle tableau 3,1 donne le bilan de
masse obtenu,

On détermine les compositions en acides
aminés des trois produits protéiques {voir tableau
3e2)s Om calcule la teneur totale en acides aminés
essentiels, de mlme que l'indice d'acides sminés
essentiels, Cet indice d'acides aminés eudgt:l.oll
a été décrit pour la premidre fois par B.L, Oser

. dans "Protein and Amino Acid Nutrition® » ‘Dages 281-, ,

295 s Bde AgAe Albanese, "Academic Press", New York, .
(1959_)0 ' o
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TABLEAU 3,2

B e

i

-"-o::;-.". ":’z .
- RREEE % A
29 - .0 .:.. ; | Toe’. o'

- Composition en acides aminés des

procédés A, B et Ce
Acides aminés| A, Produit |Be Concen=|C. Produit
d'isolation|trat pro- protéique
protéique téique de végétal
~ de soya soya purifié
g/16 g|aas™|g/16 aas /16 g aas?
N N N .
Non o-!ent:lell
Acide aspar-
tique 12,3 - 11’9 - 12’3 -
Sérine 4 » 91 - 4 ’ 81} - 5 ,04 -
cide glutami-| 24,1 - |21,2} - |20,8 -
que
Proline 6,59 | - 6,03] - 5,97 | -
Glycine 3,90 | - 4,12] - 4,31 | -
Alanine 3,89 - ‘,31 - 4)49 -
m'tidin? 2 .‘6 . - 2,86 - 2 > 60 -
Arginine - 7,99 | - 7,83] - 7,62 | -
Essentiels
Isoleucine 4,93 |>100 4,95|>100} 5,09 100
Leucine 7,71 |>100]| 6,30]>100 8,25 |>100
Lysine 5,21 |»100 6,30|>100| 6,10 >100
Phénylalanine 5,23 , 5,22 5,36 ,
1:100 | }:100 ]noo
Tyrosine 3,28 3,52 3,95
Cy.@ine 1’08 1 ,12 1 ’14
' 150,0 ] 56,2 ] 57:6
éthionine 1,02 1,24 1,28
Thréonine 3,05 |>100 3,43|>100 3,65 |>i00
Tryptophane 1,0 72,0 1,3 | 92,9 1,3 | 92,9
Valine 4,52 |>100 5,10{>100| 5,35 >100
Teneur totale en ‘
acldes ﬂlillél 37.0 ‘0’3 ‘1 ,s
essentiels (%)]
Indice d'ccidu

R
v
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1) sas = résultat en acides aminés basé sur le sodble T
de référence de la "Food and Agricultural Organisa-
tion®, : ' .

Exepple 4 |

Le concentrat de protéine de soya

("Procon 2000" de vStaley Ltde®) est un produit pro-

téique végétal soumis 3 une purification partielle

complémentaires A 60,6 g de ce produit, on ajoute

689 g d'eau et on régle lo pH 3 4,5 au moyen de HC

6N, On porte la température A 50°C et on agite le

sélange au moyen d'un agitateur a2 palette en U tour~
nant A une vitease de 200 tours/sinutes On ajoute

0,8 g de la rémanase de l'essai 1, solubilisée daus

50 g d'eau, soit un dosage de rémanase de 30 unités

nSRU"/g de concentrat de protéine de soya, puis on

effectue le traitement ensymatique pendant 4 heures.

On soumet ensuite le mélange 4 une centrifugation

pendant. 15 minutes 3 3,000 x g On lave une fois

1e produit de centrifugation, on’ 1e neutralise et on

le soumet & une lyophilisation. Le tableau 4.1 donne
1a composition du concentrat iunitial de protéine de
soya, ainsi que celle du produit protéique végbtal
purifié obtenu par ceo procédée On constate que la
quantité de polysaccharides solubilisés par suite du
traitement enzrymatique est de 37% lorsqu'on effectus
1e calcul par le procédé décrit 3 1l'exemple 2.
w - Composition du concentrat de protéine
de soya et du concentrat de protéﬁw de soya traité
A 1a rémanasece

Composant Concentrat Traitement &
de protéine| la rémanase
de soya (produit pro-
téique végé-
. ifié
Matidre sdche (%) 92,43 90,75

Protéine (¥ = 6,25) % 63,87 72,25
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Exemplo 6

S St ¢

A 91,8 g de semences de coton dégrais-

aées, on ajoute 658 g d'eau et on rdgle le pH A 4,5
avec §,5 ml de HC1l 6N, On régle la température du
mélange & 50°'C au moyen d'un thermostat, On solu=

pilise 0,8 g de 1la préparation de r

émanase prove-

nant de l'essai n® 1 dans 50 g d'eau et on ajoute
12 solution ainsi obtenue au mélange dont la tempé-

rature est réglée par un thermostat, pour obteair

un dosage de rémanase de 20 unités "SRU"/g de semen-

ces de coton dégraissées, Aprés 4 heures, on soumet

e -6ian¢e A une cemtrifugation pendant 15 minutes
3 3,000 x g« On sounmet le produit surnageant & 1'sne-
lyse de Kjeldahl pour en déterminer la teneur en
asote et 1la tencur totale en carbohydrates,
On effectue un essai analogue 3 celui
décrit ci-dessus sans la rémanase,
Les résultats obtenus sont repris dans

le tableau 6ele

o on eveg 0. 08 .
et e 8

TABLEAU 6,1
Semences de Semences de
coton; pas de coton j trai-
traitement tement par
par une enzyme | une enzyme
Azote solubilisé (%) 7 13
Carbohydrates so-
lubilisés (%) 44,3 68

Exemple

On met 86,3 g de semences de colza par-
tiellement décortiquées, broyées et dégraissées en
suspension dans 664 g d'eau, On rdgleo le pH ot la




10

15

20

35

30

T ee. w6 98, 008g 00 ¢ :
) A :-.‘_‘"._3” o
o Ly e ‘ . ' ,';_3 . ’ l,i
gy e lace koo

température resbect:l.vuent A 3,6 et 50°C, puis on

_agite vigourcusement la suspension, On solubilise

0,8 g de la rémanase provenant de l'essai n® 1 dans
50 g dteau et on ajoute la solution ainsi obtenue A
1a solution agitée, pour obtenir un dosage de réma=-
nase de 21 unités "SRU"/g de semences de colsza par-
tiellement décortiquées, broyées et dégraissées.
Aprds un temps de réaction de 4 heures, on soumet le
mélange & une centrifugation pendant 15 minutes 3 |
3,000 x go On sounet le produit surnageant 2 1'ans~
lyse de Kjeldahl pour en déterminer la teneur en
asote et la teneur totale en carbohydrates en adop-
tant 1o procédé décrit 3 1'exemple 1,

On effectue un essai analogue & celul
décrit ci-dessus mais sans addition dfenzyme.

D'aprds les résultats obtenus, on calcule
la quantité d'azote solubilisé, ainsi que la quantité
de carbohydrates solubilisése. Les résultats obtenus
sont repris dans le tableau 7.1.

on lave deux fois les produits finals et
on les soumet 3 une lyophilisation. Le tableau 7.2
donne une comparaison des produits. Leos faibles ren-
deaments en protéine obtenus dans 1'essai témoin ot
dans 1le produit protéique végétal purifié traité par
une enzyme sont diis au fait que la protéine de semen~-
ces de colza a deux points isoélectriques, tandis que
1a séparation n'est effectuée qu'au bas bo:lnt iso-
électrique (pH : 3,5), mais également & la trds fai-
ble teneur en composés azotés A bas poids moléculaire
qui sont solubles aux points isoélectriques. )
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- cen tr:lfg‘ation.

1 - Régultats basés sur les produits de '

Parine de
mences de

non traitée par
une enzyme, snais
extraite & un pH

se-
colza

Farine de se-

mences de colza
traitée par une
enzyme et ex-

traite 2 un pH

de 3’6 d° 3’6
Azote solu- .
tilisé (%) 47,5 74,5
Carbohydrates
solubilisés
(%) 57,0 93,3
TABLEAU 7,2 ~ Coppogition do la matidre premidre ot
des_produits protéiques yégétaux puc
rifiés,
Parine de Produit Produit
semences de | protéique | protéique
colza dé- | végétal végbtal
graissées purifié purifié
témoin traité par
(traite~ une enzyme
ment & un | (traitement
pH de 3,6)| & un pH de
6)
€ de
(¥ x 6,25) 48,3 49,0 55,8
Carbohy- .
drates (%) 30,0 28,0 19,0
Matidre séche
(%) 92,7 99,8 95,8

e .
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REVENDICATIONS

1,Procédé de production d'un produit pro-
téique végétal purifié par élimination de la réma-
nence (constituée principalement de polysaccharides)
d'une protéine végétale dégraissée ou dégraissée et
soumise 3 une purification partielle complémentaire
en particules d'une granularité inférieure 3 environ
2,5 am (appelée ci-apris : "matidre de départ"), '
caractérisé en ce qu'il consiste i traiter la matidre
de départ avec un produit enzymatique ayant une acti-
vité solubilisante de rémanence (ou rémanase), le
rapport entre 1lactivité prohéolytique en unités
nSUN" (unités d'azote protéique de soya) et llacti-
vité de rémanase mesurée en unités "SRU" (unités de
rémanase de soya) étant inférieur 3 environ 4, dans

" un milieu aqueux, & un pH ne s'écartant pas de plus

de 1,5 unité du point isoélectrique de la partie
principale de la fraction protéique de la matidre
de départ, ainsi qu'a une température comprise entre
environ 20 et environ 60°C jusqu'ad ce qu'au moins
25% de la rémanence aient été solubilisés, pour sé-
parer ensuite, du produit surnageant, la phase solide
contenant le produit protéique végétal purifié,

' 2, Produits obtenus par le procédé de 1la
revendication 1.

Lidge, 1g 11 avril 1980
Par Pr.: NOVO INDUSTRI A/8
_ ‘Michel VAN MALDEREN
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