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Durant les dernières années, les sciences de la nutrition ont été fortement 
engagées dans des projets de sélection de nouvelles sources alimentaires de 
protéines. Les recherches en ce domaine ont commencé après la seconde 
guerre mondiale, lorsque la situation désastreuse de l'approvisionnement 
alimentaire des pays en voie de développement a été reconnu, ainsi que 
l'importance de la malnutrition protéique pour les populations dont les taux de 
naissances étaient en croissance rapide. 

La population mondiale risque de dépasser 7 milliards en l'an 2000, et il est 
urgent que la production mondiale s'aligne sur la croissance de la population. 
La nécessité d'augmenter la production alimentaire va de paire avec la 
nécessité de procurer des régimes améliorés et équilibrés. Le simple fait de 
manger n'est pas une garantie de bonne nutrition. 

Le monde a besoin d'aliments de bonne qualité nutritive, de faible coût et 
facilement disponible. Les actions d'organismes des Nations Unies (FAO, 
UNICEF) ont contribué à attirer l'attention sur les carences alimentaires de 
nombreuses populations de pays en voie de développement en particulier en ce 
qui concerne l'apport protéique. 

Ces pays en voie de développement ne produisent pas assez d'aliments 
nécessaires à l'homme et au bétail et sont dépendants de leurs importations. 
Cette tendance risque de s'accentuer à l'avenir. 

Pour s'attaquer à ce problème de demande accrue de protéines, les 
scientifiques de l'alimentation sont à la recherche de graines oléagineuses ou 
protéagineuses bon marché et mal utilisées actuellement. D'où l'idée de 
travailler à l'étude des graines de figues de Barbarie (Opuntia ficus indica) qui 
poussent avec beaucoup de facilité sur tout le pourtour méditerranéen, en 
particulier dans les pays Nord Africains. Si l'huile de ces graines se révèle 
consommable, le tourteau pourrait, si sa composition en acides aminés se 
révélait intéressante, être utilisé à des fins alimentaires chez l'homme ou 
l'animal. Ce qui permettrait à ces pays d'exploiter leurs ressources locales. 

Notre travail se présente en deux parties. L'une essentiellement bibliographique, 
présentant les protéines, et la seconde destinée à récapituler nos travaux 
effectués sur le tourteau de graines de figues de Barbarie et leurs résultats. 
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1. DÉFINITIONS 

Une protéine est une macromolécule constituée par l'enchaînement d'acides 
aminés reliés par des liaisons peptidiques ( -CO-NH- ). 
Depuis plusieurs dizaines d'années d'innombrables travaux leur ont été 
consacrés et ont abouti, en particulier, à l'isolement et à la purification de 
centaines d'entre elles sous forme micro-cristalline. A partir de là, une étude plus 
précise de leur structure, de leur composition, de leur taille et de leurs propriétés 
a pu être possible. (48) 

Il. STRUCTURE 

11.1 LES ACIDES AMINÉS CONSTITUTIFS 

11.1 .1 Structure généra le et classification 

Les acides aminés constituent le chaînon de base des protéines, il est donc 
logique de commencer par eux. (48), (36), (49). 
Lors d'une hydrolyse acide, les molécules protéiques donnent une série de 
composés organiques simples de faible poids moléculaire ; les acides ex aminés 
dont la structure peut être ainsi représentée par: 

R 

R : Chaîne latérale variable 

Partie commune à tous 
les acides aminés 

Fla ure N° 1 : Structure d'un acide a aminé 

Au total vingt acides alpha aminés seulement sont communément trouvés 
comme éléments constitutifs des protéines. 

Une classification est possible en se référant, comme Lehninger à la polarité de 
la chaîne R. (Tableau 1). 
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Dans cette classification les acides amines sont représentés avec des 
groupements alpha aminés et carboxyliques non ionisés tels qu'ils apparaissent 
pour la plupart entre pH 6 et 7. 
Cependant, il existe des acides aminés que l'on ne rencontre que rarement dans 
les protéines. On peut citer l'hydroxyproline, abondante dans le collagène ou 
l'élastine. 

Il existe également des acides béta, gamma et delta aminés comme la béta 
alanine précurseur de l'acide pantothénique. 



Chaine latérale non polaire 

ou hvdroohobe 

• Chaine 
bydroc a rboOQ.i. 
a!lphatlgue 

Cf-la • CH • COOH 
1 
NH:! A!aojoe IA!al 

~  

Glycocolle ou glycjne 

..mw. 
CH • CH • CH • COOH 
3 1 1 
~ NH

2 
~ 

3 1YaU 

CHa • c~ • CH 2 c~ • COOf 

~  NH2 

Leucjne (Leu\ 

CH • CH • CH ·CH • COOH 
3  2 1 1 

CH3 ~ 

lsoleucine (lleul 

()-c= 
~ Proline CPro) 

H 

A noyaux 
aromatiques 

0-CH24HCOOH 

NH2 
Phényla!anjne .t.PMl 

CH2CH· COOH 

OO NL. 
N 

\H 
Tryptophane <Tryl 

•Contenant du soufre 

~ 
1 

Cf-3 ·S -CH 2cH 2cH ~ 

Méthionine IMet) 
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Chaine latérale polaire 

non charaée 

HO -CH -CH -COOH 
2 1 
N-12 

Sérjne (ser) 

CH -CHOH -CH -COOH 
3 1 

N-12 

Thréonine <Thr) 

HS -CH
2
-CH -COOH 

1 
N-l2 

Cysté'jne <Cysl 

~  
Tyrosine (Tyr) NK! 

NH2-cu- ~ ~ • COOH 

0 N-12 

Asparagine IAsnl 

Nl·L · C • CH • CH 2 CH • COOH 
. '2 Il 2 1 
O NH

2 
G!utamine IG!nl 

Ce sont les amines de l'acide 

aspartique et de l'acide 

glutamique, facilement 

hydrolysées en ces produits 

par les acides et les bases. 

Chaine latérale chargée 

néaativement lacidel 

-0-C-(CH 2-fH -COOH 

Il 1 
c N-l2 

Acjde glutamjgue (Glu) 

-0-C-(CHJ-CH -COOH 

1 1 
0 NH2 

Acide aspartjaue (Asp) 

Ils ont une charge 

négative nette à pH 6 à 7. 

Tableau 1: Classification des acides aminés 

Chaine latérale chargée 

nnsitivement (basiques) 

+Nf-S -(Clt) • CH -COOH 
4 1 
N-f 2 

Lysine (Lys) 

~  ·CH-COOH 

Il + 3 ~ 
NH2 2 

Argjnjne (Arg) 

Ils présentent une charge 

positive nette à pH 6 • 7 et 

ont tous 6 atomes de 

carbones, on les appelle 

les bases héxaniques. 
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11.1.2 Quelques propriétés physico-chimiques des acides 
aminés (1, 2, 3, 4) 

Leur solubilité dans l'eau est très variable, il en est de même pour leur poids 
moléculaire qui varie en fonction de l'importance de la chaîne latérale. 
A l'exception du glycocolle, tous les acides aminés possèdent un ou plusieurs 
atomes de carbones substitués asymétriquement ce qui leur confère une activité 
sur la lumière polarisée. En effet, on dit qu'un carbone est asymétrique lorsqu'il 
porte quatre substituants différents. Un tel atome ne possède plus de plan de 
symétrie. De cette propriété découle l'isomérie optique. Les isomères optiques 
seront notés D (Dextrogyre) ou L (Lévogyre) selon le sens de leur pouvoir 
rotatoire. Les deux isomères optiques ont les mêmes propriétés chimiques et 
des propriétés physiques voisines. 

Exemple : La Leucine 

COOH 

1 
H- c*- NH2 

/ CH3 
CH2 - CH' 

CH 3 

D Leucine 

COOH 

1 
* 

NH2-C -H 

1 / CH3 
CH2- CH ' 

CH3 

L Leucine 

Tous les acides aminés naturels trouvés dans les protéines sont de série L alors 
qu'il existe des acides aminés de la série D dans les parois cellulaires des 
micro-organismes. 

En raison de leur structure, ils présentent un caractère amphotère, ce sont en 
effet des électrolytes possédant à la fois des groupements acides et basiques. 
Le comportement de ces molécules va donc varier en fonction du pH : 

- En milieu acide (pH <pHi) les molécules vont être sous forme cationique. 
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- En milieu basique (pH > pHi) Les molécules seront sous forme 
anionique. 
- En milieu neutre (pH = pHi) les molécules seront sous forme dipolaire 
(Zwitterion). 

Le pHi ou pH isoélectrique est défini comme le pH auquel les molécules sont 
globalement électriquement neutres, car doublement ionisées sur le carboxyle et 
la fonction aminée. 

La réactivité chimique des acides aminés découle de celle de leurs 
groupements fonctionnels: 

- Groupement carboxylique : formation de sels, d'esters, réduction en 
alcool, etc ... 
- Groupement aminé : formation de sels d'amines, etc ... 
- Chaîne latérale : réactivité propre à chaque acide aminé. 

11.1.3 lnte rre lation métabolique des acides a minés 

Sans entrer dans le détail des métabolismes des acides aminés, nous 
schématiserons ici leur relation avec le cycle de Krebs où transitent tous les 
résidus carbonés. (Figure N° 2) 
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Glucides ----.. ~ Ac. pyruvique .,.__ Glycérol 

Ac. gras 
Cholestérol, hormones, 

... ~ Acétyl CoA __,. vitamine D, Stéroïdes 

' 
Ac. oxaloacétique 

// Ac. citrique 

\ Ac. malique 

Ac. aconitique 

J 
Ac. iso citrique 

/ 
Ac. cc ~ Ac. cétoglutarique 

Hème .... ..,...__ ___ SuccT CoA ~ 1 

• 
..._ ... A fu ar·1que -,:;; _ c. m\ 

~ Propionyl CoA 

t 
Ac. gras 
impairs 

Figure N° 2  : Les acides aminés dans le cycle de Krebs C48l 



17 

11.1 .4 Notion d'acides aminés indispensables 

Cette notion est d'une extrême importance comme nous le verrons plus en détail 
dans la suite de notre travail. Cependant il convient dès à présent de différencier 
comme le fait Staron (55) deux groupes d'acides aminés : ceux synthétisés par 
l'organisme (acides aminés non indispensables) et ceux que l'humain n'a ni la 
faculté de synthétiser, ni celle de stocker durablement et que nous devons en 
conséquence trouver dans notre ration alimentaire afin de couvrir nos besoins; 
ce sont les acides aminés indispensables. 
Ces derniers sont au nombre de 1 O : la valine, la leucine, l'isoleucine, la lysine, 
la thréonine, le tryptophane, la méthionine et la cystéine, ces deux derniers sont 
des acides aminés soufrés, la phényl alanine, le tryptophane et la tyrosine sont 
des acides aminés cycliques. 

11.2 STRUCTURE DES PROTÉINES (1, 5) 

11.2.1 Structure primaire 

La structure primaire correspond à la séquence des acides aminés réunis par 
une liaison peptidique, qui est une forme substituée de la liaison amide, de 
grande stabilité. 

11.2.2 

R1 
1 

- - -NH - CH 

R2 
1 

CH - CO- - -

Liaison peptidique 

Figure N° 3 : La liaison peptidigue 

Structure secondaire 

C'est la conformation prise par la chaîne polypeptidique, stabilisée par des 
liaisons hydrogènes entre les groupes de l'ossature, et non les chaînes 
latérales. 

Deux conformations peuvent exister 
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11.2 .2.1 L'hélice a 

Chaque groupement C = 0 contracte une liaison hydrogène avec chaque 

groupement NH et tous les atomes forment des assemblages très complets 

grâce aux forces de Van Der Walls. Cette disposition permet l'existence de 

conformations hélicoïdales dont la plus caractéristique est l'hélice a. (Figure 

N° 4) 

1 

R  : 
1 1 • 

C  H R  : 
1 I C 1 H. 
H  R N- 11---C 
1/ : 0 , ............ 

A i H) 
c---1 .:. __.c 
U ~ 1 

c 0 ~ 1 0 
1 : C N-c : 

~~  ~ :cHH 9tic 
~ ~ ~ ~~ 
1 : c~c  
N  : 1 1 U H 

-H-c-o-1 
./C 1 : N.............._ 
.r Il H  : ' 
R 9 H: R  C 
1 : •/'!' R C-.....L_ 1 C 0 

1 1 H C-N-i:r-1 : 
CH Il IH: 
1 R ~ 

Hf1/ ~ f ~ ~ ; 
i'--N c---i 
0 1 0 
: H : . . 
• • 

Figure 4  : Structure alpha·héllcolda!e d'une protéine (2) 

11.2.2.2 Les feulllets ~ 

Le plissement des chaînes au niveau des atomes Ca est compatible avec les 

exigences fondamentales de la liaison peptidique. La conformation ainsi 

obtenue est représentée sur le schéma N° 5 pour une chaîne polypeptidique 

isolée. 
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Figure N° 5: Structure d'une protéine en feulllet plissé C2l 

Dans ces conditions, les chaînes latérales des acides aminés (R) se placent 
alternativement au-dessus et au-dessous du plan général du feuillet plissé, 
réduisant ainsi au minimum les interactions de répulsions pouvant se manifester 
entres elles. (38) 

11.2.3 Structure tertiaire 

C'est réellement l'état tridimensionnel qui rassemble les formes précédentes. 
Cette structure a une grande importance au niveau des activités de la protéine. 
Elle fait que des résidus d'acides aminés éloignés dans la séquence se 
retrouvent proches en raison des repliements et forment des "sites actifs". 
Cette structure, établie en milieu aqueux, tend à orienter les chaînes latérales 
polaires vers la surface, alors que les chaînes hydrophobes sont rejetées à 
l'intérieur de la molécule protéique. Cette dernière situation implique l'existence 
de liaisons hydrophobes, du type forces de Van der Walls, qui se forment 
principalement entre les chaînes latérales de l'alanine, la valine, la leucine, 
l'isoleucine, la phénylalanine et le tryptophane. 
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11.2.4 Structure quaternaire 

Elle s'applique à l'association de plusieurs unités moléculaires ayant déjà une 
structure propre, et donc correspond à l'ensemble de plusieurs protéines liées 
entre elles pour former une unité fonctionnelle. Chaque partie constitutive étant 
appelée protomère ou sous unité, l'ensemble formant la protéine oligomérique 
dont l'une des plus simples est l'hémoglobine. 

11.3 CLASSIFICATION (2) 

Elle peut être établie selon différents critères. 

11.3.1 Chimiques 

Il. 3. 1 • 1 Les holoprotéines 

Cette classe renferme des protéines ne contenant que des acides aminés. On 
trouve deux types de protéines les albumines et les globulines qui se 
différencient par leurs propriétés chimiques : 

- Les albumines sont solubles dans l'eau pure et difficilement précipitables 
en milieu salin. 
- Les globulines sont moins solubles dans l'eau et plus facilement 
précipitables. 

11.3.1.2 Les hé té roprotélnes 

Ces protéines renferment d'autres molécules que des acides amines : les 
groupements prosthétiques. Sont classées dans cette catégorie les glyco-, les 
phospho-, les métallo- et les nucléoprotéines. 

11.3.2 Conformationnels 

11.3.2.1 Les sphéroprotélnes 

Ce sont des protéines qui présentent une structure globulaire. 

11.3.2.2 Les scléroprotéines 

Elle sont caractérisées par une structure fibreuse. 
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11.3.3 Fonctionnels 

On peut classer les protéines en quatre groupes selon les fonctions qu'elles 
remplissent: 

- Protéines structurales qui servent de "charpente". 
- Protéines plasmatiques et des liquides biologiques 
- Protéines à activité biologique: enzymes, hormones. 
- Protéines alimentaires qui sont représentées par des protéines 
digestibles et savoureuses appartenant à l'un des groupes précédents. 

Ill. RÉACTIVITÉ GÉNÉRALE DES PROTÉINES 

Les protéines, entités complexes, n'en demeurent pas moins des molécules 
chimiques et à ce titre présentent donc un certain nombre de caractéristiques et 
de propriétés. 

111.1 CARACTÈRES GÉNÉRAUX (1, 2, 4) 

Ils sont surtout liés : 
- Aux groupements aminés et carboxyliques libres et au caractère 
amphotère. 
- A la structure tridimensionnelle : gélification et coagulation avec 
dénaturation sous l'effet de la chaleur. 
- A la liaison peptidique : réaction du Biuret qui permet la mise en 
évidence et le dosage des protéines. 
- A la présence d'azote : la détermination de l'azote total permet, par 
exemple l'estimation du taux protéique d'un aliment. 
- Aux groupements ionisables, au poids moléculaire et à l'eau liée : 
formation de sels, migration dans un courant électrique continu, floculation 
au pHi et par les sels neutres. 
- A la séquence des acides aminés, aux groupements prosthétiques 
(sucres, métaux, phosphates) 

111.2 PROPRIÉTÉS LIÉES A LEUR HAUT POIDS MOLÉCULAIRE (48) 

111.2.1 Capacité de centrifugation 

Les molécules sédimentent en fonction de leur densité. L'application en est 
l'ultracentrifugation à très grande vitesse qui permet la séparation des protéines. 
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111.2.2 Diffusion de la lumière 

Quand une solution qui contient des particules est éclairée latéralement, elle 
apparaît comme une solution laiteuse, c'est l'effet Tyndall. Ce phénomène est 
d'autant plus marqué que la taille des particules est importante et que la 
concentration augmente. 
La mesure de l'intensité de la lumière diffusée permet de calculer la dimension 
des axes ,les angles de liaisons et les poids moléculaires. 

111.2.3 Comportement en présence d'une membrane semi-
perméable 

L'utilisation de films d'acétate de cellulose ou mieux, de tamis moléculaire (aux 
mailles plus homogènes) permet le passage des molécules de taille inférieure 
au diamètre des pores. 
La dialyse est basée sur ce principe et permet la purification de solutions 
protéiques. 

111.3 PROPRIÉTÉS LIÉES À LEUR STRUCTURE POLYIONIQUE (48)(19) 

La présence de groupements ionisables conditionne la fixation d'ions H+, de 
cations métalliques ou d'anions. La protéine a, de plus, une charge propre qui 
lui confère la possibilité de migrer dans un champs électrique sauf à son point 
isoélectrique. Nous pouvons également dire que la solubilité des protéines 
dépend de la force ionique et pas seulement de la concentration en sels; deux 
cas peuvent se présenter : 

- Influence des sels neutres très solubles en petite quantité : il s'agit du 
relargage ou "Salting out effect". Quand on ajoute des quantités 
croissantes de sels minéraux la solubilité diminue, phénomène qui peut 
se présenter comme une diminution de la quantité d'eau disponible pour 
les protéines du fait de la solvatation des ions minéraux très hydrophiles 
(on emploie le sulfate d'ammonium ou de sodium) 

- Influence des sels en petite quantité : c'est l'effet dissolvant ou "salting in 
effect". La présence de sels minéraux en petite quantité augmente, au 
contraire, la solubilité des protéines par salification des groupements 
ionisables. 
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IV. MÉTHODES D'ÉTUDE DES PROTÉINES 

IV .1 EXTRACTION 

Le solvant extractif est différent en fonction du type de la protéine à extraire : 

- Les globulines sont extraites par des solutions salines (NaCI 0,5 M) 
- Les Prolamines sont extraites grâce à des solutions type t.butanol (60% 
VN) 
- Les glutélines, solubles dans les solutions salines acides ou alcalines 
diluées sont extraites par le borate de sodium (0, 1 M) 
- Les albumines solubles dans l'eau et les solutions salines diluées sont 
extraites par ces solvants. 

L'extraction se fait en général en laissant en contact le produit à extraire, 
préalablement pulvérisé, avec le solvant, sous agitation. (21) 

IV.2 PURIFICATION 

Ces extractions entraînent d'autres constituants qui exigent une purification. 
Les procédés de purification sont nombreux mais ils sont toujours, dans 
l'ensemble, très laborieux. En effet, la protéine à isoler est souvent en présence 
d'autres protéines de propriétés très voisines. De plus, la plupart d'entre elles 
sont sensibles à la chaleur, aux pH extrêmes, aux solvants organiques et à 
certains traitements physiques ou mécaniques. (34) 

IV .2.1 La dialyse 

Les protéines sont des macromolécules, aussi ne passent-elles pas à travers les 
pores d'une membrane semi-perméable, contrairement aux petites molécules. 
On pourra donc dessaler une solution de protéines ou l'équilibrer à un pH ou 
une force ionique donnée en la dialysant contre de l'eau pure ou contre une 
solution tampon. 
Actuellement, les dialyses sont effectuées dans des tubes en cellophane dont 
les pores ont des dimensions à peu près régulières. 
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Figure N° 6 : Dialyse sous eau courante d'une solution de protéines 

IV.2.2 Précipitation sélective 

IV.2.2.1 Utlllsatlon des solutions salines 

Le phénomène de précipitation par les sels est vraisemblablement lié à la 
compétition existant entre les ions du sel et les molécules protéiques pour les 
molécules d'eau qui permettent d'assurer leur solvatation. On utilise surtout le 
sulfate d'ammonium en solution saturée (approximativement 4 M) à température 
ambiante. (34) 
Les protéines ne précipitent pas toutes à la même molarité de sulfate 
d'ammonium ce qui permet de les séparer les unes des autres. Cette méthode 
constitue également un procédé d'isolement des protéines à partir d'un milieu 
aqueux complexe. Il s'agit donc d'une méthode de purification et de 
fractionnement des protéines. 

IV.2.2.2 Utilisation de solvants organiques 

Les solvants organiques (acétone, éthanol, méthanol) sont aussi utilisés pour 
précipiter sélectivement les protéines, mais ces solvants entraînent souvent des 
dénaturations et doivent être utilisés à basse température. 

IV .3 FRACTIONNEMENT 

IV .3.1 Séparation en fonction du poids moléculaire 

Lorsque l'on est en présence d'un mélange complexe de protéines, il est 
nécessaire de les séparer afin de les analyser. (Taille, forme, proportions, etc ... ) 
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IV.3.1.1 Techniques d'ultracentrlfugatlon 

L'ultracentrifugation est une méthode physique de séparation des protéines 
basée sur leur différence de densité. Cette technique s'applique aussi bien à la 
préparation et au fractionnement des protéines, qu'à la définition de plusieurs de 
leurs paramètres physico-chimiques fondamentaux. 
Il existe en réalité deux types d'ultracentrifugation. L'ultracentrifugation 
préparative ou semi-analytique, qui utilise des ultracentrifugeuses préparatives 
et l'ultracentrifugation analytique qui utilise des appareils équipés de dispositifs 
optiques de mesures : les ultracentrifugeuses analytiques . 

Ultracentrifugation préparatjye 

Centrifugation isopycnique : dans cette méthode, la macromolécule sédimente 
au sein d'un gradient de densité. A l'équilibre, elle se stabilise dans la zone du 
gradient où la densité est égale à la sienne. On utilise un gradient de chlorure de 
césium qui s'établit durant la centrifugation. (5) 

Centrifugation de zone : cette technique comporte la préparation préalable d'un 
gradient de densité (souvent à l'aide de solution de saccharose) dans un tube à 
centrifuger. Les protéines à séparer sont déposées sous un petit volume au 
sommet du gradient. Au bout d'un certain temps de centrifugation, les protéines 
se sont déplacées vers le fond du tube. On récupère le contenu du tube par 
ponction du fond et recueil de fractions en aliquotes. On détermine la 
concentration en protéines de chaque fraction en mesurant l'absorption à 
280 nm. 
On détermine ainsi la répartition des protéines dans le tube, ce qui permet de les 
séparer selon leur masse. 
Le gradient ici est auxiliaire, il sert simplement à éviter les courants de 
convection qui détruiraient le fond de sédimentation des zones et à les stabiliser. 
(34) 

Ultracentrifugation analytjgue 

Les ultracentrifugeuses modernes permettent des vitesses de rotor de plus de 
60 000 tours par minute, pour des accélérations de l'ordre de 400 000 g. Leur 
principe de fonctionnement est voisin de ce qui a été décrit à propos des 
ultracentrifugeuses préparatives. 
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Elles possèdent en plus un dispositif optique dont le faisceau traverse une 
solution en migration dans le rotor, permettant des prises de vue 
photographiques durant la sédimentation des protéines. Le mouvement des 
particules en solution dépend de la force centrifuge, du coefficient de diffusion et 
des forces de frictions qui s'opposent à ce mouvement. 
Cette ultracentrifugation analytique permet de calculer la masse moléculaire 
selon deux techniques: la mesure de la vitesse de sédimentation et la méthode 
de l'équilibre de sédimentation. 

Mesure de la vitesse de sédimentation 

Ici, l'ultracentrifugeuse tourne à grande vitesse. Dès l'application de la 
force centrifuge à une solution protéique, les particules commencent à 
descendre et une frontière apparaît entre le solvant et les particules 
solides. Le déplacement de cette frontière est suivi photographiquement, 
ce qui permet de mesurer le coefficient de sédimentation qui est égal à la 
vitesse de sédimentation par unité de champ de force, exprimé en 
Svedberg. Les coefficients de sédimentation varient linéairement avec la 
concentration, aussi il est possible d'effectuer plusieurs mesures à des 
concentrations différentes et d'extrapoler à une concentration nulle. Le 
coefficient (S20,W)o ainsi déterminé, dans de l'eau à 20°C, est une 
caractéristique physique de la protéine. 
En connaissant le coefficient de sédimentation, on peut calculer la masse 
moléculaire grâce à la formule de Svedberg: 

M= RTs 
D(1-Vp) 

R = Constante des gaz parfaits 
T =Température absolue 
p = Densité du solvant 
D =Constante de diffusion 
V= Volume spécifique partiel de la protéine 

Plus la masse moléculaire est importante plus la constante de 
sédimentation est grande. Mais ceci est plus particulièrement vrai pour les 
molécules sphériques car pour les autres les forces de frottement 
interviennent. 
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Méthode de l'équilibre de sédimentation 

L'intérêt de cette méthode est que les résultats sont indépendants de la 
taille des particules, et que la centrifugation s'effectue à vitesse 
relativement faible. 
Aussi, le mouvement de la protéine dû à la force centrifuge est-il 
suffisamment faible pour être contrebalancé par le phénomène de 
diffusion de cette même molécule, phénomène qui tend a rétablir une 
concentration homogène. 
La concentration augmente au fond de la cuve de centrifugation et 
diminue au sommet mais sans s'annuler. Au bout d'un certain temps, un 
équilibre est atteint et la distribution de la concentration dans la cuve 
donne directement la masse moléculaire de la protéine. 

C1 
2RT Log c2 M=------

co2(1-Vp)(x2-y2) 

C1 et C2 = Concentration en protéine à des distances x et y de l'axe du 
rotor 
ro =Vitesse angulaire 
p =Densité du solvant 
V= Volume spécifique partiel de la protéine 

IV.3.1.2 L 'u lt rafllt ration 

La filtration a toujours existé, mais , la qualité des membranes filtrantes, leur 
calibrage soigneux ont ouvert de nouvelles perspectives. (34) Cette technique 
est basée sur la filtration forcée à travers une membrane semi-perméable dont la 
taille des pores définit un poids moléculaire d'exclusion. Les protéines de poids 
moléculaire inférieur ou égal au diamètre des pores se retrouvent dans 
l'ultrafiltrat. 
On emploie des cellules d'ultrafiltration dont le schéma simplifié est représenté 
par la figure N° 7 
La pression nécessaire est fournie par une bouteille d'azote. (34) 
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Pression (azote) 
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Figure N° 7  : Cellule d'u!traflltratlon <34) 

Les membranes filtrantes sont constituées de cellulose, d'acétate de cellulose, 

de nitrate de cellulose ou de téflon. Le diamètre des pores varie de 5 à 35 µm. 

(5) 

IV.3.1.3 La chromatographie d'exclusion 

Cette technique repose sur la différence de diffusion des protéines au travers 

des mailles d'un gel en fonction de la taille et de la forme des protéines. 

Petites molécules 
incluses 

exclues 

Granules de gel 

Figure N° 8  : Chromatographie d'exclusion (51 

Sont utilisés dans cette technique des granules de gel poreux, le diamètre des 

pores étant une caractéristique de chaque type de gel. Il existe différentes 

natures de gels : gel de dextran, gel d'agarose ou de polyacrylamide réticulé. Un 
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mélange de solutés de masses molaires variables traverse une épaisseur 
donnée de gel : les grosses molécules, dont le diamètre est supérieur à celui 
des pores, sont exclues et sont éluées les premières; les petites et moyennes 
molécules sont éluées plus tardivement, car incluses, leur migration est freinée 
en diffusant dans le gel. La séparation est donc réalisée par le fait que les 
solutés sont élués dans l'ordre inverse des masses molaires. Il existe une 
relation linéaire entre le volume d'élution et le logarithme de la masse molaire. 
(5) 
Il est donc possible, par cette méthode, de déterminer la masse moléculaire 
d'une protéine. 

Log Masse 

Exclusion 

Log L ,.__ _ _,. L = Limite d'exclusion 

Perméation totale 

vo Volume d'élution 

Vo =Volume mort de la colonne 

Figure 9 : Variation du volume d'élutlon en fonction de la masse molaire du 
soluté au cours d'un tamisage moléculaire C5l 

Les avantages principaux sont représentés par la non dénaturation des 
protéines et le fait de pouvoir déterminer le poids moléculaire des protéines, 
mais cette méthode est peu résolutive et entraine une dilution des protéines. 

IV .3.1.4 Electrophorèse sur gel de polyacrylamlde en présence 
de dodécyl sulfate de sodium (SOS) 

Il s'agit d'une technique simple qui donne des indications rapides sur la masse 
moléculaire d'une protéine. Le SDS a une structure chimique associant un 
chainon carboné hydrophobe à une tête polaire. Il a comme propriété de 
dénaturer les protéines et d'isoler les oligomères. On associe souvent le SDS au 
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2-mercaptoéthanol qui rompt les ponts disulfures. Dans ces conditions, le SOS 
enveloppe la séquence polypeptidique en présentant vers l'extérieur ces têtes 
polaires négatives : placées dans un champ électrique elles vont migrer vers 
l'anode. Pour un gel de polyacrylamide défini et pour une concentration de SOS 
donnée, la distance de migration au sein du gel, sous l'influence d'un champ 
électrique, est inversement proportionnelle au logarithme de la masse 
moléculaire des protéines. (34) 
Pour déterminer la masse moléculaire d'une protéine inconnue il est nécessaire 
d'utiliser en parallèle une série de témoins. 

IV .3.2 Séparation en fonction de la charge 

IV .3.2.1 Chromatographie d'échange d'ions (34) (4) 

Les protéines sont séparées ici en fonction de la charge électrique et donc des 
groupements ionisables et des pHi. Dans cette technique on utilise un support 
constitué d'une matrice qui est soit de la cellulose, soit du dextran. Sur cette 
matrice, sont fixés des groupements polaires dont les types les plus couramment 
employés sont le diéthylaminoéthyl (DEAE) comme échangeur d'anions et le 
carboxyméthyl (CM) comme échangeur de cations. L'élution se fait par gradient 
de force ionique et par modification du pH. 

DEAE 

1 0 
rO-CH2-COO CM 

La séparation est influencée par le pH, la force ionique, la nature de la matrice, 
le nombre de groupements ionisables par millilitre de gel et leur accessibilité, la 
température, le débit et la nature de l'éluant, la pente du gradient et la nature des 
protéines à isoler. 

Cette technique présente différents avantages : tout d'abord une bonne 
résolution, une régénération facile du support et l'utilisation de débits peu 
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élevés. Toutefois l'utilisation d'un gradient de pH peut entraîner une 
dénaturation des protéines. 

IV.3.2.2 Electrofocallsatlon (34) (5) 

Il s'agit d'une méthode très résolutive de séparation des protéines qui repose sur 
la différence entre les points isoélectriques (pHi) des protéines. Placée à un pH 
< pHi la protéine se charge positivement par capture de protons, alors qu'à un 
pH> pHi elle se charge négativement par perte de protons. 

La séparation se fait à l'aide d'un gradient de pH préétabli dans la colonne 
grâce à l'utilisation d'ampholynes Il s'agit de mélanges d'un certain nombre de 
molécules de faible masse molaire et donc très mobiles, comportant chacune 
plusieurs groupements carboxyliques et aminés qui ont donc un pHi acide ou 
basique. On place alors les ampholynes dans la colonne et en appliquant un 
champ électrique continu, les ampholynes acides, chargées négativement en 
milieu neutre, migrent vers l'anode, alors que les ampholynes basiques, 
chargées positivement à pH neutre, migrent vers la cathode. Il se crée ainsi un 
gradient de pH qui augmente de l'anode vers la cathode, la gamme de pH étant 
choisie en fonction de la séparation à réaliser. 

Une fois le gradient établi, les protéines sont déposées et migrent vers l'anode 
ou la cathode selon leur charge, mais au fur et à mesure de leur déplacement le 
pH extérieur varie, ainsi que leur propre charge. Elles ne migrent plus quand 
leur charge nette est nulle, c'est à dire qu'elles se focalisent à l'endroit où le pH 
est égal à leur propre pHi. 

A l'issue de l'électrofocalisation, des systèmes de récupération par tubes 
capillaires permettent la récolte des fractions protéiniques ainsi parfaitement 
séparées. Pour la mise en évidence des protéines en sortie de colonne, on 
mesure l'absorption à 280 nm, ou l'activité biologique s'il s'agit de protéines 
enzymatiques. 
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IV.3.2.3 Electrophorèses 

Les différences de migration des protéines dans un champ électrique peuvent 

être mises à profit pour leur séparation. Il existe toute une variété 

d'électrophorèses dont les principales sont les suivantes: (34) 

Electrophorèse en veine ligujde 

Ici, une solution tampon d'un mélange de protéines est placée dans une cellule 

ayant une forme de U avec une couche de tampon pur placée au-dessus de la 

solution protéique. 

•• --Frontière ~ 
initiale 

Tampon et Protéine dissoute ayant 
une charge négative nette 

...__ Frontière 
descendante 

Figure N° 11 : principe de l'électrophorèse en veine llgulde (34) 

La cellule est immergée dans un bain à température constante et un champ 

électrique est formé entre les électrodes; les protéines chargées négativement 

vont migrer vers l'anode et celles chargées positivement vers la cathode. Afin 

d'obtenir un schéma complet de toutes les protéines dans un mélange, le pH est 

habituellement choisi de telle sorte que la plupart des protéines aient la même 

charge, mais des mobilités différentes. Comme les molécules chargées 

négativement migrent vers l'anode, elles migrent vers la solution de tampon pur 
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et forment un front ou frontière. L'indice de réfraction de la solution se modifie 
considérablement au niveau de cette frontière, car l'indice de réfraction des 
solutions protéiques est différent de celui du tampon pur. 
Les mesures optiques des modifications d'indice de réfraction le long de la 
cellule électrophorétique permettent de mettre en évidence la présence et la 
vitesse relative de migration des protéines dans un mélange. La figure N°12 
montre un pareil diagramme; chaque pic dans le diagramme correspond à la 
position d'une frontière de migration d'une protéine spécifique. 

Albumine 

Frontière ascendante 

Figure N° 12 : Tracé électrophorétlgue des protéines plasmatlgues.C35l 

Dans un schéma électrophorétique la surface de chaque pic est proportionnelle 
à la concentration relative du constituant correspondant. (34) 
Cette technique a été largement supplantée par d'autres formes 
d'électrophorèses de zones qui sont beaucoup plus simples, et qui ont des 
pouvoirs de résolution beaucoup plus élevés et réalisables avec de plus petits 
écha nti Il o ns. 

Electrophorèse de zone 

Différents supports peuvent être utilisés 

Electrophorèse sur papier (34) 

La migration se fait sur simple bande de papier humectée de tampon dont 
les extrémités trempent dans deux bacs à électrode. Le dépôt du mélange 
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à analyser se fait à l'aide d'une micropipette sur une ligne perpendiculaire 
à la migration. On fait passer un courant sous une tension de 6 VI cm 
pendant 4 heures. On sèche ensuite les bandes et on les imprègne d'un 
colorant comme le bleu de bromophénol qui permet de visualiser les 
fractions protéiques séparées. 
Afin d'exploiter quantitativement la bande colorée, on l'introduit dans un 
lecteur micro-densitométrique, réglé à une longueur d'onde convenable, 
qui enregistre automatiquement l'absorption en fonction de la quantité de 
protéines présentes en chaque point de la bande de papier. On obtient le 
tracé schématisé ci dessous, si on a déposé des protéines sériques. 

0 

0 
Elgyre N°13 : 

La précision de la méthode est médiocre. Elle dépend évidemment de la 
qualité du papier et de l'influence du courant sur chaque type de protéine. 

Electrophorèse sur acétate de cellulose (34) 

Cette technique remplace actuellement avantageusement 
l'électrophorèse sur papier. Une meilleure résolution des fractions est 
obtenue en des temps de migrations plus courts (60 minutes). La 
révélation des fractions est généralement faite par le rouge ponceau et 
l'exploitation planimétrique des colorations donne des résultats 
d'ensemble voisins de ceux obtenus par électrophorèse en veine liquide 
qui demeure la méthode de référence. 
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Electrophorèse à haut voltage (34) 

Le papier est encore utilisé pour cette méthode. Cette technique nécessite 
un puissant système de refroidissement. Elle est appliquée, associée à 
une chromatographie perpendiculaire. Elle est surtout utilisée pour 
séparer les peptides issus d'une hydrolyse trypsique des protéines. 
On obtient ainsi une carte des peptides, caractéristique de chaque 
protéine. 

• • • Cl> • • :ë a. • ~ 
Cl • • .s m - E 

• E 
.r::::. 

• • • • (.) 

.. 
Electrophorèse 

Figure N°14 : Exemple de résultat d'une électrophorèse à haut yoltage.(34) 

Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (34) 

Il s'agit d'une technique simple et très résolutive. Elle est réalisable dans 
des petits tubes cylindriques remplis de gel transparent. Les bandes 
obtenues après électrophorèse sont très fines et il est possible de détecter 
ainsi de nombreuses variétés moléculaires. 

@ 

Elgyre N°15 : Exemple d'apparel!lage utl!lsable 
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Comme nous l'avons vu Précédemment, il est possible d'utiliser également un 
gradient de gel de polyacrylamide. Cette technique est appliquée aux 
déterminations de masses moléculaires des protéines en présence de SOS. 

IV.3.3 Chromatographie d'adsorption 

IV.3.3.1 Chromatog raphle d'affinité 

Dernière née des techniques chromatographiques de purification des protéines, 
la chromatographie d'affinité ne fait appel ni au poids moléculaire, ni à la forme, 
ni à la solubilité, ni à la charge électrique des protéines. Elle repose sur les 
interactions spécifiques qui peuvent exister entre les molécules. (34) 
Certaines protéines peuvent être isolées à partir d'un mélange très complexe et 
amenées à un haut degré de pureté, souvent en une seule étape, grâce à cette 
technique. 
Par exemple, afin de séparer certaines enzymes d'autres protéines, le coenzyme 
spécifique ou ligand est fixé covalentiellement au moyen de réactifs chimiques à 
un groupement fonctionnel sur la surface de particules largement hydratées d'un 
matériel poreux. Ces particules, comme l'agarose, placée dans une colonne 
permettent aux molécules protéiques de passer librement alors que les enzymes 
restent fixées au coenzyme. L'élution se fait par un solvant contenant les 
molécules de ligand libre qui vont défixer les enzymes. 
La chromatographie d'affinité est utilisée pour isoler non seulement les 
enzymes, mais aussi des molécules de récepteurs dans les membranes 
cellulaires qui fixent spécifiquement les hormones. (35) 

Molécule de ligand spécifique 

J 

1 
Protéine adsorbée en raison de 
sa spécificité et de sa grande 

affinité pour le ligand 

t 
Particule d'agarose 

Figure N°16 : Principe de la chromatographie d'affinité. 
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IV.3.3.2 Chromatographie hydrophobe (34) 

Certaines observations faites en chromatographie d'affinité ont montré que 
divers effets non spécifiques étaient attribuables à des interactions de type 
hydrophobe. De là est venue l'idée d'employer des chaînes carbonées fixées à 
un support d'agarose. 

On dispose maintenant de familles de composés, ne différant entre eux que par 
de minimes variantes de structure, mais présentant des propriétés 
chromatographiques intéressantes, par exemple, l'éthyl agarose, l'co aminoéthyl-
agarose, l'octyl agarose ou l'ro aminooctyl-agarose. Diverses protéines se fixent 
réversiblement et selon des modalités variées sur ces chaînes hydrophobes : 
c'est donc une possibilité de séparation, actuellement en expansion. 

IV.3.3.3 Chromatographie liquide haute perfonnance (34) 

Si la chromatographie liquide haute performance (CLHP) s'est développée 
rapidement en faveur de la séparation des petites molécules, le bénéfice au 
profit des protéines a été plus long à apparaître : il n'est venu qu'en 1978. 
Il a fallu, en effet, résoudre un certain nombre de difficultés techniques: 

- Obtenir de bonnes séparations de chaque classe de protéines. 
- Maintenir la conformation tridimensionnelle. 
- Maintenir l'activité biologique. 
- Etendre cette technique à des préparations de type "industriel". 

A ce titre, l'apparition de matières organiques microparticulaires, offrant une 
surface d'échange importante, tout en résistant aux pressions de l'éluant, ont 
donné d'excellents résultats. Parmi les succès obtenus on peut citer la 
séparation de nombreuses enzymes par CLHP d'échange d'ions et la 
séparation des chaînes de globine par CLHP en phase inverse .. 

IV .4 DOSAGE DES PROTÉINES 

Nous avons vu précédemment des méthodes permettant à la fois un 
fractionnement et un dosage des protéines comme la technique 
d'électrophorèse et de CLHP. Mais le dosage des protéines peut être réalisé 
grâce à d'autres méthodes que nous allons envisager. 
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IV .4.1 Dosage par détermination de l'azote total (20) 

Cette technique consiste, successivement, en une minéralisation de l'azote 
organique et en un dosage des ions NH4+ formés. Pour obtenir la teneur en 
protéines il faut multiplier la teneur en azote total par un coefficient de 6,25 quel 
que soit le produit (à l'exception du blé et de ses dérivés pour lesquels il faut 
utiliser un coefficient de 5,7). 

IV .4.1.1 Minéralisation 

Par cette opération, l'ensemble de l'azote organique est transformé en azote 
minéral sous forme de sels d'ammonium (NH4)2 S04. Ceci se fait par l'action de 
l'acide sulfurique bouillant sur la matière organique, en présence d'un 
catalyseur et la réduction de l'azote organique en ammoniac. Celui-ci est retenu 
dans le digestat acide sous forme de sulfate. 

IV.4.1.2 Dosage 

Par la méthode de Kjeldahl 

L'ammoniac du digestat est déplacé par une base forte {NaOH) que l'on ajoute 
en excès. Après la distillation, ou l'entraînement par la vapeur, l'ammoniac peut 
être titré en présence d'un indicateur coloré soit par retour, soit directement en 
présence d'acide borique. 
Divers appareillages permettent d'améliorer ce dosage. Ce peut être des 
montages semi-automatiques, comme ceux de Tecator, pratiquant des 
minéralisations rapides (de l'ordre de 1/2 heure) dans des tubes qui servent 
ensuite de réacteur pour la titration. Ce peut être aussi des appareils 
complètement automatisés, intéressants lorsque le nombre de dosages est 
élevé. 

Par électrode spécifigue à l'ammoniac 

(Diffusion de NH3 gazeux au travers d'une membrane) 
Cette technique peut être facilement automatisée. Elle permet d'éliminer la 
distillation et la titration classique de la méthode de Kjeldahl. A noter que cette 
technique ne peut être utilisée sur des produits très riches en azote car elle 
donne dans ce cas des résultats par excès. 
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par colorimétrie par le réactif de Nessler 

Il s'agit d'une méthode très sensible. Avec les ions NH4+ le réactif de Nessler 
forme un complexe orangé dont le maximum d'absorption dans l'ultra-violet se 
situe à 380 nm. Cette méthode est utilisée après distillation de l'ammoniac. 

par colorimétrie. par la méthode de Berthelot 

L'ammoniaque est dosée par réaction avec un phénate alcalin et l'hypochlorite 
de sodium. Il y a formation d'un complexe bleu d'indophénol dont l'intensité est 
mesurée à 630 nm. La coloration variant avec le temps et la réaction colorée 
étant très sensible au pH, à la température, ce dosage est très peu utilisé en 
manuel. Par contre étant d'une grande sensibilité, cette technique est très 
utilisée en dosage automatisé à l'aide d'appareils automatiques à flux continu. 

IV.4.2 Dosage par méthodes chimiques 

IV.4.2.1 Méthode du Bluret 

Cette réaction est caractérisée par le développement d'une coloration pourpre 
par formation d'un complexe entre les ions cuivrique, et les liaisons peptidiques 
en milieu alcalin. Comme les liaisons peptidiques sont à la base de la structure 
des protéines, cette réaction est générale et l'intensité de la coloration est 
directement reliée à la teneur en protéines. La longueur d'onde d'absorption 
maximale varie entre 540 et 650 nm, selon la nature de la protéine. 
Il faut au moins trois liaisons peptidiques pour que ce complexe se forme. 
Malheureusement cette méthode n'est pas très sélective; la coloration est 
également obtenue avec des substances ne contenant pas de liaison 
peptidique. (34) 

IV.4.2.2 Méthode de Lowry 

Cette technique est beaucoup plus sensible, la coloration bleue développée par 
les protéines est attribuée à l'action du réactif de Folin ( acides 
phosphomolybdique et phosphotungstique) qui mis en présence d'une protéine 
est réduit en un complexe bleu (bleu de molybdène). Cette réaction se produit 
principalement avec les groupements phénoliques de la tyrosine, mais 
également avec le tryptophane et, à un degré moindre, avec la cystéine et 
l'histidine. Mais comme la proportion de ces acides aminés n'est pas la même 
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dans les différentes protéines, l'intensité de la coloration varie d'une protéine à 
l'autre. De plus certaines substances, comme le sulfate d'ammonium, diminuent 
la coloration. (34) 

IV.4.2.3 Dosage par fixation de colorant (20) 

La formation d'un complexe insoluble entre certaines molécules colorées et les 
protéines permet d'en effectuer le dosage. Le complexe précipité peut être 
séparé du surnageant par filtration ou centrifugation. La valeur de la différence 
des mesures colorimétriques entre la solution initiale de colorant et le 
surnageant dépend de la quantité de colorant fixé sur les protéines et peut être 
directement reliée à la teneur en protéines. 
Différents type de colorants sont utilisés, mais la majorité d'entre-eux sont des 
colorants azoïques acides qui se fixent préférentiellement sur les groupements 
basiques des protéines, lorsqu'ils se trouvent en milieu tamponné à faible pH. 
Ces méthodes de fixation sont hautement empiriques. Pour garantir la qualité 
des résultats, il faut que les conditions expérimentales soient bien définies, 
rigoureusement contrôlées et reproductibles. Avec ces réserves, cette méthode 
est applicable aux protéines en solution et aux protéines insolubles mises en 
suspension. 
Des techniques particulières ont été mises au point qui s'appliquent d'une part 
aux produits laitiers et d'autre part aux produits végétaux comme les céréales. 
Plusieurs appareils ont été proposés pour automatiser ce dosage. 

IV.4.3 Dosage par des méthodes physiques (20} 

Les dosages par les méthodes physiques sont généralement rapides, simples et 
performants. Ces méthodes demandent moins de manipulations que les 
méthodes chimiques mais exigent un matériel couteux et très spécialisé. Par 
contre, le coût de chaque analyse est souvent faible. 

Les principes de ces méthodes sont basés sur des propriétés physiques 
particulières des protéines, pour chaque type de produit il va falloir connaître la 
correspondance des mesures réalisées avec la teneur en protéines. Ceci oblige 
à faire des étalonnages, à l'aide d'échantillons témoins ayant une composition 
suffisamment voisine de celle des échantillons à doser. 
Ces méthodes sont surtout utilisables quand le produit a une composition 
constante. 
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IV .4.3.1 S pectrométrle ultra·vlolette 

La possibilité de dosage des protéines par mesure de l'absorption ultra-violette 
est liée à la présence d'acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane) dont 
le maximum d'absorption est à 275 nm et des liaisons peptidiques qui absorbent 
à 190 nm. 
Beaucoup de longueur d'ondes différentes ont été utilisées dans la gamme 180-
220 nm, mais les problèmes techniques y sont plus importants qu'à 275 nm, 
malgré une meilleure sensibilité. Il y a, de plus, davantage de risque 
d'interférences avec des substances non protéiques et avec la diffusion de la 
lumière. 
Cette méthode est simple et rapide, mais l'absorption UV des protéines n'est pas 
très intense et le dosage n'est pas très précis. 

IV.4.3.2 Fluorlmétrle 

Les protéines réémettent à 340 nm la lumière qu'elles absorbent à 275 nm et la 
fluorescence ainsi apparue peut être utilisée pour le dosage des protéines. Bien 
que sensible au pH et à la température, cette méthode est intéressante car elle 
est rapide, non destructive et n'est pas affectée par la diffusion de la lumière. 
Mais de nombreuses substances non protéiques contenues dans les aliments 
sont aussi fluorescentes, de sorte que ce dosage est mieux adapté à des travaux 
de recherches qu'à l'analyse de rQi.Jtine des produits alimentaires. 

IV.4.3.3 Réflexion Infra-rouge 

Les différents constituants des produits alimentaires présentent des spectres 
d'absorption caractéristiques dans l'infra-rouge. Cependant, il y a 
chevauchement dans le proche infra-rouge des différentes bandes, et si l'on 
utilise une longueur d'onde unique, il est impossible par exemple de doser de 
façon spécifique les protéines. 
Pour pallier cet inconvénient, Novi et son équipe ont déterminé la réflexion ou la 
transmission du rayonnement à plusieurs longueurs d'ondes. Ils ont déterminé 
un système à trois équations donnant l'humidité, les protéines et les matières 
grasses, dont chaque équation est de la forme: 

A%= K1ALogR1 + ............ + KsALogRs+ K1A 

- R étant les réflexions mesurées à 6 longueurs d'ondes différentes 
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- K étant des constantes spécifiques de chaque constituant et de chaque 
produit analysé. 

Différents appareils ont été réalisés mais ils ont tous été construits sur le même 
principe. Ils effectuent automatiquement les trois phases du dosage : sélection 
des longueurs d'onde, mesure de la réflexion, résolution des équations et 
affichage des résultats. 
L'appareil se compose d'un spectrophotomètre infra-rouge, fonctionnant en 
réflexion, relié à un calculateur électronique. Le dosage se déroule ainsi : 
l'échantillon broyé et homogénéisé est versé dans une coupelle spéciale que 
l'on introduit dans l'appareil. La surface de l'échantillon est éclairée par une 
lampe infra-rouge. Les six longueurs d'onde sont sélectionnées tour à tour. 
L'énergie réfléchie est captée par un photo-sélecteur. Elle est transformée en 
impulsions électriques qui, après amplification, sont transmises au calculateur. 
Celui-ci effectue la résolution des équations mentionnées ci-dessus. 
L'appareil doit être étalonné, c'est-à-dire qu'il faut déterminer les constantes K 
qui serviront à programmer le calculateur. Schématiquement, on procède de la 
façon suivante : on choisit 25 à 50 échantillons représentatifs du produit à 
analyser. On les prépare comme pour un dosage normal. On mesure avec 
l'appareil les six valeurs de Log de R pour chacun d'eux. Parallèlement on 
détermine leur teneur en protéines selon une méthode classique de référence 
(Kjeldhal). A l'aide de ces deux séries de données (Log R et dosage des 
protéines) un calcul de régression multiple permet d'obtenir les valeurs de K1 et 
K1. 
L'appareil peut être étalonné directement en % de matière sèche dans le calcul 
de régression. On entre les constantes dans le calculateur en réglant aux 
valeurs trouvées les potentiomètres de circuits électroniques montés sur des 
cartes amovibles (cartes d'étalonnage). 
Les appareils présents sur le marché donnent des résultats très proches, 
corrélés à 0,98 ou 0,99 avec la méthode de Kjeldhal; La reproductibilité est de 
l'ordre de 1 %. Les premiers appareils étaient faciles d'utilisation pour les 
céréales par exemple. Cependant, la précision des résultats diminue 
considérablement lorsque l'on analyse des produits très hétérogènes. 
A l'heure actuelle, il existe des appareils qui permettent l'analyse d'aliments 
composés grâce à l'élargissement du spectre infra-rouge, à la prise en compte 
d'un plus grand nombre de longueurs d'onde et à un nouveau mode de calcul 
faisant intervenir la dérivée de la réflexion. 
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Cette technique est particulièrement adaptée au contrôle rapide des matières 

premières et des produits transformés des industries agro-alimentaires. 

IV .5 MESURES CHIMIQUES DE LA QUALITÉ NUTRITIONNELLE DES 

PROTÉINES. 

La solution la plus couramment utilisée est la caractérisation du produit par sa 

composition en acides aminés. L'équilibre ou le déséquilibre éventuel est ainsi 

mis en évidence. (20) 

IV.5.1 Détermination de la composition en acides aminés 

après hydrolyse 

L'hydrolyse est réalisée le plus souvent par HCI 6 N à 110°c dans un tube scellé 

sous vide pendant 24, 48 ou 72 heures. Les hydrolyses courtes risquent d'être 

incomplètes, alors que les hydrolyses longues risquent de détruire une partie 

des acides aminés. Il est aussi possible d'hydrolyser une partie des protéines 

par NaOH 2-4 N ou par l'acide paratoluènesulfonique, afin d'otenir le 

tryptophane qui est détruit par l'hydrolyse chlorhydrique. 

Le mélange d'acides aminés ainsi obtenu peut être séparé par différentes 

techniques chromatographiques. 

IV .5 .1 .1 Chromatographie sur papier 

Cette technique joue ici un rôle très important. C'est d'ailleurs à l'occasion de 

l'étude des acides aminés que cette méthode a été développée. 

Lorsque l'on a affaire à un mélange complexe, (c'est le cas s'il s'agit de l'analyse 

d'un hydrolysat de protéines}, on doit f.aire une chromatographie à deux 

dimensions en utilisant, par exemple, ~~ c  S-olvant de migration 
dans un sens et le butanol en milieu acétique dans le sens perpendiculaire. Les 

acides aminés sont révélés par la ninhydrine à chaud. 

On remarque que les acides aminés d'un même groupe (acides, basiques) sont 

localisés le long d'une même courbe. (Figure N° 17) 
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Acide acétique - butanol .. 
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Figure N° 17 : Ch romatographle sur paple r des acides aminés en deux 

dimensions (31) 

Il s'agit d'une méthode plus qualitative que quantitative. (34) 

IV .5.1.2 Chromatographie sur couche mince 

La séparation est possible sur différents types de couches minces. Parmi les 
supports les plus favorables, nous citerons la cellulose et le gel de silice. 
Quel que soit le type de phase stationnaire, les solvants éluants contiennent 
toujours de 15 à 60 % d'eau, en association avec d'autres composants polaires : 
alcools à chaînes carbonées courtes (de C1 à C4) et cétones. Il leur est souvent 
adjoint un composant organique basique (pyridine, nitrile) ou acide (acide 
acétique). 
Les acides aminés naturels étant très nombreux au sein d'un même extrait, il 
sera souvent nécessaire de mettre en œuvre des chromatographies 
bidimensionnelles. (8) 

IV.5.1.3 Chromatographie par échange d'ions 

Le procédé le plus connu est la technique de chromatographie sur résine 
échangeuse de cations de Moore et Stein. (31) 
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Cette technique permet le dosage des acides aminés d'un mélange. On remplit 
une colonne avec une résine qui comporte des groupements sulfoniques sur 
une matrice polystyrénique. En milieu acide, les acides aminés se comportent 
comme des cations, qui déplacent une partie des ions Na+ de l'échangeur pour 
les remplacer et rester fixés sur la colonne. Plus l'acide aminé est basique et 
plus il restera fermement lié par les forces électrostatiques. On fait ensuite 
passer un éluant de pH croissant. La charge nette de l'acide aminé est modifiée 
et lorsque le pH s'approche du pHi de l'acide aminé, celui-ci se libère et traverse 
la colonne. Les pHi des acides aminés étant tous différents, ils sortent 
successivement de la colonne. 
En réalité les acides aminés ne sont pas uniquement liés à la résine par les 
forces électrostatiques, d'autres forces interviennent et modifient l'ordre de sortie 
des acides ami nés. 
Ce type de chromatographie est sensible à la température, car les équilibres mis 
en jeu sont dépendants de ce paramètre. 

On peut utiliser cette chromatographie de deux manières: 

- Avec un collecteur de fraction : on recueille séparément les acides 
aminés en sortie de colonne. On ajoute à chaque tube de la ninhydrine et 
on chauffe. On lit l'absorbance de chaque tube au spectrophotomètre ce 
qui donne la concentration en acide aminé. La nature des acides aminés 
est déterminée par le volume d'éluant nécessaire pour les "décrocher" de 
la résine (volume de rétention). 

- Avec un analyseur automatique dont le principe est le suivant (voir figure 
N° 18) : le liquide qui sort de la colonne est mélangé à la ninhydrine par 
une pompe. Le mélange passe dans un bain-marie qui le chauffe, puis il 
passe dans un spectrophotomètre qui lit l'absorption à 570 nm (coloration 
violette de la ninhydrine avec l'ensemble des acides aminés} et à 440 nm 
(coloration orangé de la ninhydrine avec la praline}. Ces lectures sont 
enregistrées sur une feuille de papier. La surface comprise entre la courbe 
et la ligne de base est proportionnelle à la concentration de l'acide aminé. 
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Eluant 

Colonne 

Bain marie Ninhydrine 

Spectropho tom ètre 

Figure N° 18 : Schéma d'analyse automatique d'un mélange d'acides aminés C31 > 

IV.5.1.4 Chromatographie en phase gazeuse 

Il est possible de séparer et de doser les acides aminés par cette méthode, 
après les avoir quantitativement transformés en dérivés volatils comme par 
exemple en dérivés triméthylsylylés après traitement par le N,0-bis 
triméthylsylylacétamide. (34) 
Les procédés de dérivation sont nombreux: 

- Transformation du carboxyle de l'acide aminé en ester grâce à un alcool, 
dont le plus utilisé est le butanol. 
- La fonction amine est généralement transformée en amide grâce à un 
anhydride d'acide; c'est ainsi que l'on prépare des dérivés acétylés, 
trifluoroacétylés. 
- On peut également sylyler les acides aminés, l'agent sylylant le mieux 
adapté semble être le bis (triméthylsylil) trifluoroacétamide. 
- Enfin, on cyclise quelquefois les acides aminés, les transformant en 
phénylthiohydantoïnes grâce à l'isothiocyanate de phényl. 

Parmi cet éventail de dérivés, les plus souvent préparés semblent être les esters 
N trifluoroacétyl - n butyliques, bien volatils, mais pas trop cependant, pour éviter 
les pertes au cours de la préparation. 
Différentes phases stationnaires peuvent être utilisées, comme par exemple 
l'adipate d'éthylèneglycol, des silicones ou huiles siliconées. 
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La détection est presque toujours obtenue grâce à un détecteur à ionisation de 
flamme, le gaz vecteur étant l'azote, l'hélium ou le l'argon. 
Il est nécessaire de réaliser une programmation de température variable selon la 
phase stationnaire et d'utiliser un étalon interne comme le phénanthrène si l'on 
désire effectuer le dosage des acides aminés. 

IV .5.1.5 Chromatographie llqulde haute perfonnance 

Il est possible de séparer et doser les acides aminés contenus dans un 
hydrolysat d'extrait naturel grâce à des méthodes de CLHP en phase inverse. 
Ces méthodes nécessitent une dérivation préalable des acides aminés leur 
permettant d'avoir une forte absorption dans l'ultra-violet ou le visible. 
Différents réactifs de dérivation peuvent être utilisés parmi lesquels nous 
citerons: 

- Le chlorure de dansyl 
- Le chlorure de dabsyl 
- Le fluoro-2,4 dinitrobenzène 
- Le phénylisothiocyanate 

(Voir formules et réactions dans le chapitre IV.5.2) 

IV.5.2 Détermination de la séquence en acides aminés 
d'une protéine (31) 

Lorsqu'une protéine est formée de plusieurs chaînes polypeptidiques, il faut 
commencer par rompre les liaisons qui les unissent. On rompt les ponts 
disulfures par des agents oxydants qui transforment la cystine en deux acides 
cystéïques ou des agents réducteurs qui transforment la cystine en deux 
cystéines. Les autres liaisons sont rompues par des agents dénaturants. Les 
chaînes polypeptidiques ainsi obtenues sont fractionnées par électrophorèse ou 
par chromatographie. On opère ensuite sur chacun des polypeptides. 

IV .5.2.1 Détermination de l'acide aminé N-termlnal 

Plusieurs méthodes peuvent être utilisées. 

Méthode au dinitrofluorobenzène (DNFB) 
le dinitrofluorobenzène se combine avec l'amine de l'acide aminé N-
terminal avec départ d'acide fluorhydrique, il se forme un dinitrophényl 
acide, DNP-aa 
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On hydrolyse les protéines, les acides amines sont libérés, mais 

l'hydrolyse laisse intact les dérivés DNP-aa que l'on identifie par 

chromatographie. 

Méthode au chlorure de dansyl 

il se forme un dansyl-amino-acide très fluorescent, donc facile à identifier 

à très faibles concentrations après hydrolyse de la protéine. 
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Méthode au phénylisothiocyanate 
Le phénylisothiocyanate réagit avec l'amine en milieu faiblement basique. 

NH2 - a; - ro ~ N-1 -
1 
R 

Ce composé se cyclise en milieu acide faible, il se détache en donnant le 
phényl thiohydantoïne amino acide (PTH-aa) caractéristique de l'acide 
aminé. 

Cette méthode se distingue des méthodes précédentes par le fait que la 
libération du PTH-aa se fait sans que l'on ait à hydrolyser toute la protéine, 
si bien que l'on ne détache ainsi qu'un acide aminé. On identifie le PTH-
aa par chromatographie après l'avoir extrait. 
L'intérêt de cette méthode réside dans le fait que la molécule étant restée 
intacte, on peut former un PTH-aa avec le deuxième puis le troisième 
acide aminé, en dégradant séquentiellement la protéine. Récemment, 
cette méthode a été automatisée à l'aide d'un appareil, le séquenseur, ce 
qui permet une analyse relativement rapide. 

Méthode enzymatiQue à l'amjno peptidase 
L'acide aminé N-terminal est détaché par cette exopeptidase (groupe 
d'enzyme qui détachent les acides aminés terminaux). Sa nature est 
déterminée par chromatographie sur papier. L'enzyme doit agir peu de 
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temps sinon son action se poursuivra et il détachera l'acide aminé suivant 
à partir de l'extrémité N-terminale. 

Détermination de l'acide aminé C-terminal 

Cette détermination se fait de façon enzymatique, grâce à une 
carboxypeptidase qui détache spécifiquement l'acide aminé C-terminal. 
Il y a normalement dans un polypeptide autant d'acides aminés N et C-
terminaux. 

IV.5.2.2 
peptides 

Hydrolyse partielle des polypeptides et séparation des 

Chaque polypeptide est divisé en plusieurs échantillons qui seront traités par 
des agents protéolytiques différents. Ces agents peuvent être enzymatiques ou 
chimiques (Figure N° 19) 

Protéolyse enzymatigue 

On utilise des endopeptidases qui hydrolysent les polypeptides loin des 
extrêmités et qui sont spécifiques de l'acide aminé au niveau duquel se fait 
principalement la coupure. 
• La trypsine coupe la molécule au niveau du carbonyle de la lysine et de 
l'arginine. 
• La chymotrypsine coupe la molécule essentiellement au niveau des acides 
aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et tryptophane). 

L'hydrolyse chimigue 

le bromure de cyanogène CNBr, coupe le polypeptide au niveau des carboxyles 
de la méthionine. 

Leut VaJ · ::t:s -Met t Phe -Lys t Tyr -Ala î Val 

Aminopeptidase CNBr Trypsine Carboxypeptidase 

Chymotrypsine Chymotrypsine 

Figure N°19 : protéolyse des polypeptldes (31) 
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On fractionne les peptides obtenus par les différentes méthodes par 
électrophorèse, chromatographie sur papier ou mieux sur colonne. Il faut alors 
raccorder les peptides dans l'ordre où ils existent dans la protéine en comparant 
les peptides obtenus par les différentes méthodes hydrolytiques et qui se 
recoupent les unes les autres. (Figure N° 20) 

------- CNBr 

Trypsine 

---- Chymotrypsine 

Figure N° 20 : Détermination de la séquence en acides aminés d'une protéine 

Donc, pour déterminer la séquence des acides aminés d'une chaîne 
polypeptidique, on peut prendre trois échantillons, les traiter l'un par la trypsine, 
l'autre par la chymotrypsine et le dernier par le bromure de cyanogène. Dans 
tous les cas, on obtient un mélange de peptides que l'on fractionne. On 
détermine la composition en acides aminés de chaque peptide et sa structure 
grâce à la méthode au phénylisothiocyanate et grâce aux exopeptidases. On 
rassemble tous les résultats. On peut raccorder les peptides grâce au fait que les 
coupures ne sont pas faites au même niveau peptidique dans les trois 
échantillons. 
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Chapitre 11 

Aspects nutritionnels et 
alimentaires des protéines 



54 

1. RÔLE DES PROTÉINES (52) 

Les protéines représentent les constituants de base de toute cellule vivante et 
elles ont pour finalité l'élaboration de tissu vivant en participant: 

- à la formation de la trame osseuse. 
- à la structure de la membrane cellulaire et à son rôle de filtre sélectif. 
- à la structure de la peau et des phanères. 
- à la fraction contractile des muscles. 
- au pouvoir osmotique et donc aux mouvements de l'eau dans 
l'organisme. 
- à la constitution des enzymes. 
- à la constitution des hormones, de l'hémoglobine, des cytochromes et 
des nucléoprotéines. 

Les protéines ont également un rôle énergétique annexe qui n'apparaîtra que 
lors de régimes insuffisants en glucides ou en lipides, elles seront alors oxydées 
en libérant de l'énergie. Chaque gramme de protéine libère 4 calories. 
Les réserves protéiques sont faibles, puisque toute prise de protéines en excès 
n'entraîne le stockage que d'une faible quantité dans les muscles et dans le foie, 
le surplus étant catabolisé. 

Il. DIGESTION DES PROTÉINES (53) 

11.1 AU NIVEAU DE LA BOUCHE 

Durant cette étape, les protéines ne subissent aucune modification structurale. 
La mastication n'est qu'un phénomène mécanique qui prépare le bol alimentaire 
à subir l'action des divers sucs digestifs. 

11.2 AU NIVEAU DE L'ESTOMAC 

L'acide chlorhydrique libéré au moment de la digestion entraîne l'activation de 
trois pepsinogènes sécrétés par les cellules principales de l'estomac. Ceci 
aboutit à la formation de huit pepsines différentes qui vont scinder les protéines 
au niveau de certains acides aminés. 
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11.3 AU NIVEAU DU DUODÉNUM 

Il se produit une activation du trypsinogène et du chymotrypsinogène provenant 

du pancréas par une entérokinase. Cette étape entraîne la formation d'enzymes 

actives capables d'amener les protéines au stade de dipeptides. 

11.4 AU NIVEAU DE L'INTESTIN GRÊLE 

L'intervention de dipeptidases permet la dégradation définitive des dipeptides 

en acides aminés. 

Les différents acides aminés sont transportés, depuis la lumière intestinale 

jusque dans la cellule muqueuse, puis de là vers le sang, par plusieurs 

systèmes spécifiques de cotransfert du sodium. Il s'agit donc d'un transfert actif 

secondaire. 

Remargue : Les acides aminés acides et basiques ont chacun leur propre 

transporteur. 

En ce qui concerne les acides aminés neutres le nombre de systèmes de 

transport n'est pas encore exactement connu .. 

Ill. MÉTABOLISATION DES PROTÉINES ALIMENTAIRES 
(41) 
Dans l'organisme les protéines de constitution sont en perpétuel 

renouvellement. Chez l'adulte sain, l'anabolisme est égal au catabolisme. Les 

acides aminés sont métabolisés en fonction des besoins de l'organisme. La 

figure N° 21 schématise le devenir des protéines dans l'organisme. 

Digestion et 

absorption intestinale 

0ertes urinaires J 

Récupération des 

~ anciennes protéines 

F!gyre N°21: Deyenlrdes protéines allmentalres (41) 
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IV. BESOINS EN PROTÉINES DE L'ORGANISME 

Deux notions sont à prendre en considération : 

-Les besoins quantitatifs. 

-Les besoins qualitatifs. 

IV.1 LES BESOINS QUANTITATIFS 

IV .1 .1 Le bilan azoté 

IV .1.1.1 Définition 

Le bilan azoté est représenté par la différence entre l'azote ingéré et l'azote 

excrété. 

Si ce bilan est positif, cela signifie que la synthèse protéique est plus importante 

que la dégradation, alors que s'il est négatif l'organisme perd de l'azote en 

brûlant ses propres tissus. Enfin, si le bilan est équilibré, les taux absorbés 

correspondent aux dépenses d'où l'idée des physiologistes de mesurer les 

besoins en faisant varier les ingestions jusqu'à ce que le bilan soit équilibré.(58) 

IV .1.1.2 Notion de dépense énergétique endogène 

Terroïne a établi les conditions de mesure de la dépense azotée permettant de 

comparer celle-ci d'un sujet à un autre. Avec un régime sans protéines, mais 

suffisant en tout autre point (calorique, vitaminique ... ), pendant un temps donné, 

l'excrétion azotée est proportionnelle à la dépense énergétique basale. 

Cette grandeur est appelée "dépense endogène spécifique". 

C'est en s'appuyant sur ces travaux que la société des nations, puis la FAO ont 

fixé le taux minimal de protéines à 0,5 ~ majoré par une marge de sécurité 

arbitraire de 1 OO % donc 1 ~  Ce taux correspond à la limite en dessous 

de laquelle la vie est en danger et nullement à un taux recommandé.(58) 

IV .1.2 Equilibre protéino-calorique 

Le respect de cet équilibre est fondamental, car si le régime est insuffisant en 

calories l'organisme va oxyder ses protéines à des fins énergétiques. 

Les protéines doivent représenter 12 +/-1 % de la valeur calorique de la ration 

alimentaire. (18) 
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IV .1.3 Apports nutritionnels conseillés 

La notion de besoin protéique optimal, (et non maximal) a été définie comme 

l'apport protéique nécessaire et suffisant pour assurer un développement idéal, 

toutes choses étant égales par ailleurs. Ce besoin protéique optimal varie avec 

l'age et suivant certaines circonstances. Il est ainsi de : 

- 3 g/Kg1 chez le nourrisson. 

-2,5 ~ chez l'enfant entre 3 et 1 O ans. 

- 2 g/Kg1 chez l'adolescent. 

- 1 g/Kg1 chez l'adulte. 

-1,5 g/Kg1 + 15 à 20 g chez la femme enceinte et le travailleur de force. 

Ces chiffres doivent être revus lors de tout épisode pathologique : 

-Réduits en cas d'insuffisance rénale chronique. 

-Majorés (multipliés par 2 ou 3) dans les maladies qui se prolongent au-

delà d'une semaine, surtout si elles s'accompagnent de fièvre. En effet, 

toute maladie s'accompagne d'une fuite protéique majeure, souvent 

aggravée par un manque d'appétit. (18) 

IV .2 BESOINS QUALITATIFS 

La qualité nutritionnelle des aliments ingérés conditionne leur plus ou moins 

bonne assimilation par l'organisme, ce qui nous amène à définir certaines 

notions (45) 

IV .2.1 Les acides aminés essentiels (43) 

Une expérience a été réalisée chez de jeunes rats à qui l'on donnait des 

régimes à 18 % de protéines sous forme de caséine (lait), gliadine (blé) ou 

zéine (maïs). Il a été constaté que seul le régime à base de caséine permet une 

bonne croissance des rats, la gliadine permettant à l'animal de garder un poids 

constant et la zéine entraînant une perte. 

Or ·1a valeur nutritive d'une protéine se mesure par son efficacité à assurer la 

croissance et l'entretien d'un organisme, cette efficacité étant fonction de la 

composition en acides aminés. 
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Vingt acides aminés sont utilisables par l'organisme dont 10, comme nous 
l'avons dit précédemment, sont dits indispensables car l'organisme ne les 
synthétise pas ou trop lentement. Ces acides aminés doivent donc être apportés 
en quantité suffisante dans la ration alimentaire. (45) 
Les autres sont dits "banals" car ils peuvent être facilement synthétisés par 
l'organisme à partir d'autres substances. (57) 

Nourrissons Enfants Adultes 
His 33 
lleu 83 28 12 
Leu 135 42 16 
Lys 99 44 12 
Met/Cys 43 22 10 
Phé/Tyr 141 22 16 
Thr 68 28 8 
Trp 21 4 3 
Val 92 15 14 

Tableau N° Il: Les acides aminés lndlspensables è l'espèce humaine Cen mg/Kg/j) 

1œ. 

Le tableau N° Il nous donne les besoins en acides aminés essentiels chez 
l'adulte, l'enfant et le nourrisson. Ainsi, nous remarquons que l'histidine est 
indispensable chez le nourrisson alors qu'elle ne l'est plus chez l'adulte. De plus 
l'importance des besoins varie avec l'âge. 

Certains ont un rôle métabolique important qui a pu être démontré, pour d'autres 
aucune certitude n'existe. 

- Leucine, isoleucine, valine 

C1-!3 - CH- CH - CH - COOH CH-- CH - CH -CH - COOH CH.. - CH - CH- COOH 
1 2 ' ·3 2 1 1 ·3 1 1 

. CJt NH2 Oi3 NH2 Oi3 f\1-f 2 

Leucine lsoleucine Valine 

Ce sont des acides monocarboxyliques dont le rôle est encore méconnu. 



-Méthionine 
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NH2 
1 

CH -S -CH -CH -CH -COOH 
3  2  2 

Il s'agit de l'acide aminé soufré le plus important. Il fourni des groupements 

méthyl nécessaires à la synthèse de la choline. 

-Phénylalanine 

0-Q-12-Cr-COOH 

NH2 

C'est un acide aminé cyclique qui donne la tyrosine par oxydation et sert à la 

synthèse de la tyroxine, de la mélanine et de l'adrénaline. 

-Thréonine 

~ -CHOH -CH -COOH 
1 
NH 
2 

Il s'agit d'un acide aminé à fonction alcool dont le rôle métabolique n'est pas 

connu. 

-Tryptophane 

Acide aminé cyclique qui est précurseur de la niacine (vitamine 83) et des 

cofacteurs qui en dérivent (NAD, NADP). Il est également un précurseur de la 

sérotonine. 

-Lysine 
NH
2 
-CH 

2 
-CH i CH 2 CH 2 CH; COOH 

NH2 

Son rôle est encore méconnu. 



60 

Les besoins en acides aminés essentiels étant assurés, il ne faut pas oublier 
qu'il existe un besoin en azote indifférencié. En effet, si on administre des amino-
acides indispensables en omettant les autres, l'équilibre azoté se détruit 
rapidement. De plus, les acides aminés indispensables doivent être présents 
dans la ration alimentaire, ensemble et selon une proportion.définie.(50) 

IV .2.2 Valeur biologique d'une protéine 

IV .2 .2.1 Définition 

La valeur biologique (VB) d'une protéine se traduit par la possibilité de son 
assimilation sous forme de ses maillons élémentaires monopeptidiques pour 
favoriser au maximum la biosynthèse des protéines tissulaires humaines. 
Elle est directement liée à la répartition des acides aminés constitutifs 
notamment ceux dit essentiels. (45) 

IV.2.2.2 

Azote retenu 
VB =Azote absorbé 

Notion de facteur limitant 

La valeur biologique d'une protéine est fonction, en particulier, de l'acide aminé 
indispensable dont l'apport relatif par cette protéine est le plus bas. Cet acide 
aminé est dit "limitant". Les dix acides aminés essentiels peuvent donc agir 
comme facteurs limitants. (18) 
Pour estimer l'importance du facteur limitant d'une protéine, on utilise l'indice 
chimique. 

L'indice chimique d'une protéine est égal au produit par 1 OO du plus petit des 
quotients obtenu en divisant, pour chacun des acides aminés essentiels ou 
groupe d'acides aminés essentiels énumérés ci-après, la quantité présente dans 
1 OO g de cette protéine par la quantité correspondante présente dans 1 OO g de 
la protéine de référence. 

-Lleucine:7g 
- L lsoleucine : 4 g 
- L lysine : 5,5 g 
- DL Méthionine+ L Cystéine : 3,5 g 
- L Phénylalanine+ L Tyrosine : 6 g 
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- L Thréonine : 4 g 
- L Tryptophane : 1 g 
-Valine: 5 g 

Cet indice chimique des protéines ne tient pas compte de la solubilité des 
protéines, ni des traitements par la chaleur qu'elles peuvent subir. Il est donc 
supérieur à la valeur biologique réelle. 
L'absence ou l'excès de l'un de ces acides aminés conduit au gaspillage 
d'azote par dégradation des acides aminés non utilisés, ainsi la valeur 
alimentaire d'une protéine est diminuée. 
L'acide aminé le plus déficient dans la ration alimentaire limite l'utilisation des 
autres. (50} 

Les facteurs limitants les plus usuels sont: 

-La méthionine dans les laitages et les poissons. 
- Le tryptophane dans les viandes. 
- La lysine dans les céréales et dérivés. 

Le tableau N° Ill présente les indices chimiques des protéines de divers 
alimments, ainsi que leur valeur biologiques réelle. 
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Indice VB Indice VB 
chimioue chimioue 

Lait Autre 

-Vache .................... 88 84 -Levure .................. 66 60 

-1-l.Jmain .................. 87 83 

Légumineuses 

Produits laitiers -Haricot crus ............ 80 75 

-Beurre .................. 88 84 -Fève .......•...•......... 70 65 

-Fromages ............... 86 82 -Poids chiche ............ 77 72 

-Fromage blanc: .......... 82 77 -Lentille ................. 71 65 

-Poids secs .............. 81 77 

Œuf entier 100 97 -Farine de soja .......... 83 78 

-Lait de soja ............. 86 82 

Viande crue 

-Bœluf .................... 84 80 Oléagineux 

-Agneau .................. 84 78 -Noix ..................... 70 65 

-Porc ..................... 83 79 -Noix de coco ............ 68 63 

-Veau ..................... 83 79 

-Poulet ................... 82 78 Céréales 

-Cceur .................... 86  82 -G' aine de coton ........ 72 67 

-Sésame .................. 73 68 

Poisson -Sarrasin ................ 73 68 

-Poisson .................. 80 76 -Tournesol .............. 71 66 

-Qevette, 1 angous t i ne 67 61 -Oge ..................... 66 60 

-Maïs ..................... 67 61 

Racl nes tuber cul es -Blé······················ 64 58 

-Manioc ..•............... 54 47 -Millet .....•............. 75 70 

-Pomme de terre 65 59 -Avoine .................. 72 67 

-Patates douces ......... 82 78 -Riz brun ou blanc ...... 73 68 

Légumes verts -Seigle ...•.•............. 68  62 

-Oioux vert .............. 61 54 Dérivé du blé 

-Laitue ................... 56 49 -Son ...................... 71 66 

-Epinard .................. 82 77 -Germe de ~ ........... 74 69 

-Navet .................... 76 71 -Farine complète ....... 64 58 

-Poids frais .............. 64 58 -Farine blanche .......... 61 54 

Tableau N° Ill: Indice chlmlgue et valeur blologlgue de guelgues protélnes(SO) 
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IV.2.2.3 Notion de supplémentatlon 

La notion de valeur biologique suppose une alimentation ne disposant que 
d'une seule source de protéines; or dans une alimentation normale plusieurs 
protéines sont consommées à la fois et c'est donc le stock total des acides 
aminés fournis à l'organisme qui pourra être utilisé pour les synthèses. 
Si on associe une protéine pauvre en un acide aminés à une autre riche en ce 
même acide aminé, la valeur biologique de l'ensemble est amélioré : c'est le 
phénomène de supplémentation. 
La supplémentation permet donc de valoriser considérablement une protéine 
médiocre en lui ajoutant une petite quantité de protéine complémentaire. Mais il 
faut bien choisir la protéine complémentaire qui doit apporter en excès le facteur 
limitant de la première. (7) 
Ainsi, par exemple, l'association de légumes verts ou secs à un plat de céréales 
constitue une excellente supplémentation: 

Excès Déficience 
Céréales Met Lys 
Légumes Lys Met 

Tableau N° IV: Supplémentatlon par association de légumes è des céréales 

Il existe donc une différence fondamentale entre la valeur biologique d'une 
protéine isolée et son rôle de complémentation à l'égard des autres protéines. 
Des protéines médiocres peuvent de ce fait faire d'excellents compléments. 

IV .2.3 Coefficient d'efficacité protéique 

Ce coefficient permet d'évaluer la qualité d'une protéine. Il représente le gain de 
poids d'un animal en développement rapporté à la ration protéique. 

IV .2.4 Coefficient d'utilisation digestive (CUO) 

Il correspond aux aptitudes du tube digestif à assurer la dégradation d'une 
protéine en acides aminés sous forme parfaitement assimilable. 
Ce coefficient varie en fonction de la nature et du mode de préparation d'un 
aliment ainsi que de la nature du reste de la ration alimentaire. 
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IV.2.5 Utilisation de protéines nette {U PN) 

L'UPN tient compte à la fois de la valeur biologique et de la digestibilité des 
protéines. 

V. SOURCES PROTÉIQUES DE NOTRE ALIMENTATION 

V.1 PROTÉINES ANIMALES 

V.1.1 Qualité 

Les aliments d'origine animale sont très riches en protéines de bonne valeur 
biologique. En principe les acides aminés sont présents en quantité suffisante 
ou à peine déficiente. Le coefficient d'utilisation digestive est bon. L'utilisation de 
protéine nette est bonne également: de l'ordre de 80%. (45) 

Teneur en Acides aminés 
Aliments protéine en % limitants 

matière sèche 
Lait 25 à35 Cystéine 
Œuf 45 Aucun 

Viande 80 à95 Méthionine 
Poisson 80 à95 Méthionine 

Tableau N°V: Caractér!st!gues de ce nains aliments d'origine animale <42) 

V.1.2 Substances non protéiques 

Parmi ces substances il existe peu de glucides assimilables mais parfois 
beaucoup de lipides avec essentiellement des acides gras saturés d'où risque 
d'hyperlipidémies. (42) 

V.2 LES PROTÉINES VÉGÉTALES 

En tant qu'entité biochimique une protéine végétale ne se distingue en rien 
d'une protéine animale, si ce n'est par la nature de ses acides aminés 
constitutifs qui conditionnent leur plus ou moins grande assimilation (celle-ci 
étant due au facteur limitant). Cette réserve mise à part, l'organisme ne peut 
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différencier les substances azotées issues de protéines végétales ou animales 
dès lors qu'elles sont apportées dans un rapport satisfaisant sous leur maillon 
élémentaire de monopeptides pour édifier ensuite des protéines humaines 
spécifiques. (46) 

V.2.1 Propriétés nutritionnelles 

Le prix de revient des protéines végétales est beaucoup plus bas que celui des 
protéines d'origine animales mais la valeur biologique est en général moins 
bonne. Le CUO est également inférieur à celui des protéines animales mais peut 
être amélioré selon le mode de préparation. 
La UPN est d'environ 50%. (45) 

V.2.2 Les substances non protéiques 

Elles sont présentes en quantité importante : 

- 85 à 90 % pour les céréales 
- 70 à 80 % pour les légumes secs 
- 70 à 90 % pour les légumes verts 

Hormis les céréales riches en amidon, les autres contiennent des glucides 
moins faciles à digérer (cellulose). (42) 
D'autre part, les végétaux contiennent une grande quantité de facteurs 
antinutritionnels du fait qu'ils possèdent des voies métaboliques secondaires qui 
n'existent pas chez les mammifères. (26) 
Nous allons donner ici quelques exemples de ces facteurs antinutritionnels: 

- Antitrypsines: légumineuses (graines de soja), germes de céréales. 
- Hémagglutinines : légumineuses. 
- Substances cyanogènes: amandes, manioc 
- Substances complexant les métaux (acide phytique): soja, pois, sésame. 

V.2.3 Propriétés fonctionne lies 

La "fonctionnalité" d'une substance alimentaire est une propriété importante. Elle 
se définit comme l'ensemble des propriétés que l'utilisation de cette substance 
peut apporter, mises à part les propriétéSnutritionnelles. 
Ces propriétés fonctionnelles sont les suivantes (26) : 
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- La saveur. 
- La couleur. 
- La texture. 
- La solubilité. 
- La viscosité. 
- L'adhésion. 
- La gélatinisation. 
- La coagulation. 
- La formation de mousse. 
- L'absorption d'huile et d'eau. 
- Les propriétés émulsifiantes. 

Les trois premières propriétés sont les principaux critères qui commandent 
l'approbation du consommateur. Comme autres propriétés, nous pouvons citer 
le coût peu élevé des matières protéiques végétales et le fait qu'elles ne 
contiennent que peu de matières grasses et jouent de ce fait un rôle indirect vis 
à vis de la prévention des maladies dégénératives cardio-vasculaires. Les 
expériences sur les animaux de laboratoires montrent que des régimes à base 
de protéines végétales (soja) diminuent le taux de cholestérol par rapport à un 
régime à base de protéines animales. Mais les observations qui vont dans le 
même sens chez les êtres humains, valables semble-t-il chez les personnes à 
taux de cholestérol élevé, incitent à être prudent dans les conclusions 
concernant les personnes normolipidiques. (33) 

V.2.4 Classification des différentes sources 

Nous ne ferons ici qu'une liste non exhaustive des principales sources de 
protéines végétales. 

V.2.4.1 Graines de céréales 

Elles contiennent 6 à 12 % de protéines, peu de lipides mais des quantités 
importantes de glucides dont la majeure partie est représentée par l'amidon (65 
%) (26) 

Parmi ces graines de céréales nous pouvons citer : riz, maïs, blé, mil, sorgho, 
avoine, seigle. 
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V.2.4.2 Graines d'oléagineux 

Les protéines représentent 30 à 50 %. La composition en acides aminé est 
assez satisfaisante et se rapproche du profil des protéines nobles, encore que 
l'on note dans certains cas de légères déficiences. (14) 
Les oléagineux dont la composition en acides aminés est la plus favorable sont 
le soja et le colza. Parmi les autres nous citerons l'arachide, le tournesol, le 
coton, le lin, le carthame, le sésame. 

V.2.4.3 Graines de légumineuses non oléagineuses 

•Le soja et l'arachide ont été classés dans les oléagineux bien qu'appartenant à 
la classe botanique des légumineuses. 

La plupart de ces graines sont relativement riches en protéines (en moyenne 25 
%); Beaucoup de ces légumineuses sont déficientes en acides aminés soufrés : 
cystéine, méthionine et particulièrement en lysine. (44) 
Parmi ces légumineuses nous citerons (14) : 

- les pois : 35 % de protéines. 
- les haricots : 19 % 
- les lentilles : 24 %. 
- les pois chiches 
- les fèves 

V.2.4.4 Les feullles 

Elles contiennent 15 à 20 % de protéines de bonne qualité. 
Parmi les sources de protéines foliaires nous citerons: 

- la luzerne : 20 % de protéines. 
- l'amarante: 80% de protéines. (26) 

V.2.4.5 Les racines féculentes 

Parmi les légumes autres que les légumineuses, on peut citer la pomme de terre 
ne renfermant que 2 % de protéines mais présentant tous les acides aminés 
dans de bonnes proportions. 
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Le manioc est caractérisé par la médiocrité de la qualité nutritionnelle de ses 
protéines. Quand on le peut, il faut s'efforcer de substituer à sa culture, celle 
d'autres tubercules (igname, par exemple). (6) 

V.2.4.6 Les micro-organismes 

De nombreux micro-organismes présentent des taux élevés de protéines et une 
composition en acides aminés satisfaisante. 
Citons: 

- les champignons et en particulier les levures très employées, contenant 
40 % de protéines avec 6 à 12 % de lysine. 
- les algues unicellulaires qui contiennent 40 à 70 % de protéines avec 
une bonne composition en acides aminés. 

Nous citerons également les bactéries, bien que n'appartenant pas aux 
végétaux. Elles contiennent en moyenne 80 % de protéines mais peu de lysine. 
(14) 

V.2.4.7 Autres 

A l'heure actuelle, dans de nombreux pays du monde, les scientifiques 
cherchent des espèces végétales dont la composition en protéines et en acides 
aminés serait intéressante pour l'alimentation. Nous citerons ici quelques 
exemples: 

- noix de pistache {Virginie, USA) (21) 
- pépins de raisins (Perugia, Italie). Les pépins étant déjà exploités pour 
leur huile, il parait effectivement intéressant d'analyser . le tourteau 
correspondant. (22) 
- pépins de tomates. (Rome, Italie) (11) 
- farine de jojoba. (USA) (62) 
- le quinoa: depuis 1965 les chercheurs étudient une plante cultivées par 
les Incas, mais négligées durant des siècles : le quinoa (Chenapodium 
Quinoa). Les grains contiennent 14 % de protéines riches en lysine. Ces 
propriétés alimentaires rendent sa valeur alimentaire supérieure à celle 
de la plupart des céréales. (26) 
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- le tabac : Nicotiana tabacum parait être une source possible de 
protéines foliaires, par son rendement et la qualité des protéines 
extractibles. De plus, la composition de toutes les protéines en acides 
aminés est bonne. L'absence d'alcaloïdes (nicotine) et la faible teneur en 
phénols des jeunes plants laissent augurer une bonne valeur alimentaire 
des protéines de tabac. (3) 

V.2.5 Transformation : obtention des matières protéiques 
végétales 

V.2.5.1 Définition 

L'assimilation directe des protéines végétales par l'homme et les animaux 
monogastriques est limitée par leur forte teneur en cellulose (composés 
indigestibles) et en autres facteurs antinutritionnels.(44) 
Leur utilisation nécessite donc des traitements préalables de purification 
conduisant à l'obtention de concentrats contenant 70 à 85 % de protéines ou 
d'isolats (protéines > 85 %) à faible teneur cellulosique. 
Ces concentrats ou isolats sont généralement obtenus sous forme de poudre et 
ne présentent donc pas des caractéristiques structurales satisfaisantes pour la 
consommation directe. Afin que ces formes purifiées se substituent aux protéines 
animales dans l'alimentation humaine, on leur donne artificiellement une texture 
fibreuse grâce à la mise au point de deux procédés industriels qui sont 
l'extrusion et le filage.(28) 

V.2.5.2 Obtention de concentrats et d'isolats 

Deux techniques permettent d'obtenir les concentrats et les isolats à partir de 
produits végétaux riches en protéines: 

- La voie sèche : obtention de concentrats. Cette technique est basée sur 
la différence de densité des particules. Après broyage, la turboséparation 
permet d'obtenir différentes farines selon un gradient de concentration en 
protéines. 

- La voie humide : isolats et concentrats. Cette méthode repose sur la 
solubilité des protéines dans différents solvants. Elle est plus sélective que 
la première mais le rendement est moins bon. D'autre part elle est plus 
onéreuse car nécessite des lavages et des séchages. Pour les 
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concentrats, les solvants utilisés sont organiques (solvants alcooliques). 
Ceux-ci servent surtout à éliminer les substances gênantes, mais l'étape 
de leur évaporation peut altérer les protéines. (37) 

Graines 

J 
Décorticage 

J 
Amande 

broyage+ extraction d'huile s'il y a lieu 

Farine t tourteau Huile 

J 
Turboséparation 

~~ 
Concentrat Produits secondaires 

Complexes amidoprotéiques 

Alimentation animale 

Alimentation humaine 

Extraction liquide 
Aqueuse 

I " Résidus isolats 

Figure N° 22 : procédé général d'obtention d'lsolats et de concentrats C2B) 

Selon l'origine des plantes l'extraction n'est pas toujours facile. Les protéines 
végétales extraites fournissent, sous forme concentrée, des aliments 
parfaitement équilibrés sur le plan de la nutrition azotée. Le tableau N° V suivant 
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nous donne la composition en acides aminés de quelques produits. Il semble 
que la composition en acides aminés ne soit pas modifiée par les différents 
traitements imposés à la matière première végétale. (37) 

Isolat de Concentrat Concentrat Concentrat Œuf entier 

soja de soja de fève 68 de fève 53 

Protéines brutes% MS 90 55 70,6 56,2 50 32 

Ac. aspartique .............. 11,6 11,6 11,62 11,36 9,9 
Thréonine .................... 3,7 4,1 3,85 4,13 4,8 

Sérine ......................... 5,4 5,45 5,54 5,14 7,1 

Ac. glutarrique ............. 19,5 18,4 19,39 18,86 12,75 

Proline ......................... 5, 1 4,95 4,73 4,71 4,0 

Gycocolle .................... 4,2 4,4 4,25 4,19 3,2 

Alanine ........................ 4,1 4,5 4,39 4,51 5,6 
Valine .......................... 4,9 5,0 5,8 5,93 7,0 

lsoleucine .................... 4,85 4,8 5,1 4,83 5,5 

Leucine ....................... 7,6 7,7 8,7 8,33 8,5 

Tyrosine ...................... 3,95 4,0 3,8 3,62 3,8 
Phénylalanine .............. 5,6 5,3 4,53 4,66 4,85 

Méthionine+ Cystine .... 2,6 3,3 2,78 2,73 5,5 

Lysine ......................... 6,4 6,4 6,49 6,56 7,1 

Histidine ...................... 2,3 2,5 3,03 3,05 2,6 

Arginine ....................... 7,95 7,5 10,46 10,02 6,4 

Tryptophane ................ 1, 1 1,2 1,·2 1,2 -
~ 

Tableau N° VI: Teneur en acides aminés des sources protélaues après 
traitement <441 

Nous tenons à noter ici que le soja est très utilisé à l'heure actuelle, mais celui-ci 
est importé encore de façon importante des USA. Il existe toutefois une 
production européenne de soja. Le pays qui produit le plus de soja au sein de la 
CEE est l'Italie avec 84 % de la production Européenne, suivi de la France 15 %. 
Les dix autres pays se répartissent le pour-cent restant. 
En 1987, l'importation européenne de soja était de près de 150 000 milliers de 
tonnes pour une production de 1,5 millier. (1 ). En France, Il existe différentes 
régions dans lesquelles le soja est cultivé, en particulier dans l'Ain, la Drôme et 
le Sud ouest. 
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L'importation de soja étant onéreuse, ces dernières années nos tourteaux 
métropolitains, de colza et de tournesol, ont subi une salutaire cure de jouvence. 
Dépelliculés, décortiqués et débarrassés des facteurs antinutritionnels, ces 
tourteaux offrent une valeur alimentaire considérablement améliorées et leur 
taux d'incorporation dans les rations pour aliments du bétail devrait augmenter. 
Le colza représentera bientôt 1/4 de la consommation française, contre 10 % 
actuellement et 5 % en 1983. (39). Ceci laisse à penser que ces tourteaux 
pourront être utilisés dans l'alimentation humaine par le biais des concentrats ou 
isolats. 

V.2.5.3 Les produits texturés 

Il en existe deux types principaux : 

- Les produits filés. 
- Les produits extrudés. 

qui se différencient par la technique de fabrication, la texture finale et les 
utilisations envisageables. 

Les produits extrudés 

Ce procédé s'applique aux farines déshuilées et aux concentrats. Il en 
existe des variantes, selon le brevet utilisé : brevet Anson et Pader (1956) 
ou brevet Archer Daniels et Midland (1966). 
Le processus de fabrication est relativement simple : la matière première 
est broyée en fines paillettes puis délayée dans une solution alcaline. (42) 
. Les protéines ainsi purifiées sont recueillies sous forme de gel auquel on 
ajoute différents produits : colorants, arômes, liants etc ... 
Le gel soumis à une forte pression traverse une grille perforée et donne 
des fibres. La faible pression régnant au-delà de la filière provoque un 
dégazage, par vaporisation de l'eau, ce qui donne une structure poreuse 
au produit. Les fibres sont séchées et tronçonnées en segments. 
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Figure N° 23 : Schéma de principe d'extrusion d'après Anson et Pader 

L'extrusion est un procédé peu onéreux de texturation mais qui présente 

l'inconvénient de conserver certaines substances indésirables comme les 

sucres flatulents (raffinose, stachyose) ou des glucosides à action 

hémolytique (vicine, convicine) (27). 

Les produits extrudés, encore appelés "allongeurs de viande" ont une 

structure alvéolaire et poreuse (15). Ils existent sous différentes formes 

sont colorés ou non, aromatisés ou non. 
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Le produit extrudé étant déshydraté.il n'est pas comestible en l'état et doit 
être réhydraté par addition d'environ deux fois son volume d'eau. (42). Il 
est utilisé mélangé à la viande. 

Les produits filés 

Cette technique s'applique aux isolats protéiques et est élaborée sur le 
principe du filage des fibres textiles. (23) 
La technologie est plus subtile et plus complexe que celle de l'extrusion 
car les aliments obtenus simulent une chair animale par leur texture, leur 
composition et leur goût. 
Imiter la viande impose trois étapes: disposer de protéines purifiées, filer 
ces protéines à la manière d'un textile en filaments, puis en fibrilles; 
associer enfin ces fibrilles par des liants auxquels sont incorporés des 
produits comme les aromatisants par exemple. (42) 
Les isolats protéiques sont mis en solution alcaline et sont extrudés à 
travers une filière immergée dans un bain coagulant (mélange acide-sel) 
produisant ainsi un faisceau de fibres, qui après lavage et passage dans 
un bain de liants, aromatisants, vitamines.graisses, colorants, peut être 
découpé en cubes. (15) 

Les produits filés, encore appelés "simili viande" ou AVIV (Aliments 
Végétaux Imitant les Viandes) n'ont pas une structure alvéolaire mais 
fibreuse. Leur structure et leurs caractères organoleptiques les 
rapprochent de la viande, non pas pour fabriquer des "ersatz" de celle-ci 
mais plutôt pour disposer de compléments pouvant valoriser les aliments 
carnés. (12) 
Après être déshydratés ils peuvent être mélangés à la viande dans les 
préparations culinaires telles que les hamburgers ou les croquettes. (27) 
Ces produits ont un coût élevé mais inférieur à celui de la viande. 
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Figure N° 24 : Schéma de principe du fllage 

Autres produits texturés 

•Les protéines expansées: elles sont obtenues en soumettant la pâte (80 
% de farine et 20 % d'eau) pendant une fraction de seconde à une 
pression de 8 bars. Le produit possède une structure en couches 
superposées, percées de petits trous. (54) 

•Les protéines compactées: elles sont obtenues à l'aide d'une presse qui 
applique à la pâte une pression de plus en plus forte. C'est le contraire de 
!'extrudeuse qui malaxe la pâte rapidement. On obtient des morceaux 
durs, poreux, formés de couches étroitement superposées. (54) 
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V.2.5.4 Propriétés des produits protéiques texturés 

Propriétés fonctionnelles 

Elles peuvent être classées en trois groupes : 

- Propriétés liées aux interactions protéines-eau comprenant l'hydratation, 
le gonflement et le pouvoir épaississant. 
- Propriétés liées aux interactions protéines-protéines telles que le pouvoir 
gélifiant, la cohésion et le formation de pâte. 
- Propriétés surfactives comprenant le pouvoir moussant, la formation de 
films et l'émulsification qui donne l'onctuosité aux aliments. 

Ces propriétés fonctionnelles dépendent fortement du milieu environnant, par 
exemple du pH. Quand ces matières protéiques végétales sont ajoutées à faible 
dose dans les préparations culinaires, elles interviennent plus par leurs 
propriétés fonctionnelles que nutritionnelles. (23) 

Propriétés nutritionnelles 

Les matières protéiques végétales ont fait l'objet d'études biochimiques et 
nutritionnelles approfondies pour en déterminer les caractères de base : 
composition en acides aminés essentiels, CUO, valeur biologique. "A l'heure 
actuelle", écrit le docteur Dupin, "aucun de nos aliments n'a été autant étudié 
que ces produits, avant leur emploi chez l'homme." Les résultats de ces études 
ont montré la valeur satisfaisante de ces protéines. (59) 
Les matières protéiques végétales jouent un rôle dans la rétention des jus et des 
graisses, diminuant ainsi les pertes à la cuisson et améliorant ainsi l'importance 
du jus dans l'aliment. Cette rétention peut être due à la structure macroscopique 
des matières protéiques végétales (extrudées ou alvéolaires) ou à la structure 
moléculaire (protéines isolées filées ou non). (23) 
En résumé, les protéines des graines oléagineuses de légumineuses peuvent 
entrer dans l'alimentation humaine après avoir subi des technologies plus ou 
moins élaborées. 
Toutefois les protéines de soja sont les mièux implantées et ont fait l'objet 
d'études approfondies. La figure N° 25 nous montre les différentes matières 
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protéiques végétales susceptibles d'être préparées à partir de la graine de soja 

qui reste la référence en la matière. (23) 
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Figure N° 25 :De la graine de soja aux matières protéiques végétales 

Mais à un moment où chercheurs et producteurs découvrent les qualités 

nutritionnelles et fonctionnelles d'autres protéines végétales le soja ne va-t-il pas 

devoir céder sa place de substitut végétal exclusif des protéines animales. (44) . 

Toutefois la transposition des techniques du soja aux autres graines a ses 

limites et ses insuffisances. Les développements technologiques récents 
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prouvent que chaque graine nécessite une technologie adaptée pour obtenir un 
produit de qualité. (17) 

V.2.6 Application des protéines végétales en alimentation 
humaine ou animale 

V.2.6.1 Quelques appllcatlons anciennes 

Les produits fermentés 

Les procédés de fermentation des produits riches en protéines remontent aux 
temps les plus anciens. Ce n'est pas sans raisons qu'ils sont encore utilisés de 
nos jours; En effet, ils permettent de mieux conserver les produits végétaux, 
d'éliminer les facteurs antinutritionnels, d'améliorer la texture, l'apparence et le 
goût. (26) 
Voici quelques exemples de produits fermentés: 

- Temph ou gâteau de graines de soja fermentées. Il s'agit d'un aliments 
traditionnel indonésien. Il est obtenu par fermentation des graines de soja 
précuites à partir d'une moisissure filamenteuse : Rhizopus digosporus. 
C'est un produit de consistance solide où les graines sont liées par 
l'enchevêtrement des filaments de Rhisopus. Il apporte autant de 
protéines que la viande (20 %) mais moins de matières grasses. (16) 

- Tofu : Fromage chinois préparé à partir de lait caillé de soja qui est 
innoculé avec Actinomucorelegans. (26) 

- Misco ou pâte de soja fermentée et salée. Elle est obtenue par la 
fermentation lente d'un mélange de soja et de sel en présence ou non de 
céréales (riz ou orge) et d'un champignon Aspergillus orizœ. 
Le produit se présente sous forme d'une pâte lisse plus ou moins 
consistante qui est utilisée diluée dans un peu d'eau comme base dans 
les plats de légumes ou comme condiments des viandes ou poissons. (16) 

- Le shoyu : sauce de soja fermentée brune et au goût salé. 

- L'ogi : produits traditionnel du Nigéria obtenu par fermentation du maïs. 
Ce produit est assez pauvre en protéines mais des recherches du Federal 
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lnstitute for lndustrial Research du Nigéria ont permis d'améliorer 
considérablement la valeur biologique de l'ogi en introduisant de la farine 
de soja (30 %) avant la fermentation; le produit ainsi obtenu s'appèlle le 
soy-ogi et contient 20% de protéines. 

Il existe aux USA un marché récent de ces produits traditionnels. En sept ans 
cette industrie s'est beaucoup développée. Le nombre de fabricants a triplé. Ils 
utilisent des slogans comme "la parfaite protéine". (16) 

Les produits texturés 

Un certain nombre de procédés artisanaux d'origine très ancienne permettent de 
fabriquer à partir du lait de soja des produits présentant une texture solide dont 
le principal est le tofu. (26) 
Le lait de soja est préparé par broyage de la graine dans de l'eau chaude puis 
filtration. Il apporte autant de protéine que le lait de vache (3,6 à 4 %) et il a 
longtemps été utilisé en Chine comme soupe chaude au petit déjeuner. (16) 
Le Tofu est obtenu par précipitation du lait de soja avec un sel de calcium, de 
magnésium ou avec du vinaigre. C'est une pâte blanche de texture variable qui 
est consommée en Orient. (56) 
La texturation a permis d'éliminer les composés indigestibles et les facteurs 
antinutritionnels. 
Le Tofu est donc un aliment très digestible particulièrement recommandé aux 
enfants, aux personnes âgées et aux personnes ayant des problèmes de 
digestion. (26) Le Tofu peut être employé dans la fabrication des sauces, des 
salades, des lasagnes, des pizzas, des quiches. (56) 

V.2.6.2 Les applications plus récentes 

Les domaines d'application des matières protéiques végétales découlent de 
leurs propriétés étudiées dans le chapitre V.2.3. 
Ils intéressent deux grandes sections l'industrie alimentaire et la restauration 
collective. 

Dans l'industrie alimentaire 

Les matières protéiques végétales ont leur place dans un bon nombre de 
secteurs de l'industrie alimentaire : produits carnés, plats cuisinés, produits de 
boulangerie, biscotterie, pâtisseries, arômes et confiseries. 
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Elles peuvent intervenir comme adjuvants technologiques dans les proportions 
de un à trois pour cent. Elles peuvent également être utilisées avec des produits 
animaux comme composants. Le pourcentage varie alors de 20 à 30 %. Le 
produit final devant avoir une certaine texture, on s'adresse dans ce cas à des 
protéines extrudées ou filées. (24) Du point de vue couleur, les protéines sont 
généralement claires (crème ou beiges) de sorte qu'elles modifient la couleur 
des produits carnés si elles sont ajoutées en grande quantité, les couleurs 
recherchées étant en général le rose ou le rouge. Pour pallier cet inconvénient 
on peut utiliser des colorants comme le carmin ou le rouge de cochenille. (13) 

Nous allons voir maintenant les différents secteurs de l'industrie alimentaire où 
sont présentes ces matières protéines végétales. 

-Produits carnés et plats cuisinés 

• Viandes hachées, hamburgers : Les isolats sont généralement ajoutés sous 
forme d'émulsion ce qui a pour effet d'améliorer la rétention d'eau et de graisse 
durant la cuisson, ainsi que la cohésion de la viande. 
Les protéines texturées peuvent être ajoutées et peuvent remplacer 20 à 30 % 
de viande sans différence notable de texture.(13) 

• Corned beef : Généralement destiné aux pays en voie de développement, ce 
produit contient le plus souvent de la farine et des abats de bœuf. Du point de 
vue nutritionnel l'adjonction de protéines d'oléagineux en remplacement des 
protéines animales de faible valeur se révèle très profitable. 
En outre l'utilisation d'isolats permet de réduire l'exsudation des graisses au 
cours de la stérilisation et donc d'améliorer la présentation du produit. (13) 

•Produits de charcuterie divers: Les produits texturés sont utilisés pour faire les 
morceaux et les produits en poudre (concentrés, isolats, levures) sont utilisés 
dans les farces fines. (13) 

• Sauces, potages : Les isolats, grâce à leurs propriétés émulsifiantes assurent 
la stabilité des sauces qui sont le plus souvent composées de matières grasses, 
d'eau et de farine. 
Dans les potages déshydratés, on emploie des protéines végétales comme liant 
ou comme garniture. (13) 
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• Charcuterie-pâtisserie : dans les saucissons briochés, les pâtés en croûte, 
l'adjonction de protéines végétales permet de fixer une partie des matières 
grasses exsudées par la charcuterie au cours de la cuisson, ce qui permet une 
meilleure présentation. (13) 
En résumé dans les produits alimentaires à base de viande, les matières 
protéiques végétales donnent une meilleure structure au produit, une meilleure 
tenue à la cuisson, plus de mœlleux à la dégustation et retardent le 
rancissement. De plus, elles améliorent la valeur diététique en diminuant les 
taux de graisses animales tout en diminuant le coût du produit et en valorisant 
des bas quartiers généralement boudés. 

• Boulangerie-biscotterie : en France l'emploi de protéines végétales en 
boulangerie et biscotterie (en dehors de celles amenées par la farine de 
froment) a été limitée jusqu'à ces dernières années à l'enrichissement de pains 
et produits diététiques par des protéines de blé sous forme de gluten sec en 
poudre. Récemment, est apparue la farine de soja dont l'emploi dans les pâtes 
fermentées peut se faire de deux façons : 

- Comme activateur de l'oxydation et du blanchissement grâce à une 
activité lipo-oxygénasique. (60) 
- Comme élément enrichissant en protéines. 

Dans ce cas l'utilisation de la farine de soja dans la panification du pain est 
relativement limitée car dès que l'on atteint la dose de 5% le volume du pain 
diminue. Par ailleurs, la croûte par suite de son enrichissement en azote a 
tendance à rougir exagérément et à perdre sa nature croustillante. Cependant, 
la mie demeure souple et élastique et offre des possibilité de conservation 
supérieure à celle du pain de froment pur. (13) 

•Pâtisserie-biscuiterie : seules les farines trouvent un vaste champ d'utilisation, 
non pas dans un but nutritionnel mais surtout fonctionnel. Les avantages des 
farines de soja, par exemple sont dus aux propriétés absorbantes des protéines 
qui garantissent une bonne distribution du liquide dans la pâte et une stabilité 
de l'échange d'humidité du produit cuit avec l'air ambiant. Ceci est vu dans les 
pâtes jeunes de cakes, madeleines, pâtes aux œufs. (13) 
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En restauration collective 

Aux USA, les cantines scolaires ont un rôle très important dans le démarrage de 
la consommation de protéines végétales texturées, à la suite du school lunch 
program de 1971. (42) 
Les matières protéiques végétales sont appréciées par les collectivités pour 
différentes raisons. 

- Elles constituent un aliment sain, de valeur nutritionnelle satisfaisante, 
garanti sur le plan bactériologique, conduisant à un bon équilibre de la 
ration et à une grande variété des menus. 
- Elle permettent de rehausser le taux de protéines d'une préparation sans 
en augmenter le taux de matières grasses. 
- Elles ont une bonne conservation et leur rapport qualité-prix est 
excellent. (29) 

En restauration collective les matières protéiques végétales peuvent être 
utilisées soit sous la forme de produits alimentaires achetés prêts à l'emploi, soit 
en tant que matières de base d'une foule de recettes classiques ou originales 
élaborées en cuisine. 

Propriétés Formes Exemples 
fonctionnelles utilisées de produits 

Emulsification F.C.I Saucisses, bolognaise, pains 
cakes, soupes 

Absorption des F.C.I Saucisse, boulettes de 
matières orasses viandes, beionets, crêpes 
Absorption d'eau F.C Pains, cake, pâtes, 

confiseries 
Rétention d'eau F.C Pains, cake 
Viscosité F.C.I Soupes, jus, sauces 
Gélification 1 Préparation en type viandes 
Adhésion C.I Saucisses, boulettes 
Cohésion F.I Pâtes, pâtisseries 
Blanchissement F Pains 
Brunissement F Pains, gaufres 
Aération 1 Confiseries, mousses 

F: Farine 1: Isolats C : Concentrats 
Tableau N°Vll: Diverses utlllsatlons des matières protélgues végétales (241 
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V.2.7 Les protéines végétales: perpectives d'avenir dans 
l'alimentation 

Avant d'étudier l'avenir proprement dit des protéines végétales, nous allons 
mentionner les points positifs et négatifs de ces produits. 

V.2.7.1 Points positifs à leur développement 

Aspects économiques 

Nous distinguerons les deux facteurs suivants : les besoins de protéines dans le 
monde et l'augmentation de la cosommation de viandes. 

•Les besoins de l'humanité en protéines 

Le monde court vers une pénurie alimentaire. Cela peut paraître paradoxal 
aujourd'hui de parler de pénurie de protéine, alors que le prix des oléagineux 
diminue et que la CEE est confrontée à un surplus de produits laitiers. Et 
pourtant, telle est la triste réalité : la population mondiale qui était de 4,4 milliards 
en 1980, atteindra 6,4 millards en l'an 2000. Ceci correspond à un taux de 
croissance de 2,4 % par an, alors que ce taux ne sera que de 1,9 % en ce qui 
concerne les protéines. (59) 
C'est pourquoi tous les responsables savent que l'emploi des protéines 
végétales dans l'alimentation humaine peut contribuer à réduire la pénurie 
mondiale. En effet, les végétaux ont une étonnante aptitude à synthétiser des 
protéines. Sous forme de grains, un hectare de blé fourni 600 Kg de protéines; 
Le colza, le pois et le soja en fournissent respectivement 650, 800 et 950 Kg. 
Une prairie en fournit 1500 Kg et il est à souligner que les bovins paturant ces 
fourrages n'en auraient rendu que 150 Kg sous forme de viande et 400 Kg sous 
forme de lait. (10) 

•Augmentation de la consommation de viande 

La consommation de viande au niveau mondial ne cesse d'augmenter chaque 
année; En moyenne 1,5 Kg de viande est consommé en plus par an et par 
habitant, ce qui augmente constamment le déséquilibre entre les pays en voie 
de développement et les pays industrialisés. (3) 
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"Nous n'aurons plus suffisament de protéines animales en l'an 2000 notamment 
pour nourrir les habitant des pays riches; Cette évolution comtemporaine du 
cannibalisme ne peut qu'aggraver les risques de pénurie pour tous" précise le 
Docteur Plat. (46) 
Cette augmentation de la consommation de viande va de pair avec un 
développement de l'élevage, de fait les animaux sont de plus en plus nombreux 
et leur performances sont améliorées. Pour réaliser ces prouesses, les animaux 
doivent recevoir des quantité de plus en plus importantes de matières riches en 
protéines comme des tourteaux. (1 O) 
La transformation des protéines végétales en protéines animales est 
caractérisée par un rendement faible : 

- 20 % pour les volailles, les œufs, le lait. 
- 15 % pour le porc. 
- 6 % pour le bœuf. 

Ceci montre l'intérêt d'instaurer en plus du cycle "végétaux, animaux, humains", 
un cycle "végétaux, humains". (8) 

Aspects nutritionnels 

L'organisme ne peut différencier les substances azotées issues de protéines 
végétales ou de protéines animales dès lors qu'elles sont absorbées dans un 
rapport satisfaisant sous leurs maillons élémentaires de monopeptides pour 
édifier ensuite des protéines humaines. (45) 
Cependant, comme nous l'avons vu dans notre étude, la valeur biologique et le 
coefficient d'utilisation digestive des protéines végétales sont inférieurs à ceux 
des protéines animales. Les protéines végétales ne comportent pas toujours 
tous les acides aminés essentiels, (cas des céréales déficientes en lysine). 
Apparemment la valeur nutritionnelle devrait donc constituer un point négatif à la 
consommation de protéines végétales, mais elle peut être améliorée par la 
supplémentation et/ ou par voie génétique. (45) 
D'autre part, parmi les expérimentations sur la valeur nutritionnelle, on peut citer 
celles réalisées par des chercheurs de Cambridge. Le Docteur Young en a 
présenté une synthèse lors de la conférence mondiale d'Amsterdam en 1978 qui 
montre que les matières protéiques du soja assurent une croissance, un 
métabolisme et une balance azotée satisfaisants aussi bien chez les adultes que 
chez les enfants et qu'elles ne provoquent aucune réaction allergique. Ces 
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résultats ont été confirmés par une équipe de chercheurs français animée par le 
Professeur G. Debry de Nancy. (59) 
Cet exemple nous montre donc que la valeur nutritionnelle n'est pas un point 
négatif à l'utilisation des protéines végétales en alimentation humaine. 

Effets bénéfiques sur les risques cardio-vasculaires 

Comme nous l'avons vu précédemment, les expérimentations réalisées 
montrent l'effet bénéfique des protéines végétales vis à vis des maladies 
dégénératives cardio-vasculaires. Mais il est également bon de signaler que 
l'incidence sur la cholestérolémie dépend également des aliments ingérés en 
même temps. Ainsi, lors d'un régime dont le sucre ingéré est le dextrose, la 
zéïne est plus génératrice de cholestérol que ne l'est la protéine de soja. Mais 
quand les glucides sont représentés par de la fécule de pomme de terre crue, 
les deux protéines sont équivalentes. (30) 
Les sucres rapides sont des facteurs d'augmentation du cholestérol. (Fructose, 
saccharose) (47) 

Caractères organoleptiques et acceptabilité 

La qualité nutritionnelle ne suffit pas pour faire d'un produit qu'il soit acceptable 
et qu'il stimule l'appétit. (59) 
Les protéines végétales sont consommées de manière très variée. Le végétal 
riche en protéines peut être mangé soit frais, soit cuit; pour des raisons diverses 
les populations parfois n'utilisent qu'une partie de la plante (graine par 
exemple). Des procédés de fermentation sont souvent utilisés pour améliorer les 
caractères organoleptiques et éliminer certains facteurs antinutritionnels. (Par 
exemple le temph). Les matières. protéiques végétales peuvent également être 
consommées une fois aromatisées et colorées. 

Avantages technologiques 

Technologiquement, les propriétés fonctionnelles interessantes sont, comme 
nous l'avons vu dans le chapitre V.2.2, les pouvoirs d'absorption, de liants, 
d'émulsification et d'aération. 
Ces propriétés sont liées, en grande partie, à la nature et à la structure des 
protéines : séquence en acides aminés hydrophiles, liaisons responsables des 
structures secondaires et tertiaires. Ainsi,les formes globulaires favorisent les 
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émulsions et les mousses alors que les formes déroulées, plus stables, sont 
favorables à la gélification. (1 O) 
Ces propriétés se manifestent à des teneurs d'environ 2 %, ce qui justifie leur 
utilisation dans presque toutes les industries agroalimentaires. 

le prix 

Les matières premières sont abondantes et bon marché, ce qui représente un 
intérêt certain dans les collectivités et les pays démunis. 

V.2.7.2 Points négatifs 

Réactions du consommateur 

Les freins d'ordre psychologiques sont très importants. (59) les habitudes 
alimentaires, surtout dans les pays d'Europe, sont difficiles à changer. Il s'est 
développé chez le consommateur une idée négative des protéines végétales, 
considérées comme des produits de substitution; "Ersatz" de viande de 
mauvaise qualité et de bas prix, comme la margarine est restée longtemps 
l'ersatz du beurre avant de découvrir ses lettres de noblesse. (10) 
Le lancement d'un nouvel aliment est donc difficile. Pour qu'il ait quelques 
chances de faire une percée sur le marché, il faut, non seulement qu'il soit de 
bonne qualité diététique et hygiénique, mais aussi qu'il soit bien perçu. Pour 
cela, il ne doit pas heurter les habitudes alimentaires des populations. 
Toutes imitation peut être perçue comme une agression et sera d'autant plus 
violemment rejetée que l'individu attache plus d'affection au produit. 

Réactions de certains milieux et des médias 

Certains milieux professionnels ont considéré les matières protéiques végétales 
comme des concurrents potentiels et ont tenté d'en limiter l'expansion. Ils ont 
agit de façon à ce que leurs réglementations ne soient pas trop favorables. 

La très grande similitude des protéines animales et végétales sur le plan 
analytique et la difficulté de retrouver les secondes en mélange avec les 
premières dans des viandes hâchées ou des produits de charcuterie, par 
exemple, les ont confortés dans leur comportement. (59) 
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D'autre part, l'action des médias n'a pas toujours été favorable étant donné le 
besoin de cette profession d'informations permanentes et à caractère 
sensationnel. On conçoit aisement que les titres d'articles ou d'émission comme 
: "aliments du futur", "beefsteack de demain", ou encore pire "viande artificielle" 
ne peuvent avoir chez des consommateurs non avertis que des répercussions 
négatives. (59) 

La législation des protéines végétales 

•Réglementation aux Etats Unis d'Amérique 

La position défendue par les USA consiste à dire que les protéines végétales 
doivent être considérées comme des substituts des protéines animales et donc, 
que l'objet principal de la réglementation doit être de définir les conditions 
nutritionnelles de cette équivalence. Pour qu'un produit constitué d'un ou 
plusieurs ingrédients puisse conserver son nom, tout en ayant une partie de ces 
protéines animales remplacées par des protéines végétales, il faut que 
l'équivalence nutritionnelle soit respectée par l'enrichissement en un certain 
nombre de constituants (acides aminés, vitamines, sels minéraux). Si ce n'est 
pas le cas, le produit doit porter la mention "imitation". 
De plus, si les protéines végétales constituent plus de 30 % du poids du produit 
final, elles doivent avoir une valeur biologique supérieure ou égale à 1 OO % de 
celle de la caseine; si le taux est inférieur à 30 %, un minimum de 80 % est 
imposé. (8) 
Dans cette réglementation il y a donc reformulation d'un aliment traditionnel et 
non introduction d'un produit nouveau portant une dénomination nouvelle. 

•Dans les pays européens 

La position défendue par les pays européens consiste à dire que les protéines 
végétales constituent une catégorie particulière de produits, distincte des 
protéines animales et donc qui doivent trouver leur propre marché sans 
adjonction d'éléments nutritifs particuliers. Toutefois, le consommateur doit être 
informé qu'un produit traditionnel contenant des protéines végétales a une 
valeur nutritionnelle plus faible. (8) 
En France, la réglementation précise le type et la quantité des ingrédients non 
viande qui peuvent être incorporés dans chaque type de produit. 
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Dès que l'on introduit des protéines végétales dans un produit traditionnel, il 
devient non traditionnel et n'a plus le droit à son nom usuel, il doit porter un nom 
de fantaisie. De plus, la mention "produit préparé à base de viande et de 
protéines végétales" ainsi que le pourcentage de chacun de ces deux 
composants doit apparaître dans la liste des ingrédients. Le maximum de 
protéines végétales qu'il est possible d'incorporer dans une préparation à base 
de viande est de 30 %. 

On voit donc que les points négatifs sont essentiellement dû à des problèmes 
culturels et législatifs. Il suffirait donc, pour changer les mentalités, de mieux 
informer les consommateurs des avantages qu'ils auraient à consommer des 
protéines d'origines végétales. 
Les produits protéiques d'origines végétales pourraient alors avoir un avenir 
prometteur. 
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Comme nous l'avons vu précédemment, nous allons à l'heure actuelle vers une 
pénurie de protéines alimentaires, et ce, pour l'instant essentiellement dans les 
pays en voie de développement. Or la solution la plus intéressante pour ces 
pays serait plutôt que d'importer des produits destinés à l'alimentation humaine 
ou animale, qu'ils exploitent au maximum les ressources disponibles sur place. 

Les objectifs principaux de ce travail étaient donc d'évaluer l'intérêt du tourteau 
de graines de figues de Barbarie en évaluant sa teneur en protéines et en 
analysant les acides aminés constitutifs afin de voir si une utilisation en 
alimentation humaine ou animale était envisageable. 

Parallèlement, une étude des lipides contenus dans ces pépins a été réalisée au 
laboratoire afin de voir si elle est consommable. (29). Les figues utilisées par ces 
travaux provenaient de Tunisie. Le travail à été réalisé sur un broyât de graines 
tamisé avec un tamis module 32 (Normes AFNOR), délipidé durant cinq heures 
par de l'éther de pétrole dans un appareil de Soxhlet. 
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!Chapitre 1 : Les protéinesl 
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1. DOSAGE DE L'AZOTE 

Le dosage de l'azote total a été réalisé selon la méthode de Kjeldahl décrite au 
chapitre IV.4.1 de la première partie. 

1.1. MODE OPÉRATOIRE 

1.1.1. Minéralisation 

Nous avons chauffé jusqu'à minéralisation complète : 
- 1 g de prise d'essai 
- 1 O ml d'acide sulfurique concentré 
- 0,5 g de catalyseur de minéralisation composé de sulfate de potassium, 
sulfate de cuivre et sélénium 

1.1.2. Dosage 

Le dosage a été réalisé après déplacement de l'ammoniac à partir du sel 
d'ammonium, puis recueil dans de l'acide sulfurique 0,1 N exactement mesuré 
dont on a titré l'excès par de la soude 0,1 N en présence de l'indicateur de 
Tashiri. 

1.2. RÉSULTATS ET COMMENTAIRES 

Pour convertir les grammes d'azote en grammes de protéines, nous avons 
multiplié par le coefficient de 6,25 classiquement utilisé pour les protéines 
moyennes. 
Les taux trouvés sur nos deux essais sont respectivement de 13,5 et 13,6 
grammes de protéines pour 100 grammes de tourteau délipidé. Si nous 
ramenons ce taux aux graines non délipidées, il est de 12,3, le rendement en 
huiles étant d'environ 10 %. 
Si nous comparons ce taux à ceux d'autres produits végétaux énumérés dans le 
chapitre V.2.4 de la première partie, on se rend compte qu'il est intermédiaire 
entre celui des céréales (6 à 12 %) et celui des oléagineux qui peuvent contenir 
pour certains près de 50 % de protéines (soja). Le taux de protéine n'est donc 
pas très important mais suffisant pour justifier une utilisation en alimentation, si la 
composition en acides aminés se révèle satisfaisante. 
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Il. EXTRACTION DES PROTÉINES ET ELECTROPHORÈSE 

Nous avons voulu, ici, qualifier les protéines présentes dans le tourteau, par 
electrophorèse et il nous a fallu dans un premier temps les extraire. 

11.1. EXTRACTIONS 

Nous avons essayé deux techniques d'extraction, en gardant toujours un rapport 
tourteau délipidé I solvant de 1/1 O (PN). Les solvants extractifs contenaient tous 
0,02 % d'azide de sodium qui est un inhibiteur des protéases. 
Dans chaque extrait obtenu, les protéines ont été précipitées grâce à de l'acide 
trichloracétique 50 % (PN). Les précipités ainsi obtenus ont été isolés par 
centrifugation et lyophilisées afin de garantir une meilleure conservation. 

11.1.1. Extraction globale 

Il. 1. 1 • 1 . Méthodologie 

Le solvant extractif était une solution tampon de phosphate 0,1 N contenant 
71,6 % de phosphate de sodium hydraté (Na2HP04, 2 H20) et 28,4 % de ce 
même phosphate anhydre. Cette solution a été ajustée à pH 7 grâce à de l'acide 
citrique 0,1 M. A cette solution, on a ajouté 5 % de 2 mercaptoéthanol jouant le 
rôle de conservateur, 0,1 M de chlorure de potassium et 0,2 % de triton X 1 OO qui 
est un tensioactif. 
N.B. : Cette technique nous a été conseillée par Mr Nemurger du CNRS de 
Grenoble que nous remercions chaleureusement. 

11.1.2. Extractions sélectives 

11.1.2 .1. Méthodologie 

Nous avons successivement épuisé le tourteau délipidé par les quatre solvants 
suivants: 

- Solvant 1 : Eau distillée 
- Solvant 2 : Solution aqueuse de chlorure de sodium 0,5 M 
- Solvant 3: Solution de tertiobutanol à 60% 
- Solvant 4 : Solution de borate de sodium 0,1 M pH 1@contenant 1 % de 
dodécyl sulfate de sodium et 1 % de 2 mercaptoéthanol 
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destinés à extraire successivement les albumines, les globulines, les prolamines 
et les glutélines.(21) 

L'extraction des glutélines s'étant révélée nulle par la solution de borate de 
sodium, nous avons ultérieurement essayé de les extraire grâce à une solution 
d'urée à 1 o %. (Cf résultats des électrophorèses et des chromatographies sur 
couche mince.) 

11.1.2.2. Résultats et commentaires 

Solvant % d'extrait lyophilisé 
obtenu 

1 15 
2 15 
3 10 
4 15 

Tableau N° VIII:% d'extrait lyophlllsé obtenu en fonction du solvant 

Les pourcentages obtenus semblent clairement montrer que l'extraction et la 
précipitation ne suffisent pas à garantir l'obtention d'un extrait protéique pur, ce 
qui a sans doute dû gêner les electrophorèses. 

11.2. ELECIRPHORÉSES 

Nous avons pratiqué une électrophorèse sur gel de polyacrylamide au 
laboratoire de biochimie du Lycée Louise Michel (Grenoble). Le schéma de 
l'appareillage utilisé figure en annexe 1. 

11.2.1. Principe 

Nous avons utilisé un appareil DESAGA composé de deux cuves superposées, 
chacune d'entre elle est reliée à une barre du générateur et contient un tampon 
de migration. Entre les deux cuves est placé un gel de polyacrylamide à la partie 
supérieure duquel sont réalisés les dépôts des échantillons. 
Les échantillons sont préalablement traités par du dodécyl sulfate de sodium. 
Les protéines qu'ils renferment se trouvent toutes chargées négativement et 
migrent alors vers l'anode au travers des mailles du gel en fonction de leur seul 
poids moléculaire. 
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11.2.2. Méthodologie 

11.2.2.1. Les gels de polyacrylamlde 

Composition 

Gel de concentration Gel de migration 
Tampon tris 1 M pH 6,8 1,2 ml -
Tampon tris 1 M pH 8,8 - 11,5 ml 

Mélange acry - bis 1,65 ml 9,9ml 
acrylamide 

Eau distillée 6,9 ml 8,5ml 
Temed 20ml 36 µI 
SJ)S 50 µI 150 µI 

Catalyseur de 
polymérisation persulfate 1,25 ml 3,75ml 

d'ammonium 1,5 % 

Temed : Tétraéthyl méthylène diamine 

Rôle de ces deux gels 

Le gel de concentration, par sa plus faible concentration en mélange acry - bis 
acrylamide, est formé de mailles plus larges que le gel de migration. 
Le rétrécissement de la taille des pores entre les deux gels provoque un effet de 
concentration des échantillons, en retardant la pénétration des molécules dans 
le gel de migration. De plus on peut remarquer que les pH des tampons entrant 
dans la composition de ces gels diffèrent l'un de l'autre et également diffèrent de 
celui du tampon de migration. Ces variations de pH changent la mobilité 
électrophorétique des différents ions et molécules, et augmentent l'effet de 
concentration dans les premières minutes d'électrophorèse. 
L'avantage d'un tel système est de pouvoir charger de grands volumes 
d'échantillons tout en obtenant une bonne résolution. 
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11.2.2.2. Tampon de migration 

Ce tampon contenait 3 g/I de tris, 14,4 g/I de glycine et 0,5 g/I de dodécyl sulfate 
de sodium. 

11.2 .2 .3. Les échantlllons 

Nous avons mis en solution 2,5 mg des différents extraits lyophilisés obtenus 
dans 3 ml d'eau distillée. Puis nous avons ajouté à ces solutions, 6 ml de 
tampon de charge, composé d'une solution d'urée 9 M contenant 3 % de 
dodécyl sulfate de sodium, 3 % de 2 mercaptoéthanol et 0,1 % de bleu de 
bromophénol. Le tout est porté 2 minutes à l'ébullition afin de favoriser l'action 
des différents agents dissociants. 
Effectivement l'urée est un agent dissociant qui entraîne la coupure des liaisons 
hydrogènes, le 2 mercaptoéthanol entraîne la rupture des ponts disulfures, et le 
dodécyl sulfate de sodium confère à chaque sous unité protéique une charge 
négative. 
Le bleu de bromophénol n'a pour rôle que de marquer le front de migration. 

11.2.2.4. Mise en route de l'électrophorèse 

Le tampon de migration est placé dans les deux cuves de l'appareil, 1 O µI 
d'échantillon sont déposés dans les encoches prévues à cet effet. Le générateur 
est branché et la migration s'effectue à une tension de 150 Volts. 
Le générateur est arrêté lorsque le front de migration se trouve à 5 mm environ 
de l'extrémité inférieure du gel. 

11.2.2.5. Coloration (20) 

Une fois la migration terminée, le gel est récupéré et placé dans une solution 
d'acide trichloracétique contenant 0,1 % de bleu de coumassie. Le tout est 
ensuite mis une heure à l'étuve à 37°C. 

Cette solution colore les protéines mais également le gel. Il est donc ensuite 
nécessaire de décolorer ce dernier à l'aide de bains successifs d'acide acétique 
afin de révéler les protéines.(32) 
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11.2.3. Résultats 

Parmi les nombreuses électrophorèses mises en œuvre, une seule a donné des 
résultats satisfaisants. Nous pensons que l'insuffisance de pureté des extraits 
est en partie responsable de ces échecs. 
Le résultat obtenu (Figure 26) semble montrer que les échantillons ne 
contiennent ni prolamines, ni glutélines et qu'aucune bande n'est observée pour 
les solvants 3 et 4 (Tbu et SOS). D'autre part nous observons que la fraction 
extraite par l'eau distillée (albumine), et la fraction extraite par la solution de 
chlorure de sodium (globulines) semblent contenir soit 2 protéines, soit une 
protéine composée de deux sous unités. La fraction extraite par la méthode de 
M. Nemuger (CENG) montre que nous obtenons cinq bandes dont deux 
correspondent aux globulines et trois bandes n'ont pas été identifiées. Pour 
trancher, il faudrait recommencer une électrophorèse dans des conditions non 
dissociantes. 

Solvant 4 Solvant 5 Solvant 3 Solvant 2 Solvant 1 
TBuOH CENG SOS Na Cl H20 

Figure 26: Electrophorèse des différents extraits protéiques 

Il est à noter que la méthode d'extraction globale ne semble pas extraire les 
mêmes fractions que les solutions de chlorure de sodium et d'eau distillée. Nous 
retrouvons une seule tâche commune à l'extraction globale et à celle par le 
chlorure de sodium. 
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Pour pouvoir mieux interpréter ces électrophorèses, il aurait fallu les reproduire, 
ce qui nous a malheureusement été impossible. 
Par la migration parallèle de témoins de poids moléculaires connus, nous 
aurions pu alors estimer celui de nos protéines. 
Étant données les difficultés rencontrées lors de ces électrophorèses nous 
avons décidé d'arrêter ces manipulations et de nous intéresser à la composition 
de nos protéines en acides aminés, celle-ci étant fondamentale en matière 
d'intérêt nutritionnel. 
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Chapitre Il : 
Les acides aminés 
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Dans cette étude des acides aminés, nous avons procédé en deux étapes 
essentielles. Dans un premier temps, nous avons voulu, d'une part, contrôler 
que nos extraits utilisés par électrophorèse contenaient effectivement des 
protéines et, d'autre part, estimer les acides aminés dominants des protéines de 
notre tourteau. Pour cela nous avons réalisé des chromatographies sur couches 
minces de nos extraits. 
Dans un second temps, nous avons voulu mettre au point une méthode de 
séparation des acides aminés par chromatographie liquide haute performance 
sur colonne apolaire (C18), beaucoup moins onéreuse que les colonnes 
échangeuses d'ions. Ceci afin de pouvoir identifier et doser tous les acides 
aminés présents dans le tourteau. 

1. CHROMATOGRAPHIES SUR COUCHES MINCES 

1.1 HYDROLYSE DES PROTÉINES 

Avant de pouvoir réaliser une séparation chromatographique, il faut hydrolyser 
les protéines afin de libérer les acides aminés de leurs liaisons peptidiques. 
Pour cela nous avons placé 1 O ml de chacun de nos extraits dans des tubes à 
hydrolyse bouchés, en présence d'acide chlorhydrique 6 M. Le tout a été placé 
24 heures dans une étuve à 150°C. 

1.2 PRÉPARATIONS DES TÉMOINS 

Chaque acide aminé témoin que nous possédions a été dissous dans de l'eau 
distillée afin d'obtenir des solutions à 20 mg/I. 

1.3 LES CHROMATOGRAPHIES 

1.3.1 Phases utilisées 

Nous avons utilisé comme phase stationnaire de la cellulose micro cristalline. 
La phase mobile qui a donné la meilleure résolution avait la composition 
suivante: 

- Éthano 1 : 65 
- Eau distillée : 15 
- Acide acétique : 20 
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1.3.2 Méthodologie 

Nous avons déposé 1 O µI des solutions échantillons et témoins sur les plaques 
et nous avons laissé la migration se produire sur 15 cm. Nous avons ensuite 
révélé les plaques grâce à une solution N butanolique de ninhydrine à 0,2 % et 
un passage dans une étuve à 100°C durant une heure. 
Les acides aminés donnent des taches bleu-violacées. 

1.3.3 Résultats 

Le tableau VIII montre que notre extrait contient un certain nombre d'acides 
aminés indispensables (soulignés dans le tableau), et ceci dans des proportions 
apparemment non négligeables. Effectivement ce type de méthode ne permet de 
mettre en évidence que les composant majoritaires. 
Mais vu les structures très proches de certains acides aminés, l'identification de 
chacun avec certitude semble difficile. D'où l'intérêt de la mise au point d'une 
technique de chromatographie liquide haute performance (CLHP) sur colonne 
classique (C18). 
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At des témoins 1 Il Ill rv V VI 

Ac alutarniaue O 88 0 88 - - - 0 88 0 87 

LeuQine 0,82 0,82 - - - 0 82 

0.8 0 78 

Y..a!Ln.e. 0 176 - - - - -
~  o,75 - - - - - -

0,73 

Alanine O 70 0 70 - - - 0 70 0 71 

~  - - - - - -
~  0,66 - - - - - -

0,63 0,65 

IQ!'.PtQphane 0,60 

0 62 0.61 

Glutamine O 60 0 61 0.60 

0,59 

Proline 0 60 

0,55 

Glvcine 0.5 0,5 

0,48 

Ac asoartique O 46 

Sérine O 45 0 44 

0.42 0 43 

ISQleuQine 0,39 0 39 

0,34 

Arqinine 0,27 0 27 

Histidine O 23 0 24 

Q:iS1éine o, 16 017 

Tableau N° VIII: Rf des acides aminés témoins et de ceux contenus dans les 

extraits protélgues 

-1 : Extrait aqueux 

-Il : Extrait par la solution de NaCI 

-Ill : Extrait par la solution de tertio butanol 

-IV : Extrait par la solution de borate 

-V: Extrait par la méthode de Mr Nemurger 

-VI Extrait par la solution d'urée 
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Il. MISE AU POINT D'UNE MÉTHODE DE CLHP 

11.1 OBJECTIF 

L'objectif de cette mise au point était d'une part de pouvoir séparer et doser les 
acides aminés présents dans le tourteau de graines de figues de Barbarie et, 
d'autre part, d'avoir au laboratoire une méthode de dosage moins onéreuse que 
celle pratiquées sur des colonnes échangeuses d'ions. 

11.2 MATÉRIEL ET MÉTHODES 

11.2.1 Matériel de CLHP 

11.2 .1 .1 Appareillage 

Tout au long de cette mise au point, nous avons utilisé le même appareillage de 
CLHP qui se composait de : 

- Une pompe Waters modèle 150 Millipore 
- Un programmateur de gradient Millipore 
- Un détecteur LC spectrometer Waters 
- Un intégrateur Shimazu C-R6A chromatopac 

11.2.1.2 Colonnes 

Dans un premier temps nous avons utilisé une colonne C18 de 15 cm remplie 
au laboratoire afin de comparer les différentes techniques de CLHP trouvées 
dans la bibliographie. Puis une fois la technique choisie, nous avons travaillé sur 
une colonne Kromasil C18 5µm de 25 cm X 4,6 mm que nous avons rapidement 
abandonnée au profit d'une colonne Novapack C18 4µm de 15 cm X 3,9 mm 
constituée de particules sphériques afin de nous rapprocher des conditions 
analytiques de la méthode sélectionnée. 
Tout au long de cette mise au point une précolonne C18 a été installée afin de 
protéger les colonnes. 

11.2.2 Hydrolyse des protéines (25) 

Nous avons choisi de travailler sur un hydrolysat obtenu directement à partir du 
tourteau sans extraction préalable, d'une part pour des raisons de commodités 
et d'autre part, afin d'hydrolyser toutes les protéines présentes dans le tourteau. 
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Pour cela nous avons mis dans des tubes à hydrolyse 500 mg de tourteau en 
présence de 1 o ml d'acide chlorhydrique 6 N. Nous avons utilisé différents 
temps d'hydrolyse : 24 heures, 48 H et 72 H à l'étuve à 110°C. En effet les 
hydrolyses courtes risquent d'être incomplètes, alors que les hydrolyses longues 
risquent de détruire une partie des acides aminés (les premiers libérés de leurs 
liaisons peptidiques) 

11.2.3 Techniques de dérivation et de séparation testées 

Nous avons sélectionné dans la bibliographie quatre méthodes susceptibles 
d'être réalisées au laboratoire. Nous les avons testées sur un même hydrolysat 
afin de déterminer celle la plus facilement exploitable. 
Nous allons décrire, ici, brièvement les techniques testées et les résultats 
obtenus avec chacune d'elle. 
Chaque méthode consiste dans un premier temps à dériver les acides aminés 
afin qu'ils soient détectables dans le visible ou l'ultraviolet, et dans un deuxième 
temps à séparer les acides aminés. 

11.2.3.1 Dérivation par le phényl lsothlocyanate (25) 

Dérivation 

La réaction de dérivation figure au chapitre IV.5.2.1 de la première partie. Pour 
réaliser cette dérivation nous avons successivement: 

- Filtré sur Buchner et évaporé sous vide 1 OO µI d'hydrolysat chlorhydrique 
- Ajouté au résidu d'évaporation 300 µI d'une solution contenant du 
méthanol, de l'acétate de sodium trihydraté 0,2 N et de la triéthylamine. (2 
: 2 : 1 ). 
- Évaporé sous vide ces 300 µI. 
- Ajouté 300 µI d'une solution de méthanol, d'eau distillée, de 
triéthylamine et de phényl isothiocyanate. (7 : 1 : 1 : 1 ). 
- Laissé à température ambiante 20 minutes. 
- Évaporé sous vide. 
- Repris le résidu par 300 µI de méthanol et 1 ml de tampon phosphate 
5 mM ajusté à pH 7,5 par de l'acide acétique glacial et contenant 5 % 
d'acétonitrile. 
- Filtré sur un dispositif de filtration CLHP. 
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Sépa,ration 

•Solvant A: 
- 94 % d'une solution d'acétate de sodium tri hydraté 0,1 M contenant 0,75 
ml/Ide triéthylamine, et ajusté à pH 6,2 par de l'acide acétique glacial. 
- 6 % d'acétonitrile 

•Solvant B: 
- 60 % d'acétonitrile 
-40 % d'eau 

•Gradient: 

Temps %A %8 Débit Courbe de 
en mn gradient 

0 100 0 1 * 

3 100 0 1 * 

20 32 68 1 Linéaire 
21 0 100 1 Linéaire 
29 100 0 1,5 Linéaire 
35 100 0 1 * 

•Détection : 
La détection en sortie de colonne est faite à la longueur d'onde de 
245 nm. 
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Figure N° 27 : Chromatogramme obtenu après dérivation au phénylthlocyanate 

11.2.3.2 Autre dérivation par le phényl lsothlocyanate (51) 

Dérivation 

Ici il nous a fallu successivement: 

-Évaporer 200 µI d'hydrolysat chlorhydrique à 35°C et sous azote. 

-Ajouter 200 µI de méthanol. 
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- Évaporer. 
-Ajouter 200 µI d'une solution contenant 400 µI de méthanol, 50 µI d'eau 
distillée, 50 µIde triéthylamine et 40 µI d'isothiocyanate. 
- Laisser les tubes bouchés 20 minutes à température ambiante. 
- Évaporer. 
- Reprendre le résidu par 800 µI d'un tampon phosphate disodique (71 O 
ml dans 1 litre de solution contenant 95 % d'eau distillée et 5 % 
d'acétonitrile} ajusté à pH 7,4 par de l'acide phosphorique. 
- Filtrer. 

Séparation 

• Solvant A : Solution d'eau tri distillée contenant 12,7 % d'acétate de 
sodium, 51,7 % de triéthylamine, ajusté à pH 6,4 par de l'acide acétique 
glacial. 

• Solvant B : Solution renfermant de 41 O g d'eau tri distillée et 4 75 g 
d' acéto nitrile. 

•Gradient: 

Temps %A %8 Débit Courbe de 
en mn a radient 

0 100 0 1 * 

0,5 100 0 1 Linéaire 
10 54 46 1 Convexe 

10,5 0 100 1 Linéaire 
12 0 1 OO 1 Linéaire 
17 100 0 1,5 Linéaire 
19 100 0 1 Linéaire 

•Détection : 

La détection en sortie de colonne est effectuée à 280 nm. 
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Chromatogramme obtenu : 

Réaction: 
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Figure N° 28 : Dérivation par le phényl lsothlocyanate 

11.2.3.3 Dérivation par le chlorure de dabsyl (8) 

La réaction se produisant entre les acides aminés et le chlorure de dabsyl est la 

suivante: 
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HCI 

Dérivation 

R 
1 

H2 N - CH - COOH 

Les hydrolysats chlorhydriques obtenus sont ajustés à pH 9 grâce à la lessive de 
soude puis on ajoute du carbonate de sodium afin d'obtenir une concentration 
de 0,15 M. 
200 µIde l'échantillon ainsi traités sont successivement: 

- Dilués dans 200 µI d'une solution d'acétone pure contenant 15 mM de 
chlorure de dabsyl. 
- Placés dans des tubes bouchés et mis au bain marie 20 minutes à 70°C. 
- Dilués dans 1,6 ml d'une solution contenant 50 % d'éthanol et 50 % de 
tampon phosphate 4 mM ajusté à pH 6,5 par de la soude. 
- Filtrés. 

Séparation 

•Solvant A: Tampon phosphate 9 mM ajusté à pH 6,5 par de la soude et 
contenant 4 % de diméthylformamide. 

•Solvant B: Acétonitrile contenant 4 % de diméthylformamide. 
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•Gradient 

Temps %A %8 Débit Courbe de 
en mn gradient 

0 91 9 1,2 * 

8 77 25 1,2 Hyperbolique 
16 63 37 1,2 Hyperbolique 
17 54 46 1,2 Hyperbolique 
20 51 49 1,2 Hyperbolique 
21 40 60 1,2 Hyperbolique 
25 91 9 1,2 Linéaire 
30 91 9 1,2 Linéaire 

Détection 

La détection en sortie de colonne s'est faite à une longueur d'onde de 436 nm. 

Chromatogramme obtenu 

Le chromatogramme obtenu est présenté figure N° 29, page suivante. 

11.2.3.4 Dérivation par le dlnltrofluorobenzène (40) 

Dérivation 

La réaction de dérivation figue au chapitre IV.5.2.1 de la première partie. Cette 
dérivation à nécessité les étapes suivantes: 

- Évaporation sous vide de 1 OO µI d'hydrolysat chlorhydrique. 
- Reprise du résidu par une solution contenant de l'éthanol, de l'eau 
distillée et de la triéthylamine. (2 : 3: 1) 
- Évaporation sous vide. 
- Reprise du résidu par 15 µI de la solution précédente et 5 µI d'une 
solution éthanolique de 2, 4-dinitrofluorobenzène 67 mM. 
- Chauffage au bain marie à 50 °C pendant 30 minutes à l'abri de la 
lumière. 
- Acidification par 50 µI d'acide acétique 20 % (VN). 
- Évaporation sous vide. 
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- Reprise par 50 % d'acide acétique glacial 20%. 
- Évaporation sous vide. 
- Reprise par 20 µI d'une solution d'éthanol, eau, triéthylamine (2 : 3: 1 ). 
-Acidification par 20 µI d'acide acétique glacial. 
- Filtration. 

Séparation 

•Solvant A: Tampon acétate de sodium 60 mM pH 4,45 

•Solvant B: Méthanol 

•Gradient 

Le gradient est linéaire. Nous sommes passés de 1 OO% de A à 1 OO% de 
Ben une heure. 

Détection 

La détection en sortie de colonne s'est faite à une longueur d'onde de 365 nm. 

Chromatogramme 

Cette méthode n'a donné aucun chromatogramme exploitable. Nous avons 
recommencé plusieurs fois la dérivation sans résultat. 

11.3 CHOIX D'UNE TECHNIQUE 

La dinitrophénylation a été abandonnée d'emblée puisque nous n'avons pas su 
à quoi attribuer l'absence de résultat. Nous avons retenu la méthode de 
dérivation par le chlorure de dabsyl pour deux raisons essentielles: 

- Le nombre d'étapes nécessaires le moins important 
- Le chromatogramme obtenu qui nous paraissait plus facilement 
exploitable. 
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11.4 MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE SÉLECTIONNÉE 

11.4.1 Séparation de 8 acides aminés identifiés par CCM 

Nous avons décidé de commencer notre mise au point en essayant de séparer 
un nombre restreint d'acides aminés témoins afin de nous familiariser avec la 
manipulation des gradients de solvants. Pour cela nous avons choisi 8 des 
acides aminés identifiés par CCM à savoir: 

- L'acide glutamique 
- L'acide aspartique 
- L'alanine 
- La valine 
- La cystéine 
- La leucine 
- L'arginine 

et nous avons dérivé le mélange des 8 acides aminés. 

Nous avons réalisé un premier essai avec le gradient présenté au chapitre 
11.2.3.3 de cette deuxième partie. Le chromatogramme obtenu est celui 
représenté à la figure N° 30. 
Nous avons ensuite essayé d'obtenir une meilleure résolution en faisant varier 
le gradient. La meilleure séparation obtenue est celle présentée figure N°31 
grâce au gradient suivant: 

Temps %A %8 Débit Courbe de 
en mn oradient 

0 77 23 1,2 * 

7 70 30 1,2 5 
15 63 37 1,2 5 
22 58 42 1,2 5 
25 51 49 1,2 5 
30 40 60 1,2 5 
34 77 23 1,2 6 
37 77 23 1,2 6 
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Nous avons ensuite voulu nous rapprocher des conditions opératoires 
proposées dans la publication. Pour cela nous avons continué ce travail sur la 
colonne Novapack C18 de 15 cm. Nous avons commencé par le gradient 
proposé dans la publication (Figure N° 32), puis nous l'avons modifié 
progressivement afin d'améliorer la résolution. La meilleure séparation (Figure 
N° 33) a été obtenue avant le gradient suivant : 

Temps %A %8 Débit Courbe de 
en mn oradient 

0 85 15 1,2 * 

8 85 15 1,2 5 
13 80 20 1,2 5 
18 80 20 1,2 5 
25 75 25 1,2 5 
28 75 25 1,2 5 
35 50 50 1,2 5 
40 85 15 1,2 6 
43 85 15 1,2 6 

Nous voyons que tous les pics sont séparés, mais nous notons que pour 8 
acides aminés injectés, nous obtenons 9 pics. Mais nous ne nous sommes pas 
intéresée au problème immédiatement car nous n'avions pas la certitude de 
travailler avec des témoins purs. 
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11.4.2 Séparation de 19 acides aminés 

Après nous être un peu familiarisée avec l'utilisation des gradients de solvant et 
après réception de témoins purs, nous avons décidé de séparer au mieux les 19 
acides aminés témoins. Nous n'avons pas mis l'asparagine ni la glutamine 
sachant que nous ne pourrions les identifier dans des hydrolysats, faute de 
traitement préalable par le [bis (trifluoro acétoxy)] benzène. 
Tout au long de cette mise au point, nous avons été confrontée à la difficulté 
d'améliorer la séparation de certains acides aminés sans affecter celle des 
autres. 

Nous avons dans un premier temps essayé d'améliorer la séparation d'un 
mélange de 19 acides aminés dérivés, et dans un second temps déterminé leur 
ordre de sortie. Nous sommes parti du gradient ayant donné la meilleure 
séparation des 8 acides aminés (Figure N° 34) dans l'étude précédente, puis 
nous l'avons modifié étape par étape jusqu'à obtenir la meilleure séparation 
(Figure N° 35). Le gradient suivant a été retenu : 

Temps %A %8 Débit Courbe de 
en mn çiradient 

0 85 15 1,2 * 

15 80 20 1,2 5 
30 77 23 1,2 5 
32 72 28 1 5 
38 68 32 1 5 
43 60 40 1 5 
45 55 45 1 5 
47 50 50 1 5 
49 40 60 1 5 
54 85 15 1,2 6 
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11.4.3 Détermination de l'ordre de sortie des acides 
aminés 

Nous avons ici dérivé les acides aminés un par un et nous les avons injectés 
deux fois chacun en utilisant le gradient ayant donné la meilleure résolution. 
Nous avons rencontré des difficultés avec 4 acides aminés que nous traiterons à 
part. Il s'agit de la lysine, la tyrosine, la cystéine et l'histidine. Effectivement ces 
acides aminés présentaient plusieurs pics de surface différentes et cette fois-ci 
nous étions surs de la pureté des témoins. 
Pour les autres, nous avons trouvé l'ordre de sortie figurant dans le tableau IX. 

Temps de rétention Temps de rétention 
en mn. 1 ère injection en mn. 2ème iniection 

Asp 6,67 6,7 
Glu 8,083 8,2 

OH Pro 14,68 14,8 
Ser 19,5 19,2 
Thr 21,085 20,83 
Gly 21,5 22 
Ala 22,9 22,9 
Pro 27,12 27,3 
Val 28,45 28,9 
Aro 28,92 30,8 
Met 35,74 35,9 
lleu 36,09 36,2 
Leu 37,03 37,14 
Trp 38,42 38,5 
Phe 39,43 39,29 

Tableau N° IX: Ordre de sortie des 19 acides aminés 

11.4.4 Histidine - Cystéine - Lysine - Tyrosine 

11.4.4.1 Résultats de CLHP 

- Histidine 
- 1 pic à 21 ,85 mn représentant 30 % de la surface totale 



120 

- 1 pic à 48,8 mn représentant 70 % de la surface totale 

- Lysine 
- 1 pic à 25,3 mn représentant 6,7 % de la surface totale 
- 1 pic à 36,49 mn représentant 28,5 % de la surface totale 
- 1 pic à 48,5 mn représentant 64,8 % de la surface totale 

-Tyrosine 
- 1 pic à 30 mn représentant 26,4 % de la surface totale 
- 1 pic à 50,5 mn représentant 73,6 % de la surface totale 

- Cystéine 
- 1 pic à 16,7 mn représentant 31 ,5 % de la surface totale 
- 1 pic à 42 mn représentant 68,5 % de la surface totale 

11.4.4.2 Interprétation 

Nous voyons d'après les formules de ces acides aminés figurant au chapitre 
11.1.1 de la première partie, qu'ils portent tous un hydrogène susceptible de 
réagir avec le chlorure de dabsyl en plus du groupement aminé propre à 
chacun. Il est donc très probable que l'on obtienne un pic pour les dérivés 
monodabsylé, et un pour les didabsylés, d'autant que la bibliographie (8) 
évoque des problème de dérivation de l'histidine, de la lysine et de la tyrosine 
résolus par les conditions opératoires (pH ... ) proposées dans cet article. Par 
contre le troisième pic donné par la lysine reste ininterprétable. 
Pour résoudre ce problème, il faudrait faire des études en fonction du pH de 
dérivation et de la quantité de chlorure de dabsyl utilisée, ce que nous n'avons 
pas eu le temps de faire. 
Pour essayer de savoir s'il nous serait tout de même possible de doser ces 
quatre acides aminés nous avons regardé : 

- S'il y avait un rapport constant entre les différents pics par des 
concentrations différentes des acides aminés. 
- Si l'un des pic était proportionnel à la concentration. 
- Si la somme des surfaces des pics doublait quand la concentration de 
l'acide aminé était multipliée par deux. 

Malheureusement il n'était rien de tout cela. Nous avons donc vérifié que ces 
acides aminés n'interféraient pas avec le dosage des autres. 
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Pour cela nous avons injecté dans un premier temps un mélange des 15 acides 
aminés ne posant pas de problème. (Figure 36), puis nous avons ajouté à cette 
solution les 4 acides aminés (Figure 37) ce qui a entraîné une dilution des 15 
premiers. Dilution dont nous avons tenu compte lors de la comparaison des 
surfaces des pics. Pour comparer les surface nous avons fait le rapport: 

Surface du pic figure 36 
Surface du pic figure 37 

pour chaque acide aminé et nous l'avons comparé avec celui de l'acide 
glutamique qui, de part sa position ne pouvait présenter d'interférence. 
Nous n'avons pas remarqué d'interférence, par contre la dilution a entraîné une 
mauvaise séparation de l'arginine et de la valine (27,1 et 27,8 minutes) mais la 
comparaison des surfaces ne nous a pas montré d'interférence. Pourtant, les 
quatre acides aminés donnent certains pics qui devraient interférer. Le fait de ne 
noter aucune interférence est sûrement dû à la dilution qui a entraîné un 
amoindrissement des pics minoritaires. Nous savons d'ores et déjà que nous ne 
ferons ici qu'une estimation de la teneur du tourteau en acides aminés, d'autant 
que nous avons manqué de temps pour valider cette méthode. 

11.5 ESTIMATION DE LA TENEUR EN ACIDES AMINÉS 

Il est à noter que pour cette dernière étape nous avons dû changer de colonne, 
la première s'étant dégradée. Cela a changé les temps de rétention et la 
séparation de l'arginine et de la valine. 

11.5.1 Étude de la réponse des acides aminés 

Nous avons dans un premier temps injecté une solution contenant les 15 acides 
aminés à la même molarité pour voir si leur réponse était identique (même 
surface de pics) ce qui aurait facilité leur dosage. Mais cela n'a pas été le cas. 
Nous avons donc dû injecter les témoins exactement titré les uns après les 
autres. Chaque témoin a été injecté deux fois. Les concentrations et les surfaces 
des pics figurent dans le tableau X. 
Nous avons fait la moyenne des surfaces obtenues lors des deux injections car 
leurs différences étaient inférieures à 5 %. 
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Concentration des 
solutions injectées Moyenne des surfaces 

1 o -1 mmo11-1 

Asp 1,97 25069 
Glu 2,012 11720 

OH Pro 1,98 30831 
Ser 2,016 17821 
Thr 1,981 13148 
Gly 1,002 88828 
Pro 0,2044 29013 
Val 0,199 14583 
Arg 0,2012 13596 

Arg + 2,012 285280 
Val 1,99 
Met 2,01 19514 
ILeu 0,2028 14555 
Leu 0,199 18814 
Trp 0,199 28552 

Leu+ 0,199 48700 
Trp 0,199 
Phe 0,2016 18727 

Tableau X : Étude de la réponse des acides aminés 

Nous avons injecté ensemble certains acides aminés : valine et arginine, leucine 
et tryptophane car nous avions constaté qu'ils étaient mal séparés sur certains 
chromatogrammes correspondant à nos essais. Nous en ferons donc une 
estimation globale. 

11.5.2 Étude des hydrolysats 

Nous avons injecté les hydrolysats obtenus avec: 
- L'acide paratoluène sulfonique 3 M 

•Hydrolyse de 24 heures 
•Hydrolyse de 48 heures 
•Hydrolyse de 72 heures 



- L'acide chlorhydrique 6 M 

•Hydrolyse de 24 heures 
•Hydrolyse de 48 heures 
•Hydrolyse de 72 heures 
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11.5.2.1 Chromatogrammes obtenus et commentaires 

Hydrolyse par l'acide paratoluène sulfoniQue 3 M 

•Hydrolyse de 24 heures: Figure N° 38 

Nous voyons que ce jour le gradient ne permettait pas la séparation du 
tryptophane et de la leucine (pic à 37,05 minutes). Nous pouvons affirmer cela 
car nous avons injecté ces ceux acides aminés seuls et cela ne donnait qu'un 
seul pic. Nous verrons que pour les autres hydrolysats ces acides aminés seront 
séparés. Ceci est l'exemple des variations minimes (de température par 
exemple) qui engendrent des modifications de séparation dues à la proximité 
des acides aminés. 
L'arginine et la valine sortent également pratiquement ensemble (30,4 mn et 
31,1 mn) 

•Hydrolyse de 48 heures: Figure N° 39 

Ici le tryptophane et la lysine sont séparés mais toujours pas l'arginine et la 
valine. 

•Hydrolyse de 72 heures: Figure N° 40 

Nous voyons que ce chromatogramme est identique au précédent en ce qui 
concerne la séparation des acides aminés. 
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Hydrolyse par l'acide chlorhydrique 6 M 

•Hydrolyse de 24 heures: Figure N° 41 

Nous voyons que le nombre d'acides aminés et leur concentration sont moins 
importants que ceux obtenus par hydrolyse par l'acide paratoluène sulfonique. 
Ceci est sûrement dû au fait que nous n'avons pas lyophilisé les hydrolysats 
comme dans la publication faute de lyophilisateur. Nous avons uniquement 
ajusté le pH à 9, ce qui a entraîné une dilution (il nous a fallu ajuster à 50 ml). 

• Hydrolyse de 48 heures : Figure 42 

Nous voyons que la concentration est plus importante car nous avons pu ajuster 
à 25 ml, mais le nombre d'acides aminés est toujours inférieur à celui obtenu 
grâce à l'acide paratoluène sulfonique. Mais l'arginine et la valine sont séparées 
(Pics à 29,1 et à 30,05 mn). 

•Hydrolyse de 72 heures: Figure 43 

Nous constatons là aussi que les concentration sont très faibles (ajustement à 50 
ml) 

11.5.2.2 Estimation de la teneur en acides aminés 

Pour estimer les concentrations en acides aminés du tourteau, nous avons 
injecté deux fois chaque hydrolysat et nous avons fait la moyenne des surfaces 
obtenues, les écarts étant inférieurs à 5 %. Puis ces surfaces ont été rapportées 
à celles obtenues lors des injections des témoins (Tableau IX). 
Ensuite nous avons ramené la teneur à 1 OO g de tourteau délipidé en tenant 
compte des dilutions effectuées. Ces résultats ont ensuite été multipliés par la 
masse moléculaire de chaque acide aminé afin d'obtenir des g pour 1 OO. 
Les résultats obtenus pour chaque hydrolysat figure dans les tableau X, XI, XII et 
XIII. 
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AA Moyenne des Concentration Taux en Taux en 

surfaces s 10-2 mo11-1 mmol/100 g g/1 OOg 

Asp 5165 0,40 2,03 0,27 

Glu 18278 3,14 15,70 2,31 

OH Pro 9833 0,63 3,15 0,41 

Ser 12791 1,45 7,25 0,76 

Thr 80218 1,21 6,04 0,72 

Gly 62875 0,71 3,55 0,27 

Ala 21687 2,16 10,83 0,96 

Pro 51694 0,36 1,82 0,21 

Arg +Val 69027 0,97 4,84 1,58 

Met 7796 0,86 4,01 0,6 

IL eu 13996 0,19 0,97 0,13 

Leu+ Trp 31886 0,26 1,30 0,44 

Phe 23371 0,25 1,26 0,21 

Tableau XI: Hydrolyse de 24 H par l'acide paratoluène sulfonlgue 

AA Moyenne des Concentration Taux en Taux en 

surfaces s 1 o-2 mou-1 mmol/100 g g/100g 

Asp 2890 0,22 2,26 0,30 

Glu 9907 1,7 17 2,50 

OH Pro 8786 0,56 5,6 0,73 

Ser 6810 0,77 7,70 0,81 

Thr 5325 0,80 8,02 0,95 

Gly 51445 0,58 5,80 0,43 

Ala 18587 1,86 18,6 1,65 

Pro 40367 0,28 2,84 0,33 

Arg +Val 41875 0,58 5,87 1,90 

Met 6126 0,63 6,30 0,94 

IL eu 10614 0,15 1,48 0,19 

Leu 16468 0,18 1,80 0,24 

Trp 10468 0,073 0,73 0,15 

Phe 19092 0,205 2,05 0,34 

Tableau.XII: Hydrolyse de 48 H ~ l'acide paratoluène sulfonlgue 
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AA Moyenne des Concentration Taux en Taux en 
surfaces s 1 o-2 mou-î mmol/100 g g/1 OOg 

Asp 2063 0,16 1,61 0,21 
Glu 6930 1,19 11,90 1,75 

OH Pro 7377 0,47 4,70 0,62 
Ser 5490 0,62 6,20 0,65 
Thr 3602 0,54 5,43 0,65 
Gly 33570 0,38 3,80 0,28 
Ala 11587 1,16 11,60 1,03 
Pro 31669 0,22 2,23 0,26 

Aro +Val 30145 0,42 4,23 1,38 
Met 5325 0,55 5,50 0,82 
IL eu 9292 0,13 1,30 0,17 
Leu 12572 0,13 1,33 0,17 
Trp 7669 0,053 0,53 0,11 
Phe 14566 0,16 1,60 0,26 

Tableau XIII: Hydrolyse de 72 H par l'acide paratoluène sulfonlgue 

AA Moyenne des Concentration Taux en Taux en 
surfaces s 1 o-2 mou-1 mmol/100 g mg/100g 

Asp 1980 0,15 0,375 50 
Glu 3195 0,55 1,370 202,2 

OH Pro 8406 0,54 1,350 177 
Thr 2087 0,314 0,78 93,5 
Gly 22778 0,26 0,64 48,2 
Ala 7805 0,78 1,95 173,7 
Pro 25886 0,18 0,455 52,3 
Val 6644 0,09 0,25 26,5 
Arg 11190 0,164 0,41 86,6 
Met 7548 0,77 1,94 290 
IL eu 15022 0,209 0,52 68,6 
Phe 12656 0,136 0,34 56,2 

Tableau XIV : hydrolyse de 48 H par l'acide chlorhydrlgue 
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11.5.2.3 Commentaires 

Nous pouvons d'ores et déjà dire que l'hydrolyse par l'acide chlorhydrique 6 M 
semble trop agressive et détruit une partie des acides aminés puisque les taux 
en g/1 OOg sont beaucoup moins importants que ceux obtenus avec les 
hydrolysats par l'acide paratoluène sulfonique. 
Pour les hydrolyses par l'acide paratoluène sulfonique, il semble que le temps 
idéal soit 48 heures puisque les taux d'acides aminés sont les plus importants. 

En ramenant les taux obtenus lors de l'hydrolyse par l'acide paratoluène 
sulfonique à 1 OO g de protéine grâce au résultats du dosage de l'azote totale, 
qui nous donnait un taux de protéine de 13,5 % nous obtenons: 

- Acide aspartique 2,23g 
- Acide glutamique 16,52 g 
-Alanine 12,27 g 
- Arginine +valine 14,2 g 
- Glycine 3,2 g 
- Hydroxyproline 5,43 g 
- lsoleucine 1,43 g 
- Leucine 1,75 g 
- Méthionine 6,9 g 
- Phénylalanine 2,51 g 
- Praline 14,2 g 
- Sérine 5,9 g 
-Thréonine 7,07g 
- Tryptophane 1,104 g 

Nous voyons qu'il y a un certain nombre d'acides aminés dominants : l'acide 
glutamique, l'arginine et la valine (l'arginine semble dominer d'après le seul 
chromatogramme sur lequel elles sont séparées Figure XXXVIII), l'alanine, la 
thréonine et la méthionine. 
En ce qui concerne la valine et l'arginine, si nous tenons compte des valeurs 
obtenues sur la figure XXXVIII, nous voyons que la valine représente 23 % de la 
surface des deux pics. Si nous ramenons cette valeur au taux de 14,2 g, cela 
donne 3,26 g de valine pour cent grammes de protéines et 10,94 g d'arginine. 
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Nous ne pouvons calculer l'indice chimique des protéines du tourteau de figue 
de barbarie car il nous manque l'estimation de 3 acides aminés essentiel 
(Lysine, cystéine et tyrosine). Nous pouvons toutefois comparer les taux estimés 
à ceux de la protéine de référence qui sont les suivants: 

- lsoleucine 4g 
- Leucine 7 g 
- Lysine 5,5 g 
- Méthionine+ cystéine 3,3 g 
- Phénylalanine+ tyrosine 4 g 
- Tryptophane 1 g 
- Valine 5 g 

Nous voyons que les acides aminés soufrés sont très bien représentés dans le 
tourteau. La thréonine est égaiement présente à un taux supérieur à celui de la 
protéine de référence. 
En fonction des taux de tyrosine, les acides aminés cycliques pourraient 
également être proches du taux de la protéine de référence. Seules la leucine et 
l'isoleucine semblent être présentes à des taux très inférieurs à ceux de la 
protéine de référence. 
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Nous avons choisi ce thème de travail pour son originalité et son intérêt pratique. 

Nous avions en effet comme mission de contribuer à une meilleure 
connaissance de la composition des graines de figue de Barbarie, afin de voir si 
une exploitation commerciale de l'ensemble du fruit, pulpe et graines, était 
envisageable. 

Nous avons découvert tout au long du déroulement de notre expérimentation , la 
difficulté de travailler sur des composés aussi complexes que sont les protéines 
et les mélanges d'acides aminés. 

Nous n'avons pas eu le temps de mener notre travail à son terme, cependant 
d'après nos premiers résultats, il semble que le tourteau de graines de figues de 
Barbarie ne soit pas dénué d'intérêt. 

En effet, il renferme une quantité non négligeable de protéines (environ 12 %) et 
celles-ci renferment un certain nombre d'acides aminés indispensables en 
proportions importantes .. Après avoir affiné cette composition, il serait donc 
vraisemblablement envisageable d'utiliser ce tourteau en alimentation animale, 
voire en alimentation humaine, à condition de faire des complémentations 
judicieuses par d'autres protéines riches en leucine et isoleucine et pauvres en 
méthionine, pour améliorer la valeur biologique de l'ensemble. 

Il serait alors possible d'exploiter valablement la graine de figue de Barbarie, en 
préparant de l'huile et en exploitant également le tourteau. Les travaux effectués 
au laboratoire sur l'huile extraite des graines ont en effet montré que sa 
composition est très proche de celle de l'huile de maïs et qu'elle pourrait donc 
être utilisée pour les mêmes usages (29). 

Il faudrait cependant dans l'avenir compléter notre étude en envisageant: 

•de résoudre le problème des pics multiples pour un seul acide aminé, en 
maîtrisant mieux les conditions de dérivation; 

• d'améliorer la reproductibilité des séparations en thermostatant la 
colonne (61 ); 



134 

•de valider à la fois la dérivation et la séparation chromatographique, afin 
de pouvoir doser avec précision tous les acides aminés de la fraction 
protéique du tourteau de graines de figues de Barbarie, ce qui permettrait 
de calculer son indice chimique et d'envisager son utilisation 

Nous avons pris conscience par ce travail de la complexité et de la somme de 
travail qui était nécessaire pour mener à bien le développement d'une méthode 
d'analyse d'un produit complexe. 
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Catode 
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Gel 

Bloc de travail 
support du gel + système de refroidissement 
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Gel 
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Peigne 

Gel de concentration 

Gel de migration 

Annexe N° 1 : Système discontinu de gel de migration 
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