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Résumé  

Afin d’évaluer la qualité alimentaire et l’efficacité métabolique des aliments mixtes combinant 

différentes sources protéiques végétales ou des sources protéiques végétales/animales, deux 

aliments de base, les pâtes alimentaires et les gels laitiers, ont été choisis comme vecteur et ont 

été enrichis par des farines ou des protéines de légumineuses. La structure de la fraction 

protéique des aliments mixtes a été étudiée à l’échelle moléculaire. La relation entre cette 

structure et la digestibilité in vitro et in vivo des protéines a été évaluée. L’effet de la formulation 

et/ou du procédé de fabrication de ces aliments mixtes sur le métabolisme protéique in vivo a 

été étudié chez des rats jeunes en croissance et des rats âgés. Le changement de la formulation 

des pâtes alimentaires, c'est à dire l’incorporation de trois farines de légumineuses différentes 

(fèverole, lentille ou pois cassé), génère des modifications de structure du réseau protéique 

influençant la digestibilité des protéines. Les études animales montrent que la qualité 

alimentaire des pâtes enrichies en légumineuses est comparable à celle d’une protéine animale 

comme la caséine et ce, quel que soit le type de légumineuses utilisé. La rétention protéique 

corporelle et la synthèse protéique musculaire des rats âgés, consommant des régimes iso-

protéiques à base de pâtes alimentaires enrichies en légumineuses ou de caséine, sont 

comparables. Elles restent cependant inférieures à celles induites par les protéines solubles du 

lait. L’utilisation de gels laitiers enrichis en protéines de fèverole chez le rat a révélé un effet 

de la formulation et du procédé de gélification sur la digestion et la rétention protéiques. La 

digestibilité in vivo des protéines est plus élevée chez les rats consommant le régime contenant 

le gel fermenté mixte composé de protéines de caséine et de fèverole comparativement à son 

homologue de même composition mais acidifié par voie chimique. La rétention protéique est 

encore améliorée chez les rats ayant consommé le régime contenant le gel fermenté composé 

de protéines de caséine, de fèverole et de lactosérum. Ces aliments enrichis en légumineuses, 

riches en protéines, équilibrés en acides aminés indispensables commencent à être disponibles 

sur le marché. Ils pourraient être proposés à la population âgée notamment dans des situations 

physiopathologiques impliquant une perte de protéines corporelles. 

Mots clés : Aliments mixtes blé/légumineuse ; Aliments mixtes lait/légumineuse ; 

Structure protéique; Digestibilité protéique in vitro et in vivo ; métabolisme protéique ; rats âgés



 

 

Abstract 

Wheat pasta and dairy gels were fortified with legume flours or proteins to evaluate dietary 

quality and metabolic efficiency of mixed foods combining different plant protein sources or 

plant/animal protein sources. The protein structure of these mixed foods was studied on the 

molecular scale. The relationship between the structure and in vitro/in vivo protein digestibility 

was also evaluated. The effect of the formulation and/or manufacturing processes of these 

mixed foods on protein metabolism was studied in young and old rats. The change in pasta 

formulation, i.e. the incorporation of three different legume flours (faba beans, lentils or split 

peas), generated changes in the protein network structure which influenced protein digestibility. 

Animal studies showed that the nutritional quality of legume enriched pasta was comparable to 

that of animal proteins such as casein, regardless of the legume type used. The body protein 

retention and muscle protein synthesis in old rats fed isoproteic diets based on legume-enriched 

pasta or casein were comparable. However, these two parameters remained lower than after 

soluble milk protein intake. Concerning dairy gels, in vivo digestibility of proteins was higher 

in rats fed fermented gel diet containing casein and faba bean proteins compared to its 

counterpart of the same composition but chemically acidified. Protein retention was further 

improved in rats fed fermented gel diet containing casein, faba bean and whey proteins. These 

high-protein-content enriched legume foods, balanced in essential amino acids, could be 

proposed to the older people especially in pathophysiological situations inducing body protein 

loss. 

Key words: wheat/legume mixed foods; milk/legume mixed foods; Protein structure; in vitro 

and in vivo protein digestibility; protein metabolism; old rat 
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digested pasta G60 after 60 minutes of gastric digestion (Figure 3.B), of digested pasta I120 

after 120 minutes of intestinal digestion (Figure 3.C), of undigested soluble milk protein and 

casein diets (Figure 3.D), digested soluble milk protein and casein diets G60 after 60 minutes 

of gastric digestion (Figure 3.D) and of digested soluble milk protein and casein diets I120 after 

120 minutes of intestinal digestion (Figure 3.D). 
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Figure 1. Protein synthesis rate in plantaris muscle in old rats after 6 weeks of diet. 
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Figure 1. Electrophoretic patterns (T = 12%) of single-protein samples: (a) Casein micelle 

suspension, (b) whey protein and (c) fava bean protein stock solutions. 

Figure 2. Electrophoretic patterns (T=12%) of the fava bean–dairy mixed gels. 

Figure 3. Kinetics of acidification at 42°C during gelation of the fava bean–milk protein 

mixtures: A = glucono-δ-lactone induced acidification; F = lactic acid fermentation. 
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Figure 1. Relation entre le pourcentage des protéines solubles dans le SDS (A) ou le SDS+DTE 

(B) et le taux de protéines provenant de la farine de fèverole dans les pâtes cuites. 

Figure 2. Relation entre le pourcentage des protéines solubles dans le SDS (A) ou le SDS+ 

DTE (B) et le taux de protéines provenant des farines de légumineuses dans les pâtes cuites. 

Figure 3. Relation entre le pourcentage des protéines liées par des ponts S-S et la quantité de 

cystéine totale des pâtes cuites.  
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Introduction générale 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse font partie du projet VEGAGE, intitulé 

« Vitesse de digestion et intérêt nutritionnel des sources protéiques végétales sur la rétention 

azotée et métabolisme protéique au cours du vieillissement », et financé par l’Institut Carnot 

Qualiment. Ils se sont déroulés au sein de l’UMR IATE 1208 (Montpellier SupAgro, INRA, 

UM, CIRAD, Montpellier) et de l’UMR 1019, l’Unité de Nutrition Humaine (UNH/Université 

d’Auvergne/INRA de Clermont-Ferrand). L’objectif général du programme VEGAGE est 

d’élaborer et d’analyser de nouvelles matrices alimentaires enrichies en protéines végétales 

dont le contenu et la structure de la fraction protéique sont nutritionnellement adaptés au sujet 

âgé. 

Le pourcentage de la population âgée est en augmentation continue en France. D’après les 

données de l’Institut National de la Statistique et des Études Économiques (INSEE), la 

proportion des personnes âgées de 60 ans représentera 1/4 de la population en 2020 et 1/3 en 

2050. Le vieillissement est associé à des changements de la composition corporelle, comme 

l’augmentation de la masse grasse et la diminution de la masse musculaire et de la fonction 

musculaire (Dawson, 2008). Ce syndrome est nommé « sarcopénie ». Les déficiences 

physiques associées à la sarcopénie se traduisent par une augmentation du risque de chutes, une 

perte d’autonomie ainsi qu’une réduction de la qualité de vie (Cruz-Jentoft et coll., 2010). Pour 

cette raison, la préservation de la masse musculaire est un objectif important pour prolonger 

l’autonomie et maintenir les capacités fonctionnelles chez les personnes âgées. 

Le métabolisme protéique est un phénomène dynamique où la protéosynthèse et la 

protéolyse doivent en permanence s’adapter de manière à maintenir la masse musculaire 

constante. La perte des protéines musculaires liée à l'âge est la résultante d'un déséquilibre entre 

ces deux mécanismes (Walrand et coll., 2011). Elle peut être en partie expliquée par « une 

résistance anabolique » c'est à dire une résistance à la stimulation de la synthèse protéique 

musculaire par la prise du repas (Dardevet et coll., 2012). Une intervention alimentaire 

caractérisée par un apport régulier de protéines de haute valeur nutritionnelle pourrait ainsi 

représenter une stratégie intéressante pour favoriser l’anabolisme protéique postprandial chez 

les personnes âgées. 

 



   Introduction générale 

2 
 

Les protéines animales sont connues pour être de bonne qualité nutritionnelle (Pannemans 

et coll., 1998 ; Campbell et coll., 1999). En effet, plusieurs études ont montré que les protéines 

de source animale peuvent améliorer la synthèse des protéines musculaires, et la quantité de 

masse maigre et de masse musculaire (Pannemans et coll., 1998 ; Campbell et coll., 1999 ; 

Combe et coll., 2004; Pirman et coll., 2006 ; Hartman et coll., 2007; Wilkinson et coll., 2007; 

Tang et coll., 2009; Kanda et coll., 2016 ; Wróblewska et coll., 2018). Par exemple, les régimes 

à base de viande suivis par des sujets âgés entraînent des gains plus importants de ces 

compartiments corporels par rapport aux sujets ayant suivi un régime lacto-ovovégétarien 

(Campbell et coll., 1999). Il a également été démontré que la synthèse protéique est nettement 

supérieure chez des personnes âgées ayant suivi un régime riche en protéines animales par 

rapport au régime riche en protéines végétales (Pannemans et coll., 1998). Néanmoins, la 

consommation de produits d'origine animale diminue généralement avec l'âge en raison d'une 

efficacité réduite de la mastication (Rémond et coll., 2007), d’un manque d’appétit pour les 

aliments protéinés et de problèmes socio-économiques. De plus, une consommation excessive 

d'aliments d'origine animale participe à l’augmentation du risque de maladies cardiovasculaires, 

principalement en raison de l'apport élevé en graisses saturées (Artaud-Wild et coll., 1993; 

Bernstein et coll., 2010; Pan et coll., 2012). L’avancée en âge nécessite de contrôler la 

consommation de graisses saturées et d'optimiser l'apport en micro-constituants. 

Les protéines végétales, comme celles des légumineuses, sont une source de protéines (24-

28%), de fibres (12-31%) et de micro-constituants et sont en outre pauvres en cholestérol et en 

graisses saturées (Asif et coll., 2013 ; Laleg et coll., 2016c). Elles présenteraient donc un certain 

potentiel nutritionnel, notamment dans l’alimentation des personnes âgées. Cependant leur 

capacité anabolique demeure moindre que celle des protéines animales (Yang et coll., 2012). 

Ceci est en partie lié au fait qu’elles soient déficitaires en certains acides aminés indispensables 

comme les acides aminés soufrés (Boye et coll., 2010). Il est donc nécessaire d’élaborer d’autres 

sources protéiques mieux adaptées aux contraintes métaboliques des sujets âgés. Ces sources 

protéiques doivent être de bonne qualité, c’est-à-dire équilibrées en acides aminés 

indispensables par rapport au besoin de l’organisme et rapidement digestibles. La combinaison 

de plusieurs sources protéiques végétales ou la combinaison de sources végétales et animales 

peut être une stratégie prometteuse pour améliorer le potentiel anabolique des protéines 

végétales. Elle peut être réalisée en utilisant, au sein d’un même aliment, des mélanges de 

légumineuses et de blé dont les profils en acides aminés indispensables sont complémentaires 
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(Duranti, 2006). Les protéines de légumineuses peuvent également être associées selon la même 

démarche à des protéines animales.  

La conception de nouvelles matrices destinées entre autres à la population âgée, nécessite 

une optimisation de la formulation et du procédé de fabrication de ces aliments. Or la 

composition et/ou le procédé de transformation des aliments peuvent influencer leurs qualités 

biochimiques, structurales et nutritionnelles notamment leur digestion et la biodisponibilité des 

acides aminés ainsi que leur capacité à stimuler la synthèse protéique musculaire (Pannemans 

et coll., 1998 ; Barbé et coll., 2013 ; 2014 ; Laleg et coll., 2016a, 2017). Il semble donc 

incontournable d’évaluer l’impact de la formulation et du procédé de fabrication des nouveaux 

aliments élaborés sur leurs qualités fonctionnelles et nutritionnelles. 

L’objectif principal de cette thèse est donc d’élaborer des aliments enrichis en 

légumineuses, nutritionnellement adaptés aux sujets âgés. Deux aliments très populaires, les 

pâtes alimentaires et les gels laitiers (type yaourt) disponibles sur le marché à des prix 

abordables, facile à consommer et appréciés de tout type de consommateur ont été choisis 

comme vecteurs pour un enrichissement par les farines ou les protéines de légumineuses. 

L’incorporation des farines ou des protéines de légumineuses dans les pâtes alimentaires ou les 

gels laitiers a fait l’objet de plusieurs travaux (Petitot et coll., 2010b ; Laleg et coll., 2016a; c, 

2017 ; Mession et coll., 2017a; b ; Chihi et coll., 2018). Cependant, l’étude de l’efficacité 

métabolique de ce type d’aliments mixtes n’a jamais été réalisée chez des individus âgés voire 

chez des individus jeunes dans le cas des gels laitiers. Au cours de cette thèse, nous testerons 

les effets de la formulation et des conditions des procédés de transformation de ces deux 

modèles d’aliments sur la structuration de leurs réseaux protéiques mixtes (végétaux ou végétal-

animal) et ses répercussions sur leur digestibilité et leur efficacité métabolique chez le rat mâle 

Wistar jeune ou âgé. Cette souche de rat est un bon modèle pour l’étude du vieillissement 

musculaire. En effet, il devient sarcopénique avec l’âge, il subit une perte importante des 

muscles de type 2 et une accumulation de tissu adipeux viscéral comme observé chez l’Homme. 

C’est donc un modèle adéquat pour étudier les altérations du métabolisme protéique au cours 

du vieillissement.  

Cette thèse s’articule autour de deux tâches principales. Une première tâche consiste à 

produire des pâtes alimentaires et des gels laitiers enrichis en légumineuses équilibrés en acides 

aminés indispensables et à évaluer leurs caractéristiques biochimiques et la structure de leur 

réseau protéique respectif. La qualité culinaire et rhéologique des pâtes alimentaires enrichies 
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en légumineuses a été également évaluée. Une seconde tâche consiste à évaluer la qualité 

alimentaire et l’efficacité métabolique in vivo des aliments enrichis en légumineuses produits.  

Ces travaux de thèse se proposent de répondre aux questions suivantes : 

- Le changement de la formulation et/ou du procédé de fabrication des aliments enrichis 

en légumineuses génère-t-il des modifications de structure du réseau protéique à une 

échelle supramoléculaire ? 

- Les changements de la structure du réseau protéique de ces aliments enrichis en 

légumineuses (si changements il y a) induits par leur formulation et/ou leur procédé de 

fabrication impactent-ils la digestion in vitro et/ou in vivo des protéines ?  

- Comment la formulation et/ou le procédé de fabrication des aliments enrichis en 

légumineuses influencent-ils le métabolisme protéique musculaire chez le rat âgé ? 

Enfin, ces travaux de thèse participeront d’une manière générale à enrichir nos connaissances 

sur la complémentarité des différentes sources protéiques végétales ou sur la complémentarité 

des sources protéiques végétales et animales et de leurs effets sur la qualité nutritionnelle et 

l’efficacité métabolique des aliments mixtes.  

Ce manuscrit de thèse comporte une première partie qui présente une synthèse 

bibliographique organisée en deux chapitres. Le premier chapitre rappelle des notions sur la 

structuration du réseau protéique au cours des étapes de la fabrication de nos aliments modèles 

(pâtes alimentaires et gels laitiers) et le lien entre leur structure et la digestion de leurs protéines. 

L’effet de l’enrichissement en légumineuses de ces deux aliments modèles sur leurs qualités 

fonctionnelles et nutritionnelles y est aussi présenté. Le second chapitre bibliographique est 

focalisé sur le rôle des aliments dont la source protéique est végétale et des aliments mixtes 

contenant des protéines végétales et animales dans la prévention de la perte de la masse 

musculaire au cours du vieillissement.  

La seconde partie du manuscrit comporte une présentation des principaux résultats obtenus 

à lors de ces travaux de thèse présentés sous forme d’un article scientifique accepté, d’une partie 

d’article et d’un article entier en cours de préparation, à soumettre pour publication dans des 

revues à comité de lecture.  

Une troisième partie comporte une discussion générale sur les principaux résultats de la 

thèse mis en regard avec la littérature scientifique. Cette partie s’achève par une conclusion 

générale et des perspectives d’ouverture sur des recherches à mener dans un futur proche.
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Chapitre 1. Synthèse bibliographique 

Partie 1. Aliments enrichis en légumineuses  

1. Aliments traditionnels à base de blé et à base de lait 

1.1. Les pâtes alimentaires  

Les aliments issus de la seconde transformation à base de blé principalement consommés en 

France sont les produits de boulangerie et les pâtes alimentaires. En 2015, 95% des Français 

consomment du pain. En revanche, en 2016, l’Association Nationale de la Meunerie Française 

a enregistré une baisse de la consommation du pain estimée à 7,5%. De plus, en 2015 la France 

a été classée le 10ème pays consommateur de pâtes alimentaires dans le monde, et le 4ème en 

Europe avec une consommation de 8 kg/habitant/an. En outre, l’Union des associations de 

fabricants de pâtes alimentaires de l’Union Européenne a enregistré une augmentation de leur 

consommation de 11% entre 2007 et 2015. 

1.1.1. Composition des pâtes alimentaires à base de blé 

Les pâtes alimentaires sont principalement produites avec de la semoule de blé dur 

(tétraploïde) (Triticum turgidum Durum). En Italie, la dénomination "pâtes" ne peut être utilisée 

que pour les produits 100% blé dur. Les pâtes aux blé dur sont riches en amidon (72-77%), dans 

une moindre mesure en protéines (12-13%), et contiennent peu de fibres alimentaires (2-4%) et 

de lipides (2-3%) (Petitot et coll., 2010b ; Padalino et coll., 2014 ; Laleg et coll., 2016a ; Kaya 

et coll., 2018). 

Les protéines de blé dur sont composées de 80% de protéines de gluten à savoir les gliadines 

(insolubles en milieu aqueux et solubles en solvant hydroalcoolique, 60-70 % alcool v/v) et de 

gluténines (solubles dans les solutions acides ou alcalines pH > 10), et 20% de « protéines non 

gluten » à savoir les albumines (solubles dans l’eau) et les globulines (solubles dans les 

solutions salines, NaCl 0,5 M) (Osborne, 1907). Les gliadines sont des monomères divisés en 

4 groupes (α, β, γ, ω) selon leur composition en acides aminés et leur mobilité électrophorétique 

sur gel de polyacrylamide (Kasarda et coll., 1983). En outre, α/β- et γ-gliadines ont des masses 

moléculaires entre (30-45 kDa) contre (46-74 kDa) pour les ω-gliadines (Kasarda et coll., 

1983). Les gluténines sont des polymères composés de sous-unités de haut poids moléculaire 

(65-90 kDa) et de bas poids moléculaire (30-40 kDa) reliées entre elles par des liaisons 

disulfures (Schofield, 1986 ; Ferranti et coll., 2007).  
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Lors de l'hydratation de la semoule de blé dur, les monomères de gliadine s’associent à des 

polymères de gluténines formant ainsi le gluten de blé appelé aussi prolamine (Figure 1). Les 

gluténines sont capables de former des liaisons disulfures intermoléculaires et 

intramoléculaires, tandis que les gliadines ne forment que des liaisons disulfures 

intramoléculaires (Singh et MacRitchie, 2004). Les liaisons disulfures covalentes dans les 

gluténines sont déterminantes pour la fonctionnalité du gluten à une température ambiante. 

Pendant le malaxage de la pâte de blé, un échange sulfhydryle-disulfure (SH-SS) se produit 

entre les protéines de gluténines. Dans ces conditions ambiantes, la stabilité des liaisons 

disulfures intramoléculaires des gliadines empêche leur implication dans les réactions 

d'échange sulfhydryle-disulfure (SH-SS) (Delcour et coll., 2012). Les gluténines et les gliadines 

sont connus pour contribuer respectivement à l’élasticité et la viscosité de la pâte de blé. Lors 

du chauffage (> 50°C), les gluténines et les gliadines se réticulent par oxydation des groupes 

sulfhydryle (SH) libres et des réactions d’échange sulfhydryle-disulfure (SH-SS), conduisant à 

la formation d’un réseau de gluten. Le réseau du gluten est un réseau viscoélastique 

tridimensionnel stabilisé par des liaisons covalentes type disulfures auquel se surimposent des 

interactions non covalentes telles que des liaisons hydrogènes, des interactions hydrophobes et 

des liaisons ioniques (Domenek et coll., 2003 ; Wang et coll., 2014).  

 

Figure 1. Présentation schématique de la structure du gluten (Fasano, 2011). 

1.1.2. Fabrication des pâtes alimentaires et évaluation de leur qualité rhéologique, 

structurelle et nutritionnelle 

Les pâtes alimentaires sont fabriquées en trois étapes principales: l'hydratation et le 

malaxage, l'extrusion et enfin l'étape éventuelle de séchage. Matsuo et coll. (1978) ont suggéré 

une absence de développement complet du gluten pendant la fabrication des pâtes alimentaires. 
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La quantité d'eau utilisée dans les pâtes alimentaires semble insuffisante pour hydrater 

complètement les protéines de gluten et donc insuffisante pour former le type de réseau de 

gluten développé lors de la fabrication du le pain (Matsuo et coll., 1978). Au cours de la 

première étape de la fabrication des pâtes alimentaires, la semoule de blé dur est mélangée avec 

l'eau sous faible apport d'énergie pour obtenir une pâte friable. Le faible apport énergétique (~8 

KJ/kg), le niveau limité hydratation (~47-52% base sèche) (Icard-Verniere et Feillet, 1999) et 

la basse température (< 50°C) ne permettent aucun changement structurel des granules 

d’amidon ou de formation du réseau du gluten (Petitot et coll., 2009a). La pâte friable obtenue 

est amenée à une vis d'extrusion ou à un laminoir pour la mise en forme par extrusion ou par 

laminage (Petitot et coll., 2009a). L’étape d’extrusion (40°C, 110 bar) permet la structuration 

des pâtes grâce à l’apport plus important d’énergie mécanique (~ 70 KJ/kg) (Abecassis et coll., 

1994). Les transformations structurelles sont une conséquence à la fois des forces mécaniques 

(contrainte de cisaillement) et des forces thermiques puisque la pression augmente et la 

température de la pâte augmente localement lors de l'extrusion (Petitot et coll., 2009a).  

Les pâtes fraîches peuvent ensuite être séchées afin de réduire leur teneur en eau à environ 

12% et assurer ainsi leur conservation. L’étape de séchage permet de renforcer la structure du 

réseau du gluten et donc celle de la pâte en général. Différents programmes de séchage 

thermique peuvent être appliqués à l'échelle industrielle pour sécher les pâtes à savoir des basses 

températures (BT : 40-60°C / humidité relative HR : 70-80%/ 18-28 h), des hautes températures 

(HT : 60-84°C / HR : 74-82% / 8-11 h), et des très hautes températures (THT > 84°C / HR : 74-

90% / 2-5 h), (Petitot et coll., 2009a ; Laleg et coll., 2016a). Plusieurs études ont montré que la 

structure moléculaire du réseau protéique des pâtes sèches est différente selon la température 

de séchage appliqué (Petitot et coll., 2009b ; Stuknytė et coll., 2014 ; Laleg et coll., 2016a). 

Lorsque les pâtes sont séchées à basse température (55°C), la proportion des protéines liées 

par des liaisons covalentes de type disulfures augmente de 1,5 fois par rapport à la semoule de 

blé dur (soit 30% contre 20% dans la semoule) (Petitot et coll., 2009b ; Laleg et coll., 2016a).  

Lorsqu’une haute température de séchage est appliquée (70°C), la proportion des protéines liées 

par des liaisons covalentes de type disulfures représente environ 35% c’est-à-dire elle augmente 

de 17% par rapport à une basse température (Petitot et coll., 2009b). Lors d’un séchage à très 

haute température (> 80°C), une forte agrégation des protéines de gluten suite aux réactions 

comprenant principalement l'oxydation des sulfhydryles (SH) et les échanges disulfure-

sulfhydryle (SS-SH) a lieu (Pasini et coll., 2001 ; De Zorzi et coll., 2007 ; Petitot et coll., 2009b ; 

Stuknytė et coll., 2014 ; Laleg et coll., 2016a). La proportion de protéines liées par des 
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interactions covalentes de type ponts disulfures dans les pâtes séchées à très haute température 

est ainsi 3 fois plus élevée par rapport à celle observée dans la semoule de blé dur (Petitot et 

coll., 2009b). À des températures de séchage supérieures à 80°C, plus de 70% des protéines 

totales sont liées principalement par des liaisons disulfures et dans une moindre mesure (environ 

10%) par des liaisons isopeptidiques (comme les liaisons dityrosine) et/ou des liaisons de type 

Maillard se traduisant par l’interaction du gluten avec d’autres composés comme les sucres 

réducteurs (Petitot et coll., 2009b ; Stuknytė et coll., 2014 ; Laleg et coll., 2016a).  

Avant d’être consommée, les pâtes alimentaires sèches sont cuites dans l’eau (100°C, temps 

optimal de cuisson qui permet une gélatinisation complète de l’amidon). Ce traitement hydro-

thermique gélatinise l’amidon augmentant sa digestibilité et permet la finalisation de la 

réticulation des protéines. À une échelle microscopique, la structure finale des pâtes cuites est 

caractérisée par la présence des granules d'amidon gonflés piégés dans un réseau de protéines 

(Cunin et coll., 1995). Un changement progressif au niveau de la microstructure des pâtes est 

observé du centre vers la surface des pâtes en raison d’une pénétration progressive de l’eau de 

cuisson dans le brin de pâte (Figure 2). Ces changements sont observés surtout au niveau de la 

forme des granules d’amidon qui change en fonction de leur état de gonflement de l’extérieur 

vers le centre permettant de distinguer trois régions principales dans les pâtes 100% blé dur 

(Petitot et coll., 2010a). 

 

Figure 2. Images de microscopie optique en champ lumineux de la microstructure des pâtes 

100% blé dur cuites à leur temps de cuisson optimal. Les images de gauche représentent la 

région centrale et celles de droite la région externe des pâtes cuites. Les protéines sont colorées 

en vert-turquoise; les granules d'amidon sont colorés en bleu-violet-noir (Petitot et coll., 2010a). 

À l’échelle moléculaire, dans les pâtes séchées cuites la proportion des protéines liées par 

des ponts disulfures est de l’ordre de 73%, quel que soit la température de séchage appliquée 

préalablement avant la cuisson des pâtes (55 ou 90°C). Une valeur d’environ 12% des protéines 
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non-extractibles, c’est-à-dire la fraction des protéines liées par des liaisons covalentes autres 

que disulfures, est aussi rapportée pour les deux types de pâtes séchées cuites (Petitot et coll., 

2009b). Cela veut dire que les étapes du séchage et de la cuisson induisent, par rapport à la 

semoule de blé dur, une diminution d’environ 80% de la proportion des protéines liées par des 

interactions faibles en faveur des protéines liées par des liaisons covalentes de type disulfures 

et autres et ce quel que soit le profil de séchage préalablement appliqué à la pâte fraiche (Petitot 

et coll., 2009b). En outre, la cuisson des pâtes alimentaires séchées préalablement à 55°C ou 

90°C, réduit la différence de solubilité des protéines observée après le séchage entre les pâtes 

séchées à basse (55°C) et à très haute température (90°C).  

Par rapport aux pâtes sèches, la proportion des protéines liées par des interactions covalentes 

n’est pas significativement affectée par la cuisson dans le cas des pâtes séchées à très hautes 

températures (79% dans les pâtes sèches à 90°C contre 85% dans les pâtes séchées cuites ce 

qui correspond à une augmentation de 6%, Petitot et coll., 2009b). Une différence plus marquée 

est observée pour les pâtes cuites préalablement séchées à basse température (55°C). La 

proportion des protéines liées par des interactions covalentes dans ces pâtes cuites augmente de 

2,8 fois par rapport aux pâtes sèches à basse température (30% dans les pâtes sèches à 55°C 

contre 85% dans les pâtes séchées cuites, Petitot et coll., 2009b). Ces résultats appuient 

l’hypothèse de la formation du réseau de protéines dans les pâtes séchées à basse température, 

principalement pendant la cuisson (Petitot et coll., 2009b ; Stuknytė et coll., 2014). 

L’augmentation de la température de séchage appliqué avant la cuisson permet d’améliorer 

la qualité texturale des pâtes cuites c’est-à-dire améliorer leur capacité à résister aux forces de 

compression et de traction. En effet, une augmentation de la température de séchage induit une 

augmentation de la fermeté (la force maximale nécessaire pour comprimer un brin de pâte 

jusqu’à 70% de son épaisseur initiale) et de la cohésion (capacité d’un brin de pâte à se coller 

à lui-même) des pâtes (Petitot et coll., 2009b ; Laleg et coll., 2016c). Elle induit aussi une 

augmentation de la résilience et de l’élasticité (capacité des pâtes à retrouver leur forme initiale 

après compression) et de l’énergie de la rupture (énergie stockée dans le brin de pâte jusqu’à 

rupture) des pâtes (Petitot et coll., 2009b ; Laleg et coll., 2016c). Plus précisément, le séchage 

à très haute température (> 80°C) induit une augmentation de 14% de la fermeté, de 9% de la 

cohésion, de 11% de la résilience, de 6% d’élasticité et de 40% de l’énergie de rupture des pâtes 

par rapport au séchage à une basse température (55°C) (Petitot et coll., 2009b). Il a été suggéré 

que des conditions de séchage plus sévères peuvent favoriser la formation d'un réseau protéique 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613015161#!
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réticulé par des liaisons plus fortes entre les protéines, responsable de la résistance des pâtes 

aux forces de compression et de traction (Petitot et coll., 2009b). 

En revanche, l’augmentation de la température de séchage diminue à contrario la qualité 

nutritionnelle des pâtes par la réaction de certains acides aminés indispensables comme la lysine 

avec les sucres réducteurs par réaction de Maillard (Acquistucci, 2000 ; Anese et coll., 1999 ; 

Petitot et coll., 2010b). 

Certaines études ont évalué la digestibilité protéique des pâtes alimentaires cuites à base de 

blé dur en utilisant un modèle de digestion in vitro qui simule le processus de digestion se 

produisant dans le tractus gastro-intestinal. Les pâtes alimentaires sont traitées séquentiellement 

avec l’amylase (phase orale), la pepsine (phase gastrique) et la pancréatine (phase intestinale) 

(De Zorzi et coll., 2007 ; Petitot et coll., 2009b ; Stuknytė et coll., 2014 ; Mamone et coll., 

2015). 

L'ensemble des données de la littérature confirme le rôle majeur joué par le séchage à très 

hautes températures (au-delà de 90°C) appliqué avant la cuisson des pâtes dans la réduction de 

la digestibilité des protéines des pâtes cuites. En mesurant le nombre de fonctions NH2 dans 

les digestats, Petitot et coll. (2009b) ont montré que la diminution de digestibilité a lieu 

essentiellement pendant la phase intestinale. Le taux de digestion bucco-gastrique des protéines 

des pâtes cuites reste limité (8%) après 180 min de phase gastrique, quel que soit le profil de 

séchage. La digestion à 180 minutes des protéines par la pancréatine en phase intestinale est 

plus marquée à savoir le taux d’hydrolyse passe de 8%, suite à la digestion gastrique, à environ 

63% dans la phase intestinale (Petitot et coll., 2009b). Le taux d’hydrolyse des protéines de 

pâtes cuites, séchées à très haute température (90°C) appliquée en fin de cycle où l’humidité 

est de 12%, est réduit de 10% après trois heures de phase intestinale, par comparaison avec des 

pâtes séchées à basse (55°C) et à haute (70°C) températures (Petitot et coll., 2009b). De Zorzi 

et coll. (2007) et Stuknytė et coll. (2014) ont également montré une diminution respectivement 

d’environ 37% et de 23% de la digestibilité des protéines des pâtes séchées à très hautes 

températures (au-delà de 90°C) pendant la phase de digestion intestinale. La diminution de la 

digestibilité des protéines est peut être due au moins en partie par une diminution de 

l’accessibilité des enzymes digestives à leurs sites de coupures spécifiques induite par la 

formation de protéines fortement agrégées et liées par des interactions covalentes (Pasini et 

coll., 2001 ; De Zorzi et coll., 2007 ; Petitot et coll., 2009b ; Stuknytė et coll., 2014). 
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1.2. Les gels laitiers 

Le lait et les produits laitiers transformés (yaourts, desserts lactés, fromages, beurre, crème) 

constituent une part importante dans le régime alimentaire des Français. Selon l’enquête de 

CCAF (Comportements et Consommations Alimentaires en France) de 2016, 98% des Français 

consomment au moins un produit laitier par semaine et 56% en consomment tous les jours. 65% 

des Français âgés de 18 à 75 ans consomment des produits de type yaourt. Les produits laitiers 

(lait, yaourts, et fromage) représentent 18% et 15% des apports en protéines chez les enfants et 

les adultes, respectivement. Ils contribuent dans une moindre mesure aux apports énergétiques 

(11 et 10 %) et en glucides totaux (8 et 4 %) chez les enfants et les adultes respectivement 

(Charby et coll., 2017). 

1.2.1. Composition du lait 

Le lait est une suspension colloïdale très complexe, contenant environ 12% de matières 

solides composées de 4,5% de matières grasses, 2,9% de protéines, 4,1% de lactose et 0,7% de 

cendre (Fox et McSweeney, 2003). Il existe deux classes principales de protéines de lait: les 

protéines insolubles (la caséine) et les protéines solubles (les protéines de lactosérum).  

Les caséines sont des phosphoprotéines (Horne, 2006) qui représentent près de 80% des 

protéines du lait bovin et précipitent à pH 4,6. Les caséines comprennent: 54% d'α-caséines 

(αs1 et αs2), 33% de β-caséine et 13% de κ-caséine (Hambræus et Lönnerdal, 2003). Dans les 

conditions biologiques du lait, les molécules de caséine sont associées entre elles et complexées 

(grâce aux caséines α et β hautement phosphorylées) avec le phosphate de calcium colloïdal 

formant des assemblages supramoléculaires appelés micelles de caséine, en équilibre 

dynamique avec la phase soluble du lait. Ces micelles de caséines ont des poids moléculaires 

moyens d’environ 108 Da et des diamètres moyens d’environ 100 nm (plage de 50 à 600 nm) 

(Fox et McSweeney, 2003 ; Horne, 2016). Les κ-caséines amphiphiles, de par leur fraction C-

terminale glycosylée, sont retrouvées à la surface de ces micelles, créant ce que l'on appelle la 

«couche chevelue» de la caséine micellaire. Cette couche de poly-électrolyte de la -caséine 

autour des micelles de caséine agit pour stabiliser ces particules protéiques en solution au pH 

naturel du lait (Horne et Davidson, 1986 ; de Kruif et Zhulina, 1996 ; Dalgleish, 2011 ; Horne, 

2016). 

Les protéines du lactosérum représentent 20% des protéines de lait bovin. Elles sont 

composées de β-lactoglobuline (44-70%), d'α-lactalbumine (14-22%), d’albumine sérique 
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bovine (1-5%) et des immunoglobulines à l’état de traces (Ryan et coll., 2012). Les protéines 

de lactosérum sont solubles à pH acide de 4,6, contrairement à la caséine. La principale protéine 

de lactosérum est la β-lactoglobuline qui est une protéine globulaire et qui n'est pas présente 

dans le lait maternel. Cette protéine est l'une des principales sources d'allergie qui limite 

l'utilisation du lait de vache pour la préparation du lait pour les nourrissons (Lucena et coll., 

2006). 

1.2.2. Fabrication des gels laitiers et évaluation de leur qualité rhéologique, 

structurelle et nutritionnelle  

La principale étape de la structuration des produits laitiers transformés comme le yaourt ou 

les laits fermentés et le fromage est l’étape qui permet la gélification des protéines. Il existe 

différents mécanismes de gélification dont les principaux sont la gélification enzymatique et la 

gélification par acidification (Ben-Harb et coll., 2018). 

La gélification enzymatique se fait en utilisant la présure par exemple dans le cas des 

fromages. Cette enzyme hydrolyse la liaison peptidique entre la phénylalanine en position 105 

et la méthionine en position 106 dans la κ-caséine. Cette hydrolyse permet de séparer la para-

caséine ayant des propriétés hydrophobes et d’éliminer le fragment hydrophile de la κ-caséine 

appelé le caséinomacropeptide ou glycomacropeptide dans le lactosérum. Ceci induit une 

diminution de la répulsion électrostatique permettant l'agrégation des protéines et la 

gélification.  

La gélification par acidification est basée sur la diminution de la répulsion électrostatique 

entre les micelles de caséine. Une étape de traitement thermique peut se faire avant 

l’acidification permettant de préparer des agrégats solubles via la dénaturation des protéines 

globulaires du lactosérum (Walstra et coll., 2005). En outre, le chauffage du lait à plus de 80°C 

pendant plusieurs minutes est habituellement effectué à la fois pour la désinfection et la 

dénaturation des protéines de lactosérum, dont la β-lactoglobuline. Lorsque le lait est traité 

thermiquement à des températures d'environ 60°C et plus, la β-lactoglobuline se déploie, se 

dénature et se regroupe par des liaisons hydrophobes et thiol/disulfure avec elle-même et/ou 

avec l'α-lactalbumine et/ou avec la κ-caséine (Hoffmann et Mil, 1997 ; Donato et Guyomarc’h, 

2009). 

La gélification est la formation d’un réseau tridimensionnel par rapprochement des protéines 

ou des agrégats qui résulte de la diminution de la répulsion électrostatique entre les protéines 
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et/ou les agrégats protéiques solubles préalablement formés au cours du traitement thermique 

(Lucey, 2004 ; Walstra et coll., 2005).  

Au cours de la diminution progressive du pH lors de l’acidification du lait, la structure des 

micelles de caséine subit des changements induits par la solubilisation du phosphate de calcium 

colloïdal. Entre un pH de 6,7 et 6 la taille structurelle des micelles de caséine subit des 

changements mineurs dus à une faible solubilisation du phosphate de calcium colloïdal à un pH 

supérieur à 6 (Lucey, 2004 ; Phadungath, 2005 ; Lee et Lucey 2010). Des changements plus 

marqués au niveau de la structure de la caséine sont observés lorsque le pH du lait diminue 

encore de 6,0 à 5,0. Les chaînes de κ-caséine chargées sur la surface des micelles qui sont 

responsables de la stabilité des micelles de la caséine se rétrécissent. Les micelles sont ainsi 

plus sensibles à l'agrégation. Cela se traduit par une diminution de la stabilisation stérique et de 

la répulsion électrostatique entre les groupes chargés c’est-à-dire une diminution de la stabilité 

des micelles de caséine. La diminution du pH entraîne une solubilisation progressive du 

phosphate de calcium colloïdal c’est-à-dire un transfert progressif du calcium et du phosphate 

inorganique de la micelle à la phase aqueuse. Lorsque le phosphate de calcium colloïdal est 

solubilisé, les groupes de phosphosérines sont exposés provoquant une répulsion électrostatique 

accrue entre ces groupes. Un pH d’environ 5 induit une solubilisation complète du phosphate 

de calcium colloïdal dans le lait (Lucey, 2004 ; Phadungath, 2005 ; Lee et Lucey, 2010). La 

charge nette négative de la caséine est neutralisée lorsque le pH atteint le pH isoélectrique situé 

à environ 4,6. Le caractère amphiphile des caséines β et κ est réduit. La répulsion électrostatique 

est diminuée et l’attraction électrostatique est augmentée grâce à l’augmentation des 

interactions hydrophobes. Le processus d'acidification entraîne ainsi la formation d'un gel ayant 

un réseau tridimensionnel constitué d'amas et de chaînes de caséines (Phadungath, 2005 ; Lee 

et Lucey, 2010). 

Lorsque le gel est fabriqué à partir de lait non chauffé, la gélification se produit autour d’un 

pH de 4,9 (Lucey, 2004). La gélification dans les gels fabriqués à partir du lait chauffé s’effectue 

à un pH plus élevé (5,2-5,4). Ceci est dû à l’association des protéines de lactosérum dénaturées 

à la caséine, en particulier à la κ-caséine et au pH isoélectrique plus élevé de cet assemblage ; 

en effet, le pH isoélectrique de la protéine majoritaire du lactosérum (la β-lactoglobuline) est 

environ 5,3 donc supérieur à celui des caséines (Lucey, 2004). Les méthodes d’acidification les 

plus courantes utilisent des ferments lactiques comme le cas des yaourts et des boissons lactées 

fermentées (Biliaderis et coll., 1992 ; Rönnegård et Dejmek, 1993) ou bien des agents 

chimiques comme le glucono-delta-lactone (GDL) (Arshad et coll., 1993 ; Lucey et coll., 
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1997a; b, 1998), qui s'hydrolyse lentement en solution pour former de l'acide gluconique, 

libérant des protons.  

La microstructure a un impact majeur sur la texture et les autres propriétés physiques des 

gels laitiers acides (Lucey et coll., 1998 ; Lee et Lucey 2010). Lucey et coll. (1998) ont évalué 

et comparé la microstructure et les propriétés texturales des gels laitiers acides produits par 

deux procédés de gélification différents à savoir la fermentation ou l’acidification chimique 

avec le GDL. Ces auteurs ont évalué la structure des gels en utilisant la microscopie confocale 

à balayage laser (MCBL). Les gels fabriqués avec une culture bactérienne semblent avoir un 

type de réseau protéique plus tortueux ou plus groupé avec des brins plus épais et des grappes 

de particules agrégées comparés aux gels acidifiés par le GDL. Les auteurs ont suggéré que le 

mode d'acidification des gels laitiers acides peut affecter le degré de réarrangement que les 

particules agrégées peuvent subir à un stade précoce du processus de gélification (Lucey et 

coll., 1997b, 1998). Ainsi, la différence au niveau de la microstructure est peut-être due à la 

différence des vitesses d’acidification. En outre, l’acidification à 42°C en présence du GDL est 

plus rapide permettant un réarrangement plus important de protéines et une structure plus 

ouverte avec plus de pores par rapport au gel fermenté où l’acidification est plus lente (Lucey 

et coll., 1998). Il est possible que les gels fermentés subissent beaucoup moins de 

réarrangements de molécule favorisant une structure protéique plus agrégée à l’échelle 

microscopique induisant une perméabilité et une synérèse 2 fois plus faibles par rapport au gel 

acidifié avec le GDL (Lucey et coll., 1998). 

Le traitement thermique du lait effectué avant la gélification acide peut aussi influencer la 

structure finale du gel laitier ainsi que ses propriétés texturales. Lee et Lucey (2003) ont indiqué 

que les gels de yaourt fabriqués à partir de lait chauffé à haute température (> 82°C) ont une 

structure protéique plus réticulée et ramifiée que les gels fabriqués à partir du lait chauffé à plus 

basse température 72°C qui ont un réseau plus dense et plus tortueux. Harwalkar et Kalab 

(1980) ont signalé que la structure des gels acides fabriqués à partir de lait non chauffé présente 

des amas de protéines plus agrégées (structure grossière ou particulaire). Les gels fabriqués à 

partir de lait chauffé à 90°C ont une structure plus ramifiée (structure fine ou filamenteuse) 

(Figure 3). L’agrégation de micelles de caséine en grappes plutôt qu'en chaînes dans les gels à 

base de lait écrémé non chauffé peut expliquer la faible fermeté et une plus grande sensibilité à 

la synérèse par rapport aux gels fabriqués à partir du lait traité thermiquement (90°C) 

(Harwalkar et Kalab, 1980). 
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Figure 3. Une présentation schématique de la microstructure des gels fabriqués à partir du lait 

écrémé traité thermiquement (A) et du lait non traité thermiquement (B) (Harwalkar et Kalab, 

1980) 

Le procédé de fabrication des gels laitiers notamment le traitement thermique et/ou 

l’acidification peut contribuer à la modification de la structure du réseau protéique. Ainsi les 

modifications de la structure et de l'assemblage des protéines résultant du traitement des 

produits laitiers peuvent influencer la digestibilité des protéines (Lorieau et coll., 2018). La 

digestion in vitro et in vivo des protéines laitières et leur susceptibilité à la protéolyse sous 

l’action des enzymes digestives gastriques et intestinales a été bien documenté dans la littérature 

(Guo et coll., 1995 ; Dupont et coll., 2010b ; Bouzerzour et coll., 2012 ; Nguyen et coll., 2015, 

2016 ; Borreani et coll., 2017 ; Luo et coll., 2017 ; Morell et coll., 2017 ; Mulet-Cabero et coll., 

2017 ; Thévenot et coll., 2017 ; Floury et coll., 2018 ; Lorieau et coll., 2018). 

Les protéines majoritaires du lactosérum à savoir la β-lactoglobuline et l’α-lactalbumine sont 

des protéines globulaires qui résistent à l’action de la pepsine dans les environnements acides 

de l'estomac. Ceci est probablement dû à la conformation de leur structure native très stable à 

pH acide et de l'enfouissement des liaisons peptidiques cibles des résidus d'acides aminés 

particuliers dans leur structure repliée (Guo et coll., 1995 ; Lundin et coll., 2008). Cependant, 

les caséines ont des structures très flexibles et ouvertes ce qui les rendent extrêmement sensibles 

à la protéolyse (Morell et coll., 2017). De plus, Mahé et coll. (1996) ont démontré que la β-

lactoglobuline se trouve sous sa forme initiale à la sortie de l'estomac à l'inverse de la caséine 

qui se trouve sous forme de peptides dégradés. 

La rupture de la structure native et le déploiement des protéines de lactosérum c’est-à-dire 

leur dénaturation par le traitement thermique (température supérieure à 60°C) augmente 

l'exposition des liaisons peptidiques cibles initialement enfouies dans la structure globulaire à 

l'attaque de la pepsine. Lorieau et coll. (2018) ont évalué l'influence de la structure protéique 

du lactosérum (native versus dénaturée/gélifiée) sur la digestion enzymatique in vitro à l'aide 
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d'un modèle de digestion gastro-intestinal simulant les conditions physiologiques de la 

digestion humaine. Ces auteurs ont montré que le degré de protéolyse des gels à base de 

lactosérum obtenus par le traitement thermiquement est environ 60% plus élevé par rapport à 

celui du contrôle non traité thermiquement contenant les protéines natives du lactosérum. Ainsi, 

l’étude a mis en évidence que le chauffage de la protéine de lactosérum réduit de manière 

significative la résistance des protéines de lactosérum à la digestion enzymatique par rapport à 

l'état natif (Lorieau et coll., 2018). Singh et coll. (2014) ont également observé que les protéines 

de lactosérum dans les gels structurés par thermisation sont hydrolysées plus rapidement que 

les protéines natives en solution dans des conditions de digestion gastrique in vitro. Kopf-

Bolanz et coll. (2014) ont aussi montré qu’en plus du traitement thermique, la fermentation des 

produit laitiers type yaourt diminue la résistance de la β-lactoglobuline à la pepsine. En effet 

les auteurs ont montré que la β-lactoglobuline est complètement dégradée dans les produits 

fermentés (yaourt) mais pas dans les produits non fermentés. L’activité protéolytique des 

bactéries fermentaires peut altérer la structure de la β-lactoglobuline réduisant ainsi sa 

résistance à la protéolyse (Kopf-Bolanz et coll., 2014).  

A l’inverse des protéines de lactosérum, le traitement thermique contribue à l’augmentation 

de la résistance de la caséine à la digestion (Dupont et coll., 2010a; c; Dupont et Rémond, 2013). 

Comme discuté ci-dessus, le traitement thermique du lait favorise des interactions entre les 

protéines dénaturées de lactosérum et la caséine par la formation des liaisons disulfures et 

hydrophobes. L’agrégation entre les protéines de lactosérum et la caséine favorisée par la 

chaleur induit la formation d’une « couche protectrice » de protéines de lactosérum dénaturées 

à la surface de la micelle de caséines. Ceci peut expliquer en partie l’augmentation de la 

résistance de la caséine à la digestion suite au traitement thermique (Dupont et Rémond 2013). 

Un autre comportement spécifique à la caséine a été signalé dans la littérature. En outre, à 

l’inverse des protéines de lactosérum qui restent solubles à pH gastrique en gardant leur 

structure native, la caséine perd sa structure micellaire à un pH voisin de 4,6, et se précipite 

dans l’estomac en formant des agrégats (Mahé et coll., 1996 ; Boirie et coll., 1997a). La 

digestibilité gastrique in vitro de la caséine est faible et lente qui est due à sa viscosité élevée 

au pH gastrique en raison de sa coagulation formant de grosses particules d'une taille d'environ 

2000 µm (He et coll. 2013 ; Overduin et coll., 2015 ; Borreani et coll., 2017).  

Un faible niveau d’hydrolyse a été noté à la fin de la phase gastrique pour des produits 

gélifiés à base de caséine ou de lactosérum, ceci est peut-être dû à leurs réseaux protéiques 
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denses qui peuvent limiter l’accessibilité de la pepsine aux sites de coupures spécifiques (Luo 

et coll., 2017; Lorieau et coll., 2018). Le principale mode d’action de la pepsine a été étudié 

lors des expériences de digestion statique in vitro (Luo et coll., 2017 ; Thévenot et coll., 2017 ; 

Floury et coll., 2018). Ces études ont souligné la faible diffusivité de la pepsine à l’intérieur du 

réseau protéique des produits gélifiés par rapport à des produits liquides et ils ont suggéré que 

la pepsine hydrolyse les protéines situées à la surface des particules de gel (Luo et coll., 2017; 

Thévenot et coll., 2017 ; Floury et coll., 2018). Récemment, Floury et coll. (2018) ont évalué 

en temps réel et avec une résolution élevée les modifications des particules des gels présures et 

acides au cours du processus de digestion des protéines in vitro en utilisant la microscopie 

synchrotron à fluorescence UV profonde. Cette étude a montré que les gels présure forment des 

agrégats protéiques compacts au cours de la digestion gastrique par rapport aux gels acide. Ceci 

réduit l'accessibilité de la pepsine au substrat protéique, et retarde probablement la digestion 

gastrique comme suggéré dans des études in vivo antérieures (Barbé et coll., 2014). 

2. Aliments enrichis en légumineuses 

Les pâtes alimentaires sont traditionnellement fabriquées à partir de blé dur. Cependant, le 

blé est déficitaire en lysine et thréonine, des acides aminés indispensables pour l’organisme 

(Abdel-Aal et Hucl, 2002). Les protéines de légumineuses présentent un profil en acides aminés 

indispensables complémentaire à celui du blé (Duranti, 2006). L’association blé-légumineuses 

dans un même aliment permet ainsi d’améliorer l’équilibre en acides aminés indispensables des 

aliments mixtes comme les pâtes alimentaires enrichies en légumineuses (Torres et coll., 2006 

; Giménez et coll., 2012 ; Laleg et coll., 2016a).  

Sur un autre plan, l’impact environnemental et les risques pour la santé associés à la 

production et la consommation excessive de sources de protéines animales pourraient être 

limités par l’augmentation de la part des protéines végétales dans notre alimentation (Duranti 

et Scarafoni, 1999 ; FAO, 2013b). Dans ce contexte l’association lait-légumineuses permettrait 

ainsi d’augmenter la part des protéines végétales dans l’alimentation humaine mais aussi de 

compléter et d’équilibrer le profil en acides aminés indispensables des légumineuses 

notamment au niveau des acides aminés soufrés (Chihi et coll., 2016 ; Mession et coll., 2017a). 

Plusieurs études ont évalué l'effet de l’association céréale-légumineuse, avec des taux 

d’incorporation de légumineuses variant entre 5 et 70 %, sur la qualité nutritionnelle, texturale, 

culinaire et sensorielle des pâtes alimentaires (Laleg et coll., 2016a ; Laleg et coll., 2017 ; Petitot 

et coll., 2010a ; Petitot et coll., 2010b ; Petitot et Micard, 2010 ; Rayas-Duarte et coll., 1996 ; 
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Rizzello et coll., 2017). D’autres études ont évalué l'effet du mélange de protéines de lait avec 

différentes quantités de protéines de légumineuses sur les propriétés rhéologiques et 

sensorielles des yaourts, des boissons lactées fermentées, des gels laitiers acidifiés par voie 

chimique préalablement thermisés (Liu et coll., 2009 (25-75% de lait de soja), Zare et coll., 

2011, 2012a; b, 2013 (1-3% farine de lentille) ; Beliciu et Moraru, 2013 (50% de protéines de 

soja), Mession et coll., 2017a;b ; Chihi et coll., 2018 (30-70% de protéines de pois)). Certains 

de ces travaux ont étudié l'interaction entre les deux sources de protéines au cours de la 

gélification des mélanges de protéines laitières avec des protéines de légumineuses (Roesch and 

Corredig, 2005, 2006 ; Chihi et coll., 2016 ; Mession et coll., 2017a;b). 

2.1. Composition des légumineuses 

Par rapport au blé dur, les légumineuses contiennent moins d’amidon 20-61% versus 72-

77% pour le blé), et plus de protéines (17-45% versus 12-13% pour le blé) et plus de fibres 

alimentaires en particulier insolubles (Tableau 1). Les différentes légumineuses ont des 

compositions similaires sauf le lupin et le soja qui sont plus pauvres en amidon (1-2%) mais 

plus riches en lipides (4-22% versus 2-6% pour les autres légumineuses). 

Tableau 1. Composition des graines non décortiquées de légumineuses (g/100 g en base sèche)  

 Amidon Protéines Fibres 

alimentaires 

Lipides Références 

g/100 g en base sèche 

Fèverole 

(Vicia faba) 

 

40-50 24-34 15-24 

 

2-4 Guillon et Champ, 2002 

Grela et coll., 2017 

Pois 

(Pisum sativum) 

 

 

20-50 20-31 13-21 

 

1,5-3 Guillon et Champ, 2002 

Grela et coll., 2017 

Lentille 

(Lens culinaris) 

 

35-53 19-35 16 1,6 Reddy et coll., 1984 

Savage, 1988 

Perez-Hidalgo et coll., 1997 

Asif et coll., 2013 

 

Pois chiche* 

(Cicer arietinum) 

 

61 17-22 18-22 3-6 Jukanti et coll., 2012 

Asif et coll., 2013 

 

Lupin  

(Lupinus albus) 

(L. angustifolius) 

 

1-2 32-45 25-40 

 

4-12 Guillon et Champ, 2002 

Grela et coll., 2017 

Soja 

(Glycine max) 

1-2 38-42 7-15 18-22 Guillon et Champ, 2002 
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Les protéines de légumineuses sont composées principalement de globulines et d’albumines. 

Selon le type de légumineuses, les globulines représentent environ 50-80% des protéines et sont 

solubles dans des solutions salines (NaCl 0,5 N). Les albumines représentent de 6 à 35% des 

protéines et sont hydrosolubles. Les prolamines (solubles en solvant hydro-alcoolique) et les 

glutélines (solubles en solution alcaline) constituent une partie minoritaire des protéines de 

légumineuses (Perrot, 1995 ; El Fiel et coll., 2002 ; Hossain et Mortuza, 2006 ; Jarpa‐Parra, 

2017).  

 En fonction de leur cœfficient de sédimentation, les protéines de légumineuses sont classées 

en protéines hexamériques (300-360 kDa) de type 11-12S, en protéines trimériques (150-180 

kDa) de type 7S qui sont dépourvues d’acides aminés soufrés (Derbyshire et coll., 1976) et les 

protéines 2S qui appartiennent à la famille des albumines. Ces protéines ont des structures et 

des propriétés physiques comparables entre les différentes espèces de légumineuses mais elles 

ont des appellations différentes (Tableau 2). Les protéines de légumineuses riches en albumines 

et globulines, présentent de bonnes propriétés moussantes, émulsifiantes et gélifiantes et sont 

largement utilisées comme modificateurs de texture dans les desserts, les produits carnés et les 

produits traiteur (Boye et coll., 2010 ; Gueguen et coll., 2016).  

Tableau 2. Principales classes structurales de protéines de légumineuses (adapté de Gueguen 

et coll., 2016). 

 Soja Pois Lupin 

Globuline 11/12S Glycinine Légumine Conglutine-γ 

Globuline 7S β-conglycinine Viciline Conglutine-β 

Albumine 2S α-conglycinine PA1 Conglutine-δ 

Les légumineuses contiennent aussi des facteurs antinutritionnels appartenant à la famille 

des albumines, comme les inhibiteurs de protéases qui perturbent la digestion des protéines en 

complexant les enzymes digestives (Gilani et Sepehr, 2003). Les lectines pouvant causer des 

diarrhées, nausées, et vomissements (Miyake et coll., 2007) et certaines enzymes catalysent des 

réactions d’oxydoréduction (peroxydases, lipoxygénases …). 

2.2. Effet de l’enrichissement en légumineuses sur la composition chimique et 

nutritionnelle des aliments 

D’un point de vue nutritionnel, l'ajout des farines de légumineuses améliore la qualité des 

pâtes alimentaires en augmentant leur teneur en protéines et en fibres alimentaires (Tableau 3). 

Les produits enrichis en légumineuses sont aussi plus riches en vitamines (thiamine, 
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riboflavine, tocophérol) et minéraux (calcium, phosphore, magnésium et zinc) (Torres et coll., 

2007a ; Petitot et coll., 2010b).  

Cependant, les produits enrichis en légumineuses peuvent contenir des facteurs 

antinutritionnels provenant des farines de légumineuses à savoir l’acide phytique (Torres et 

coll., 2007a ; Laleg et coll., 2016c), des facteurs antitrypsiques (Laleg et coll., 2017) et des α-

galactosides (Laleg et coll., 2016c). Les prétraitements des farines de légumineuses comme la 

fermentation, la germination ou le traitement thermique, et le procédé de fabrication des 

aliments enrichis en légumineuses permettent la réduction de ces facteurs antinutritionnels 

(Ibrahim et coll., 2002 ; Sokrab et coll., 2012 ; Chandra-Hioe et coll., 2016 ; Zhao et coll., 

2005). Zhao et coll. (2005) et Torres et coll. (2006) ont ainsi montré que le séchage et la cuisson 

des pâtes alimentaires enrichies avec 10-20% de lentille, pois ou de pois cajan fermenté 

permettent d’éliminer complétement les inhibiteurs trypsiques qui affectent la digestibilité des 

protéines in vitro (Duranti, 2006) et in vivo (Gilani et Sepehr, 2003).  

Tableau 3. Effet de l’enrichissement en légumineuses sur la composition des pâtes alimentaires 

Aliment Légumineuse Niveau 

d’enrichissement 

 

Protéines Amidon Fibres 

totales 

Lipides Cendres Références 

  g/100g g/100g en base sèche 

Pâte 

alimentaires 

enrichies en 

légumineuses 

Fèverole 

10% 

30% 

50% 

100% 

12,2 

15,2 

17,2 

35,4 

66,2 

60,4 

57,2 

43,5 

3,9 

5 

6,5 

7,2 

0,76 

0,83 

1,06 

1,5 

1,17 

1,63 

2,05 

3,8 

Rizzello et 

coll., 2017 

Rosa-

Sibakov et 

coll., 2016 

 

Lentille 

10% 

 

100% 

11,3 

 

27,6 

-- 

 

48,8 

8,3 

 

9,0 

2,18 

 

-- 

-- 

Kaya et 

coll., 2018 

Laleg et 

coll., 2016c 

Pois 
10% 

35% 

11,1 

16,1 

-- 

67,0 

16,8 

6,2 

2,7 

1,9 

4,6 

1,7 

Kaya et 

coll., 2018 

Petitot et 

coll., 2010b 

Haricot urd 100% 28,3 48,7 12,0 2,2 -- 
Laleg et 

coll., 2016c 

Lupin 10% 15,4 74,3 8,9 0,2 1,1 
Torres et 

coll., 2007a 

Pâte alimentaires 100% blé 11,2 68,4 3,1 0,6 1,11 
Rizzello et 

coll., 2017 
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En ce qui concerne les produits laitiers mixtes, peu d’études ont évalué l’effet de 

l’enrichissement en légumineuses sur leur composition chimique et nutritionnelle. Une étude a 

montré que la supplémentation des boissons lactées fermentées avec 3% de farine de lentille 

améliore la stabilité des lactobacilles utilisés pour la fermentation (Zare et coll., 2013). Les 

auteurs ont suggéré que ceci est peut-être dû à l’effet de l’enrichissement en vitamines, en 

minéraux, en antioxydants et en glucides complexes (par exemple, l'amidon résistant, le 

sucrose, le raffinose, le stachyose, le verbascose et les oligosaccharides) (Zare et coll., 2013).  

2.3. Effet de l’enrichissement en légumineuses sur les propriétés culinaires, texturales et 

sensorielles des aliments 

Les critères d’une « bonne » qualité des pâtes alimentaires sont la diminution des pertes à 

la cuisson, l’optimisation de l’absorption d’eau à la cuisson, la fermeté, la résilience et 

l’élasticité. Toutes ces caractéristiques culinaires et texturales sont modulées en fonction du 

type de légumineuse introduite et du niveau d’enrichissement qui correspond en définitive à un 

niveau de dilution du gluten dans le cas des pâtes enrichies en légumineuses (Tableau 4). 
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Tableau 4. Les effets de l’incorporation des légumineuses sur la qualité culinaire, texturale et sensorielle des pâtes alimentaires et des gels 

laitiers 

Produits Type de 

légumineuse 

Niveau 

d’enrichissement 

(g/100g) 

Effets principaux sur la qualité des produits* Références 

Pâtes 

alimentaires 

Farine de 

Fèverole 

10% ; 20% ; 30% ; 

35% ; 100% 

Diminution de temps de cuisson 

Augmentation des pertes à la cuisson (augmentation moins importante pour le niveau 

de substitution de 10%) 

Diminution de l’absorption de l’eau de cuisson (gonflement) 

Petitot et coll., 

2010b 

Giménez et coll., 

2012 

Laleg et coll., 2016a 

Rosa-Sibakov et 

coll., 2016 

Rizzello et coll., 

2017 

 Farine de 

Pois 

5% ; 10% ; 15% ; 35% 

 

Diminution du temps de cuisson ; Augmentation des pertes à la cuisson ; Diminution 

de l’absorption d’eau sauf pour le niveau de substitution de 5% ; augmentation de la 

dureté ou fermeté ; diminution des scores de la couleur ; diminution de l’acceptation 

globale sensorielle  

 

Padalino et coll., 

2014 

Petitot et coll., 

2010b 

 

 

Zhao et coll., 2005 

 

 

 

Wojtowicz et 

Moscicki, 2014 

  20% ; 30% 

 

Pas de changement de temps de cuisson ; changement de la fermeté dépend de la 

variété 

Diminution de la brillance (L) et de la coloration jaune (b). Pas de changement de la 

coloration rouge (a)  

 

  40% Augmentation des pertes à la cuisson ; Diminution de la fermeté et la dureté 

 

*Par rapport aux produits non enrichis en légumineuses 
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Tableau 4. (continuité) 

Produits Type de 

légumineuse 

Niveau 

d’enrichissement 

(g/100g) 

Effets principaux sur la qualité des produits* Références 

Pâtes 

alimentaires 

Farine de 

lentille 

10% 

 

 

15% ; 20% ; 30% 

 

Pas d’effet sur le temps de cuisson, les pertes à la cuisson et dureté (farine de lentille 

rouge) 

 

Pas d’effet sur les pertes à la cuisson ; Augmentation de la fermeté ; Diminution de la 

brillance (L) et de la coloration jaune (b) ; Augmentation de la coloration rouge (a) 

Chillo et coll., 

2010 

Zhao et coll., 

2005 

Wojtowicz et 

Moscicki, 2014 

Laleg et coll., 

2017 

 40% ; 100% Augmentation des pertes à la cuisson ; Diminution de la fermeté et de la dureté 

Farine de 

lupin 

5% ; 15% ; 10% ; 

20% ; 25% ; 30% 

Pas d’effet sur les pertes à la cuisson ; Augmentation des pertes à la cuisson à partir 

d’un niveau de substitution de 30% 

Rayas-Duarte et 

coll., 1996 

 

Jayasena et 

Nasar-Abbas, 

2012 

  

  30% ; 40% ; 50% 

 

 

Pas d’effet sur les pertes à la cuisson ; Augmentation de la coloration rouge ; 

Diminution de la coloration jaune et de la brillance à partir d’un niveau de substitution 

de 30% 

 Farine de 

pois chiche 

10% Pas d’effet sur le temps de cuisson, les pertes à la cuisson et la dureté  Chillo et coll., 

2010 

Zhao et coll., 

2005 

Wood, 2009 

  15% ; 20% ; 30% Augmentation des pertes à la cuisson ; changement de la fermeté dépend de la variété 

Diminution de la brillance (L) et diminution légère de la coloration jaune (b) et 

augmentation de la coloration rouge (a) 

 Haricot 

blanc 

10% ; 20% ; 30% Pas d’effet sur les pertes à la cuisson, diminution de la fermeté et de la dureté Wojtowicz et 

Moscicki, 2014 
 40% Augmentation des pertes à la cuisson, diminution de la fermeté et de la dureté 

*Par rapport aux produits non enrichis en légumineuses 
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Tableau 4. (continuité) 

Produits Type de 

légumineuse 

Niveau 

d’enrichissement 

(g/100g) 

Effets principaux sur la qualité des produits* Références 

Gels laitiers Farine de 

pois 

10 ; 17 ; 24% 

Correspond à une 

supplémentation 

de 1% ; 2% ; 3%, 

respectivement 

(rapport 

masse/volume) 

Augmentation de la brillance 

Augmentation de la coloration jaune et verte 

Diminution de la synérèse au cours des 28 jours de stockage  

Augmentation des modules de conservation (G') (élasticité) et de perte (G˝) (viscosité) 

par rapport aux échantillons supplémentés avec 1 à 3% de lait écrémé en poudre et le 

yaourt témoin non supplémenté 

Zare et coll., 

2013 

 Protéines de 

pois 

4% 

Correspond à une 

supplémentation 

de 0.5% 

(rapport 

masse/volume) 

Augmentation de la synérèse 

Diminution de la viscosité 

Diminution de la brillance et de la coloration jaune  

Acceptation sensorielle (meilleur score pour la texture et score équivalent pour le goût 

et l’odeur) 

Akin et Ozcan, 

2017 

  20% 

 

Augmentation du module de conservation, de la dureté du gel et la viscosité  

 

Wong et coll., 

2013 

Ben-Harb et 

coll., 2018 

   

50% 

Augmentation des modules de conservation (G') (élasticité) et de perte (G˝) (viscosité) 

par rapport aux gels des protéines pures 

*Par rapport aux produits non enrichis en légumineuses 
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Tableau 4. (continuité) 

Produits Type de 

légumineuse 

Niveau 

d’enrichissement 

(g/100g) 

Effets principaux sur la qualité des produits* Références 

Gel laitiers Farine de 

lentille 

10 ; 17 ; 24% 

Correspond à une 

supplémentation 

de 1% ; 2% ; 3%, 

respectivement 

(rapport 

masse/volume) 

Diminution de la valeur de "L"  

Augmentation de la valeur “a” et "b" : Augmentation de la coloration jaune et verte 

 

Supplémentation de 1 et 2% de lentille :  

Augmentation de la synérèse 

Propriétés sensorielles comparables à celles du yoghourt non enrichi 

 

Supplémentation de 3% de lentille :  

Diminution de la synérèse au cours des 28 jours de stockage  

Augmentation des modules de conservation (G') (élasticité) et de perte (G˝) (viscosité) 

par rapport aux échantillons supplémentés avec 1 à 3% de lait écrémé en poudre et le 

yaourt témoin non supplémenté 

Zare et coll., 

2011 

 

Zare et coll., 

2012b 

 Protéines de 

soja 

4% 

Correspond à une 

supplémentation 

de 0.5% 

(rapport 

masse/volume) 

Augmentation de la synérèse 

Diminution de la viscosité 

Augmentation de la brillance et diminution de la coloration jaune 

Acceptation sensorielle (meilleur score pour la texture et score équivalent pour le goût 

et l’odeur) 

Akin et Ozcan, 

2017 

  30% ; 50%  Module d’élasticité (G’) inférieur ou égal à celui obtenu pour les gels de lactosérum Roesch et 

Corredig, 2006 

Roesch et coll., 

2004 

  70%  G’ plus élevé que celui du gel de lactosérum 

Augmentation du module d’élasticité par rapport aux gels de lait écrémé 

À partir d’un niveau de 50% d’enrichissement, les valeurs de G’ sont très proches du 

module d’élasticité du gel 100% soja. 

*Par rapport aux produits non enrichis en légumineuses 
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En ce qui concerne les pâtes alimentaires, les études ont montré que l’ajout des légumineuses 

(10-100%) induit une diminution du temps de cuisson de 0,5 à 1 minute sachant que le temps 

de cuisson d’une pâte au blé est 9 min, une augmentation de 18 à 90% des pertes à la cuisson 

et une diminution de 2 à 11% de l’absorption de l’eau de cuisson (gonflement) par rapport aux 

pâtes classiques 100% blé dur (Petitot et coll., 2010b ; Padalino et coll., 2014 ; Rosa-Sibakov 

et coll., 2016 ; Laleg et coll., 2016a ; Laleg et coll., 2016c ; Rizzello et coll., 2017).  

Outre le niveau de substitution, le type de légumineuse ajoutée détermine aussi la qualité des 

pâtes enrichies. En effet, l’augmentation des pertes à la cuisson qui est un critère de dépréciation 

de la qualité des pâtes alimentaires (de 4% et 18% pour la fèverole et le pois respectivement, 

Padalino et coll., 2014 ; Rizzello et coll., 2017), est observée pour la majorité des pâtes mixtes 

à partir d’un taux d’incorporation de légumineuse de 10%, sauf pour la lentille et le haricot 

blanc (Wojtowicz et Moscicki, 2014). Pour ces légumineuses, Wojtowicz et Moscicki (2014) 

ont rapporté une augmentation des pertes à la cuisson de 14 et 45% pour le haricot blanc et la 

lentille respectivement, à partir d’un taux d’incorporation de légumineuses de 40% par rapport 

aux pâtes classiques produites avec 100% de semoule de blé. L’incorporation du lupin allant 

jusqu’à 50% n’influence pas les pertes à la cuisson par rapport aux pâtes de blé dur (Jayasena 

et Nasar-Abbas, 2012). Cependant, l’incorporation de 30% de farine de lupin augmente de 30% 

les pertes à la cuisson par rapport aux pâtes classiques selon Rayas-Duarte et coll., (1996). Les 

pertes à la cuisson peuvent être dues à un affaiblissement du réseau protéique par dilution du 

gluten suite à l’introduction des légumineuses, augmentant la lixiviation de plus de particules 

dans l’eau de cuisson (Rayas-Duarte et coll., 1996 ; Torres et coll., 2007a) à savoir l'amylose, 

ou encore de la solubilisation des globulines, protéines solubles dans les solutions salines 

(Petitot et coll., 2010a ; Petitot et coll., 2010b ; Padalino et coll., 2014). 

L’enrichissement en légumineuses induit également une diminution du temps de cuisson de 

0,5 à 1 minute; ce qui peut être expliqué par une réduction de la teneur en gluten et une 

perturbation de sa structure due à la présence de fibres provenant des légumineuses facilitant la 

pénétration de l'eau au cœur des pâtes alimentaires (Chillo et coll., 2008 ; Laleg et coll., 2017). 

Une diminution d’absorption d’eau des pâtes (de 2 à 11%) est également observée suite à 

l’enrichissement en légumineuses des pâtes qui peut être expliquée par une diminution de la 

teneur totale de l’amidon et par une diminution du temps de cuisson, c’est à dire au temps 

disponible pour la diffusion de l'eau au cœur des pâtes (Laleg et coll., 2016a ; Tazrart et coll., 

2016).  
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La fermeté des pâtes alimentaires est très variable en fonction du type et des différentes 

variétés de légumineuses introduites mais également selon les méthodes d’analyse de ces 

paramètres utilisées entre les différentes études. La fermeté est généralement affectée par le 

niveau d’absorption de l’eau et elle peut être influencée par la teneur en protéines (Dexter et 

coll., 2004) et en amylose (Gianibelli et coll., 2005). L’enrichissement avec 35% et 70% de 

farine de fèverole de pâtes alimentaires induit une diminution de la résilience des pâtes de 15% 

et 19%, respectivement par rapport aux pâtes 100% blé dur (Petitot et coll., 2010b ; Laleg et 

coll., 2017). 

L’ajout des légumineuses modifie la couleur des pâtes alimentaires en fonction du niveau 

d’enrichissement et aussi de la couleur de la matière première ajoutée (Zhao et coll., 2005). 

Généralement, l’enrichissement en légumineuse induit une diminution de la brillance des pâtes 

sèches et des pâtes cuites. Par exemple, l’incorporation de 35% de farine de fèverole ou de 

farine de pois induit une diminution de la brillance de 10 à 16% pour les pâtes sèches et de 11 

à 13% pour les pâtes cuites par rapport aux pâtes 100% blé dur (Petitot et coll., 2010b). Une 

augmentation de la coloration rouge plus ou moins marquée en fonction du type de légumineuse 

et aussi de la température de séchage des pâtes est aussi observée suite à l’enrichissement en 

légumineuse. La coloration rouge augmente ainsi de 1,5, 2,2 et 4 fois dans des pâtes enrichies 

avec 35% en fèverole et séchées à basse (55°C), haute (70°C) et très haute température (90°C), 

respectivement, par rapport à une pâte au blé dur séchée à basse température (Petitot et coll., 

2010b). À hautes températures de séchage (70-90°C), la réaction de Maillard est favorisée ce 

qui peut affecter également la couleur des pâtes et la biodisponibilité des acides aminés libres 

diminuant ainsi la valeur nutritionnelle des aliments (Petitot et coll., 2010b). 

L’altération de la qualité des pâtes alimentaires enrichies en légumineuses peut être diminuée 

par l’ajout d’additifs comme le gluten et les hydrocolloïdes pour renforcer la structure des pâtes. 

Sudha et Leelavathi, (2012) ont montré que l’ajout de 2% de gluten avec 0,5% de mono stéarate 

de glycérol diminue les pertes à la cuisson des pâtes enrichies avec 30% de farine de pois et 

améliore leur appréciation sensorielle texturale et gustative. Une autre étude a montré que 

l’ajout de 2% de gomme de guar aux pâtes enrichies avec 15% de farine de pois améliore leurs 

qualités texturales (Padalino et coll., 2014). Laleg et coll. (2016a) ont montré que 

l’enrichissement des pâtes au blé dur avec 6% de gluten permet un enrichissement en protéines 

totales des pâtes de 13% (pour les pâtes 100% blé dur non enrichies en gluten) à 17% (pour les 

pâtes 100% blé dur enrichies en 6% de gluten). L’enrichissement en gluten renforce aussi la 

structure des pâtes cuites à l’échelle moléculaire (augmentation de 8% de la proportion des 
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liaisons covalentes) et macroscopique se traduisant par une diminution de 11% des pertes à la 

cuisson par rapport à une pâte au blé dur. 

En ce qui concerne les produits laitiers, plusieurs études ont évalué l’effet de 

l’enrichissement en légumineuses des boissons lactées gélifiées par fermentation (Zare et coll., 

2011, 2012b, 2013 ; Akin et Ozcan, 2017), par le traitement thermique (Comfort et Howell, 

2002 ; Roesch et Corredig, 2005, 2006 ; Wong et coll., 2013 ; Chihi et coll., 2016 ; Ben-Harb 

et coll., 2018) ou par acidification chimique (Yousseef et coll., 2016 ; Mession et coll., 2017a;b ; 

Ben-Harb et coll., 2018 ; Chihi et coll., 2018) sur leurs qualités texturales et sensorielles 

(Tableau 4). La viscosité, l’élasticité et la synérèse sont les principaux paramètres de 

l'évaluation de la texture de ces types de produits. La synérèse est considérée comme un critère 

de dépréciation de la qualité des gels laitiers (Lucey, 2001). L’ajout des légumineuses aux gels 

laitiers peut modifier la densité de la matrice protéique. Il permet aussi un apport 

supplémentaire en glucides en particulier en fibres et en amidon modulant ainsi la texture des 

gels laitiers.  

Des études antérieures ont observé une amélioration des propriétés texturales des gels laitiers 

mixtes à savoir une amélioration significative du module de conservation de 1,4 à 3,4 fois, de 

la dureté de 1,1 à 1,3 fois et de la viscosité de 2,2 à 3,5 fois des gels mixtes, après la gélification 

par traitement thermique (> 70°C, 15-60 minutes) de mélanges contenant 20 à 30% de protéines 

de soja et 80 à 70% des protéines de lactosérum (Comfort et Howell, 2002 ; Roesch et Corredig, 

2005 ; Wong et coll., 2013). Roesch et Corredig (2005) ont aussi suggéré que l’interaction 

chimique (discutée dans la prochaine section) au cours de la co-gélification thermique des 

protéines de soja et de lactosérum pourrait être responsable de l’amélioration de la qualité et de 

la force des gels. 

Zare et coll. (2013) ont utilisé une autre méthode de gélification à savoir la fermentation 

lactique et ont montré que la supplémentation à 3% en farine de pois des boissons à base de lait 

fermenté réduit la synérèse de 38%, augmente la stabilité de la structure du gel et améliore les 

caractéristiques viscoélastiques des boissons fermentées c’est-à-dire une augmentation 

d’environ 10 fois des modules de conservation (G') (élasticité) et de perte (G˝) (viscosité) par 

rapport aux boissons fermentées non supplémentées. Ceci est peut-être dû à l’effet de 

l’augmentation de la teneur en solides totaux notamment la teneur en protéines et en glucides 

en particulier l’amidon et les fibres. Ces derniers ont des propriétés hydrocolloïdales qui 

favorisent à la fois l'activité probiotique (acidification) et une capacité de rétention d'eau 
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améliorée renforçant ainsi la texture des boissons mixtes à base de protéines laitières et de 

protéines de légumineuses (Lucey, 2001 ; Peng et coll., 2009 ; Zare et coll., 2011, 2013). 

Roesch et Corredig (2006) ont attribué l’augmentation d’environ 5 fois des modules d’élasticité 

et de viscosité des gels laitiers mixtes aux interactions de type hydrogène qui s’établissent entre 

les protéines lors du refroidissement des gels. La brillance des échantillons supplémentés en 

farine de pois est aussi améliorée de 30% (Zare et coll., 2013). Ceci est probablement dû à des 

changements dans la consistance de la texture du gel après la fermentation qui peut influencer 

la diffraction de la lumière. De plus, une augmentation de l’indice de jaune et de vert (de 1,5 à 

2 fois) est observée dans les échantillons supplémentés avec 1 à 3% de farine de pois par rapport 

aux échantillons non supplémentés, en lien avec la coloration jaune de la farine de pois utilisée 

(Zare et coll., 2013). 

En conclusion, l’ajout des légumineuses aux pâtes alimentaires commence à altérer leurs 

caractéristiques texturales à partir de 10% d’enrichissement pour la plupart des légumineuses 

et à partir de 30% pour la lentille, le haricot blanc et le lupin. Ceci pourrait être lié à l’ajout de 

protéines et de fibres provenant des légumineuses induisant une dilution et une déstructuration 

du réseau du gluten qui a un rôle majeur dans la stabilité de la structure des pâtes alimentaires. 

L’ajout de 2 à 6% de gluten et/ou de 0,5 à 2% d’hydrocolloïdes, comme additifs, aux pâtes 

alimentaires permet partiellement de palier l’altération de leur texture induite par l’ajout des 

légumineuses dans la formulation. 

Pour les aliments à bases de protéines laitières, l’enrichissement de boissons laitières avec 

les farines ou les protéines de légumineuses permet une amélioration de leurs propriétés 

physico-chimiques et sensorielles. Ceci semble lier à l’effet de l’augmentation de la teneur en 

protéines, de l'amidon et des fibres ayant des propriétés épaississantes et gélifiantes, conférant 

une texture plus forte et plus homogène aux échantillons enrichis en légumineuses en réponse 

aux interactions potentielles entre les protéines laitières et les protéines de légumineuses. 
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2.4. Effet de l’enrichissement en légumineuses sur la structure des aliments  

Pâtes alimentaires enrichies en légumineuses 

Plusieurs études ont évalué l’effet de l’enrichissement de pâtes alimentaires en 

légumineuses sur leur microstructure après cuisson (Figure 4). Les images de microscopie 

optique de la structure des pâtes cuites, de leur centre (gauche) à leur périphérie (droite) sont 

présentées dans la Figure 4. Comme discuté dans la section 1.1.2, la microstructure des pâtes 

cuites à base de blé dur présente trois régions distinctes de la surface du brin de pâte jusqu’au 

centre, en fonction de l’état de gonflement de l’amidon qui est dû à la pénétration progressive 

de l’eau de cuisson à l’intérieur des pâtes. Dans les pâtes mixtes contenant 35% de farine de 

fèverole ou de pois, ces trois régions peuvent être distinguées en allant de la surface des pâtes 

vers le centre comme pour les pâtes de blé dur. Une pâte 100% légumineuses présente moins 

de contraste (Figure 4) avec un taux de gonflement de l’amidon comparable entre la région 

centrale et la région périphérique (Laleg et coll., 2016c ; Rosa-Sibakov et coll., 2016). Laleg et 

coll. (2016c) ont expliqué ce phénomène par la diminution de 70% de la proportion des 

protéines liées de manière covalente dans les pâtes cuites 100% légumineuses facilitant ainsi la 

pénétration de l'eau au cœur des pâtes par rapport aux pâtes cuites 100% blé (Laleg et coll., 

2016a; c). Ce réseau protéique est plus apparent dans les pâtes 100% légumineuses, c’est-à-dire 

le film protéique entourant les granules d’amidon devient plus épais ce qui se traduit par une 

coloration en vert-turquoise dans les pâtes 100% fèverole plus marquée que les pâtes 100% blé 

(Figure 4.A ; Figure 4.D). Ceci peut être expliqué par le fait que les pâtes 100% fèverole sont 

2 fois plus riches en protéines par rapport aux pâtes 100% blé dur (13% de protéines) (Petitot 

et coll., 2010a ; Laleg et coll., 2016c ; Rosa-Sibakov et coll., 2016)
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Figure 4. Images de microscopie optique en champ lumineux de la microstructure des pâtes 

100% blé dur (A) (Petitot et coll., 2010a), des pâtes mixtes blé-légumineuses enrichies avec 

35% de farine de pois (B) ou 35% de farine de fèverole (C) (Petitot et coll., 2010a), des pâtes 

100% légumineuses à savoir 100% fèverole (D) (Rosa-Sibakov et coll., 2016), 100% lentille 

(E) ou 100% haricots noirs (F) (Laleg et coll., 2016c). Les images de (gauche) représentent la 

région centrale et ceux de la droite représentent la région externe (droite) des pâtes cuites. Les 

protéines sont colorées en vert-turquoise; les granules d'amidon sont colorés en bleu-violet-

noir. 
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La formation du réseau protéique d’une pâte 100% blé dur a lieu pendant les étapes de 

séchage et de cuisson. Elle s'explique en partie par la réticulation des protéines, par formation 

de liaisons covalentes de types disulfures ou dityrosines ou Maillard, ou non covalentes 

(liaisons électrostatiques, hydrophobes et hydrophiles) (Petitot et coll., 2009a).  

Plusieurs études ont montré que l’incorporation des légumineuses (pois cassés ou fèveroles) 

à des pâtes alimentaires séchées à basse température, à des taux allant de 35 à 70%, permet 

d’augmenter de 15 à 20% environ la proportion des protéines faiblement liées (liaisons non 

covalentes) au détriment des liaisons covalentes type disulfures ou autres (isopeptides) (Petitot 

et coll., 2010b ; Laleg et coll., 2016a ; Laleg et coll., 2017). Ces études ont montré que les 

protéines de légumineuses agissent comme un agent diluant du gluten dans les pâtes mixtes blé-

légumineuses. Une étude récente de Laleg et coll. (2017) a montré que la variation de la 

proportion des protéines liées par des liaisons non covalentes ou covalentes de type disulfures 

en fonction du taux d’incorporation des légumineuses au sein des pâtes sèches est une variation 

linéaire. Les équations des droites établies par ces auteurs sont y1 = 0,24 x + 70,39 (R² =1) et 

y2 = -0.25 x +30.69 où y1 et y2 sont respectivement les pourcentages de protéines liées par des 

interactions faibles et les protéines liées par des interactions covalentes type disulfures dans les 

pâtes sèches à 55°C et x, le pourcentage des protéines provenant de la farine de fèverole dans 

les pâtes sèches à 55°C. Les protéines de fèverole (albumines et globulines) sont solubles dans 

le sodium dodecyl sulfate (SDS) et sont environ 45% moins riches en cystéines, susceptibles 

de former des ponts disulfures, par rapport aux protéines de blé, ce qui pourrait expliquer ce 

résultat (Petitot et coll., 2010a ; Laleg et coll., 2016a ; Laleg et coll., 2017). 

Laleg et coll. (2017) ont aussi montré que dans les pâtes 100% légumineuses séchées à basse 

température 55°C, seulement 4,5% des protéines totales sont liées par des interactions 

covalentes type disulfures, contre, 30% dans les pâtes sèches 100% blé dur. Les farines de 

légumineuses contiennent 3% de protéines liées par des ponts disulfures contre 15% dans la 

semoule de blé dur (Laleg et coll., 2017). Par conséquent, au cours du séchage des pâtes à 55°C, 

il n’y a pas eu probablement aucune interaction des protéines de légumineuses entre elles (le 

pourcentage des protéines liées par des ponts disulfures est comparable dans les farines de 

légumineuses et les pâtes 100% légumineuses séchées à 55°C, Laleg et coll., 2017). À une 

température de 55°C, les protéines de légumineuses n’ont pas atteint leur température de 

dénaturation (Mession et coll., 2013) favorisant leur agrégation via des ponts disulfures avec 

d’autres protéines. Puisque les pâtes 100% blé dur séchées à 55°C ne contiennent pas la même 

proportion de protéines liées par des ponts disulfures que la semoule de blé dur, cela suggère 
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que les protéines de blé ont réagi pour former des ponts disulfures dans les pâtes lors du séchage 

à 55°C (Laleg et coll., 2017). Ces auteurs ont suggéré qu’une température de 55°C couplée aux 

conditions de fabrication des pâtes à savoir une faible hydratation (42-47% base sèche) et un 

faible apport d'énergie (lors du malaxage: ~ 8 kJ/kg et l'extrusion: ~ 70 kJ/kg) ne sont 

probablement pas suffisantes pour forcer les protéines blé-légumineuses et légumineuses-

légumineuses à interagir de manière covalente via des ponts disulfures (Laleg et coll., 2017). À 

cette température de 55°C il y a probablement formation de liaisons disulfures seulement par 

des interactions de groupes sulfhydryles libres entre les protéines de blé entre elles.  

En revanche, dans les pâtes 100% légumineuses séchées à très haute température 90°C, 32% 

des protéines totales sont liées par des interactions covalentes type disulfures, contre, 4,5% dans 

les pâtes 100% légumineuses séchées à 55°C. Cela veut dire qu’une température élevée de 

séchage permet une réactivité des protéines de fèverole induisant ainsi la formation des 

interactions blé-légumineuses et/ou légumineuses-légumineuses en plus des interactions blé-

blé qui sont établis dans les pâtes séchées à 55°C (Laleg et coll., 2017). Ces interactions 

potentielles entre les protéines de légumineuses et les protéines de blé mises en évidence lorsque 

les pâtes sont séchées à très haute température (90°C) (Laleg et coll., 2017) peuvent favoriser 

un renforcement de la structure chimique du réseau protéique des pâtes. Ceci peut expliquer 

l’amélioration de la qualité texturale et culinaire de ces pâtes séchées à 90°C par rapport aux 

pâtes séchées à basse température (55°C) (Laleg et coll., 2016a). 

Gels laitiers enrichis en légumineuses 

L’impact de l’ajout des légumineuses aux produits laitiers notamment des gels laitiers sur le 

changement de leur microstructure a été évalué par quelques études (Comfort et Howell, 2002 ; 

Roesch et Corredig, 2005 ; Jose et coll., 2016 ; Ben-Harb et coll., 2018). Selon les images de 

microscopie confocale, le mélange de 50% de protéines de pois ou de soja avec 50% de 

protéines laitières (lait ou lactosérum) induit la formation de plus d’agrégats par rapport à une 

matrice contenant uniquement les protéines de légumineuses ou les protéines laitières. Ces 

dernières matrices présentent une structure plus homogène (Figure 5). Ceci peut être expliqué 

par une interaction potentielle entre les deux sources protéiques après une gélification induite 

par un traitement thermique (90°C, 1 h).  
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Figure 5. Microstructure du gel fabriqué avec 100% protéines de lactosérum (A), du gel mixte 

50% protéines de lactosérum/50% protéines de soja (B) (Roesch et Corredig, 2005) et du gel 

fabriqué avec 100% protéines de pois (C) et du gel mixte 50% protéines de pois/50% protéines 

laitières (D) (Ben-Harb et coll., 2018) utilisant la microscopie confocale à balayage laser 

(MCBL) après une gélification induite par le traitement thermique (90°C, 1 h). 

À l’échelle moléculaire, la chromatographie d'exclusion stérique indique aussi la présence 

de complexes solubles de haut poids moléculaire (> 107 Da) qui augmentent en fonction du taux 

d’incorporation des protéines de soja dans les mélanges (Roesch et Corredig, 2005, 2006). Ces 

résultats mettent en évidence une interaction potentielle entre les protéines de légumineuses et 

les protéines de lactosérum lors du traitement thermique (90°C, 1 h). Sous l’action du traitement 

thermique des mélanges protéiques, les deux protéines ont été dénaturées et ont perdu leurs 

structures quaternaire et tertiaire. Lors de la thermodénaturation, les protéines globulaires du 

lait et des légumineuses se déploient et les groupements aminés hydrophobes et les groupements 

thiols libres (sulfhydryles) enfouis auparavant dans la structure globulaire des protéines sont 

exposés permettant ainsi la formation des interactions non covalentes (majoritairement 

hydrophobes) et covalentes via des ponts disulfures entre les protéines dénaturées. Ces 

interactions permettent la réassociation des protéines laitières entre elles et/ou les sous unités 

dissociées des protéines de légumineuses entre elles et/ou l’association entre les protéines 

laitières et les protéines de légumineuses (Chihi et coll., 2016 ; Mession et coll., 2017a ; Ben-

Harb et coll., 2018). Roesch et Corredig (2005) ont montré via l’analyse de la chromatographie 

d'exclusion stérique et les profils électrophorétiques SDS-PAGE que les agrégats formés au 

cours du chauffage des mélanges mixtes sont principalement formés par des unités 7S et des 
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sous-unités 11S provenant des protéines de légumineuses (soja), et de β-lactoglobuline 

provenant du lactosérum. 

D’autres études ont évalué les interactions moléculaires potentielles entre les protéines de 

légumineuses à savoir le pois et le soja et les protéines de la caséine au cours du chauffage des 

mélanges de protéines mixtes (Beliciu et Moraru, 2013; Mession et coll., 2017a; b). Mession et 

coll. (2017a) ont évalué les types d’agrégations protéiques entre les protéines de pois (les 

globulines : légumines et vicilines) et les protéines de la caséine (micelles de caséine) avec un 

ratio protéique de 1:1 avant et après thermisation des mélanges à (85°C, 1 h). Ils ont montré 

selon les données d’analyse enthalpique différentielle (DSC en anglais) que dans les mélanges 

caséine et légumines, la température de dénaturation de chaque fraction de légumine est plus 

élevée (+ 4°C) que celle des protéines de légumines seules. Les auteurs ont suggéré que les 

micelles de caséine induisent un encombrement stérique par la présence de la "couche 

chevelue" de la κ-caséine à la surface des micelles (Horne et Davidson, 1986) et stabilisent la 

structure de la protéine de pois limitant sa flexibilité et sa mobilité moléculaire empêchant ainsi 

son dépliement. Beliciu et Moraru (2011) ont également mis en évidence la stabilité thermique 

des protéines de soja à savoir la glycinine en présence de la caséine. Mession et coll. (2017a) 

ont aussi montré que le type d’interactions entre les protéines (covalentes ou non covalentes) 

dépend de la fraction protéique des globulines de pois. En mélange avec la caséine, les 

polypeptides de la viciline, connus comme étant dépourvus en acides aminés soufrés 

(Derbyshire et coll., 1976), s’agrègent via des liaisons non covalentes et forment des agrégats 

majoritairement solubles après leurs dénaturations lors de la thermisation. Le chauffage (85°C, 

1 h) du mélange caséine et légumines de pois induit la formation d’agrégats solubles de 

légumines liés par des liaisons covalentes de type disulfures. Ces agrégats se dissocient ensuite 

en agrégats solubles et sédimentables liés par des interactions hydrophobes et constitués 

principalement des polypeptides de légumines respectivement acides et basiques. 

L’étude de Beliciu et Moraru (2013) a analysé les profils électrophorétiques des gels mixtes 

contenant des protéines de la caséine et des protéines de soja. Les auteurs n’ont pas observé de 

nouvelles bandes indiquant la formation d’un complexe entre les deux sources de protéines par 

rapport aux profils des protéines seules. Ces auteurs et d’autres (Mession et coll., 2017a) ont 

suggéré que les globulines de légumineuses (la glycinine de soja et la légumine de pois) 

dénaturées sont plus susceptibles de s'auto-agréger via les réactions d'échange SH/SS induites 

par la chaleur plutôt que de produire des co-agrégats impliquant des protéines des caséines 

(Beliciu et Moraru, 2013; Mession et coll., 2017a). Mession et coll. (2017a) ont suggéré que 
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cela peut être dû à la propension des groupes sulfhydryles exposés à réagir rapidement avec des 

liaisons disulfures spatialement proches des sous-unités de légumineuses. Ces auteurs ont 

constaté qu’une interaction préférentielle entre les molécules de légumineuses est plus 

susceptible de se produire en vertu de la faible accessibilité des liaisons disulfures situées dans 

le fragment hydrophobe enfoui de la κ-caséine (Cayot et Lorient, 1998). 

Toutes ces études ont montré qu’en mélangeant les protéines de légumineuses et les 

protéines laitières, il peut y avoir une interaction entre ces deux types de protéines notamment 

entre les protéines de légumineuses et les protéines de lactosérum (β-lactoglobuline). Ce type 

d’interactions est susceptible de se produire lorsque la concentration des protéines de 

lactosérum dans le mélange est supérieure ou égale à 50%. Il faut signaler que ces interactions 

moléculaires entre les protéines laitières et les protéines de légumineuses ont été établies dans 

des mélanges subissant des traitements thermiques (Température ≥ 85°C ; 1 h) permettant la 

dénaturation et l’agrégation des protéines. Comme il a été démontré pour les aliments céréaliers, 

en plus de la formulation (le type et le niveau de l’ajout des légumineuses), les conditions de 

fabrication des gels laitiers modulent le changement de la structure de la fraction protéique et 

le type d’interaction entre les protéines. 

2.5. Effet de l’enrichissement en légumineuses sur la digestibilité des protéines  

Certaines études ont évalué la digestibilité protéique in vitro des pâtes mixtes céréales-

légumineuses enrichies avec 5 à 30% de lupin (Rayas-Duarte et coll., 1996), 10 à 70% de la 

farine de fèverole (Laleg et coll., 2016a, 2017 ; Rizzello et coll., 2017) et 20% de la farine de 

pois d'Angole (Rafiq et coll., 2017). Comme pour les pâtes classiques à base de blé dur, la 

digestibilité des protéines de ces pâtes mixtes est plus marquée en phase intestinale, à savoir le 

degré de protéolyse augmente de 7 fois en phase intestinale en présence de la pancréatine par 

rapport à la digestion gastrique (Laleg et coll., 2016a). Cependant, il est difficile de comparer 

les degrés de protéolyse entre les études de la littérature, les valeurs de digestibilité des pâtes 

enrichies en légumineuses étant très variables d’une étude à l’autre. Ceci peut être expliqué par 

des différences dans les méthodes de mesure du degré d’hydrolyse, de temps de digestion et de 

concentrations enzymes/substrat utilisées. Rizzello et coll. (2017) ont trouvé un niveau de 

protéolyse plus élevé de 34% pour les pâtes enrichies avec 30% de fèverole que celui obtenu 

pour des pâtes enrichies à 70% de fèverole dans l’étude de Laleg (Laleg et coll., 2017). 

Cependant, Laleg et coll. (2017) ont montré que la digestibilité des protéines des pâtes 

augmente significativement de 4% en augmentant le taux d’incorporation des légumineuses de 
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35 à 70% grâce, au moins en partie, à un affaiblissement de la structure chimique du réseau 

protéique. La différence observée entre les études de Laleg et coll. (2017) et Rizzello et coll. 

(2017) peut être en partie liée au temps de digestion plus élevé utilisé dans l’étude de Rizzello 

et coll. (2017), à savoir 3 heures pour la phase gastrique contre 30 minutes dans l’étude de Laleg 

et coll. (2017) et 24 heures pour la phase intestinale contre 3 heures dans l’étude de Laleg et 

coll. (2017). Coda et coll. (2017) ont également montré une augmentation significative de 16% 

de la digestibilité des protéines in vitro des pâtes enrichies avec 30% de farine de fèverole 

fermentée par rapport aux pâtes classiques 100% blé dur. 

3. Conclusion 

L’association blé-légumineuses ou lait-légumineuses permet une amélioration de la qualité 

nutritionnelle des aliments enrichis notamment un enrichissement en protéines, en fibres, en 

vitamines et en minéraux quel que soit le type de légumineuses, le niveau d’enrichissement ou 

le produit enrichi. L’enrichissement des pâtes en légumineuses permet aussi une amélioration 

de la digestibilité des protéines in vitro. Cette augmentation de la digestibilité pourrait être en 

partie liée à un affaiblissement de la structure chimique du réseau protéique dû à une dilution 

du réseau du gluten par rapport aux pâtes traditionnelles à base de blé. Cet affaiblissement de 

la structure s’est traduit par une altération des propriétés texturales et rhéologiques des pâtes 

mixtes blé-légumineuses surtout à des niveaux élevés d’enrichissement (> 30%). Il est 

important de signaler que l’augmentation de la température de séchage des pâtes enrichies en 

légumineuses améliore la qualité texturale et culinaire des pâtes cuites (Laleg et coll., 2016a ; 

Laleg et coll., 2017). Ceci est probablement dû à une forte agrégation des protéines de gluten 

impliquant des liaisons covalentes (De Zorzi et coll., 2007 ; Petitot et coll., 2009b). Cette 

amélioration de la qualité texturale des pâtes cuites séchées préalablement à très hautes 

températures et enrichies en légumineuses peut être aussi expliquée en partie à une amélioration 

des forces d’interactions entre les protéines de légumineuses et les protéines de blé. Ce type 

d’interaction n’est pas mis en évidence lorsque les pâtes sont séchées à basse température (Laleg 

et coll., 2017). En ce qui concerne les produits laitiers, les propriétés texturales sont améliorées 

en présence de légumineuses pour les produits laitiers mixtes dues à l’interaction moléculaire 

qui s’établie entre les protéines de légumineuses et les protéines laitières permettant de 

renforcer la structure de ces produits enrichis. Ces produits enrichis en légumineuses présentent 

un réel intérêt pour l’alimentation humaine, en particulier celle des séniors, puisque le 

vieillissement nécessite une amélioration de l'apport en micro-constituants et en fibres et d’une 

optimisation de la qualité des apports protéiques. 
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Partie 2. Rôle de l’alimentation protéique dans la prévention de la sarcopénie 

1. Assimilation et utilisation métabolique des protéines alimentaires 

Après ingestion orale, la digestion des protéines est initiée par la pepsine dans l'estomac en 

présence d’acide chlorhydrique. Suite à la vidange gastrique, les produits de digestion sont 

soumis à l'action des enzymes pancréatiques et intestinales. Les produits finaux comprennent 

des fragments de peptides et des acides aminés libres qui sont absorbés par la muqueuse 

intestinale. À ce niveau, les peptidases membranaires de la bordure en brosse de l’entérocyte et 

les systèmes de transport sont responsables du transfert des acides aminés dans le sang (Tomé 

et Debabbi, 1998). Des études récentes ont évalué la distribution des protéines alimentaires au 

niveau du corps entier suite à leur ingestion par des sujets jeunes (Groen et coll., 2015 ; Stokes 

et coll., 2018). Ainsi, suite à l’ingestion de 20 g de caséine, environ 50% de la protéine ingérée 

sont extraits par les tissus splanchniques (intestin + foie) (Figure 6; Groen et coll., 2015 ; Stokes 

et coll., 2018). L’aire splanchnique représente 14% des protéines corporelles mais contribuent 

à hauteur de 43% au renouvellement protéique du fait de leur vitesse de renouvellement rapide 

dans ce tissu (McNurlan et Garlick, 1980). En outre, environ 10% des acides aminés dérivés 

des protéines alimentaires sont utilisés pour la synthèse des protéines des muscles squelettiques 

chez un sujet jeune sain (Groen et coll., 2015 ; Stokes et coll., 2018). Les acides aminés 

alimentaires restants, environ 40%, sont utilisés pour la synthèse protéique dans les autres tissus 

ou sont catabolisés de façon irréversible et servent de substrats pour la production d'énergie et 

pour la synthèse d'urée (Stokes et coll., 2018). 

 

Figure 6. Distribution des protéines ingérées au niveau du corps entier (Groen et coll., 2015 ; 

Stokes et coll., 2018). 
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2. Évaluation de la qualité des protéines alimentaires 

L’évaluation de la qualité alimentaire des protéines est basée sur l’aptitude de la protéine à 

être digérée, absorbée et retenue par le corps (Moore et Soeters, 2015). La valeur nutritionnelle 

des protéines alimentaires est liée donc à la biodisponibilité des acides aminés ingérés et dépend 

de l'efficacité de leur utilisation métabolique pour répondre aux besoins en acides aminés 

nécessaires à la croissance et au renouvellement des protéines corporelles (Mariotti et coll., 

1999). Ainsi, la digestibilité des protéines, la composition en acides aminés et leur disponibilité 

sont les facteurs déterminants pour l’évaluation de la qualité des protéines alimentaires (Lorieau 

et coll., 2018). Une consultation mixte FAO/WHO d'experts sur l'évaluation de la qualité des 

protéines a proposé en 1989 des paramètres mesurables basés sur la détermination du bilan 

d’azote pour évaluer la qualité des protéines alimentaires à savoir la digestibilité protéique, 

l’utilisation protéique nette, la valeur biologique, l’indice chimique et l’indice corrigé de la 

digestibilité (FAO/WHO, 1991). 

2.1. Moyens d’évaluation de la qualité des protéines alimentaires 

 Bilan d’azote 

Le bilan d’azote est calculé en fonction des apports et des pertes azotées. Lorsque le bilan 

d’azote atteint l’équilibre, les apports azotés sont égaux aux pertes induisant un bilan d’azote 

nul (WHO/FAO/UNU, 2007). Les pertes d'azote résultent principalement de pertes urinaires 

sous forme d'urée, d'ammoniac et de créatinine, mais également sous forme de pertes fécales et 

de pertes diverses (sueur, sébum, desquamations, ongles, poils et salive) (Tomé et Bos, 2000). 

Les pertes azotées endogènes sont mesurées chez des individus recevant un régime sans 

protéines pendant une période relativement courte, environ une semaine. Chez ces individus, 

les pertes azotées ont été estimées à 36 mg/kg/jour dans l'urine, à 12 mg/kg/jour dans les fèces 

et à 8 mg/kg/jour pour les pertes diverses (Tomé et Bos, 2000). Du fait de leur invariabilité 

relative, les pertes diverses ne sont généralement pas prises en compte dans le calcul du bilan 

d’azote. Ainsi, le bilan d’azote (BA) est le résultat de la soustraction de l’apport azoté et les 

pertes azotées par voies fécales et urinaires. 

BA = Azote ingéré – (Azote fécal + Azote urinaire) 

 Digestibilité protéique 

La digestibilité d’une protéine alimentaire représente son aptitude à être hydrolysée en ses 

acides aminés constitutifs et absorbée au niveau intestinal. Le processus de digestion comprend 

des étapes mécaniques, chimiques et enzymatiques nécessaires pour libérer les acides aminés 
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et faciliter leur absorption (Rinaldi et coll., 2015). La fraction non digérée de la protéine 

alimentaire est excrétée dans les fèces. Lors du processus de digestion il peut y avoir des 

sécrétions d’azote non alimentaire appelé « azote endogène non spécifique à l’aliment ». Il a 

été estimé que 70 à 80% des sécrétions d’azotes endogènes sont digérées et réabsorbées 

(Nyachoti et coll., 1997). Dans les pertes azotées fécales, il y a aussi les pertes azotées 

endogènes spécifiques à l’aliment (Montagne et Lallès, 2000). En effet, chaque aliment 

provoque des pertes endogènes différentes en fonction de sa composition et de sa structure 

chimique. En résumé, les pertes azotées fécales comprennent la fraction azotée alimentaire non 

digérée, l’azote endogène spécifique à l’aliment et l’azote endogène non spécifique à l’aliment.  

Différents coefficients de digestibilité protéique peuvent être calculés : 

- Un coefficient de digestibilité apparente (DA) ne tenant pas compte de la réabsorption 

de l’azote fécal endogène non spécifique à l’aliment.  

Digestibilité apparente (%) =
Azote ingéré − Azote fécal 

Azote ingéré
× 100 

- Un coefficient de digestibilité vraie (DV) représente la digestibilité spécifique de la 

protéine alimentaire et prend en considération la réabsorption de l’azote fécal endogène 

(déduit d’un groupe d’individus recevant un régime alimentaire sans protéines). De 

toute évidence, l'azote excrété par ces individus provient de leur production endogène, 

car ils n’en ont pas consommé. Il faut signaler que dans l’azote fécal déduit du groupe 

recevant le régime sans protéines, il y a aussi l’azote issu de l’activité métabolique de 

la flore colique (Montagne et Lallès, 2000). Pour cette raison, la digestibilité iléale vraie 

reflète mieux l’absorption des acides aminés alimentaires puisqu’elle ne tient pas 

compte de cet azote d’origine bactérienne. Les pertes azotées fécales ne comportent que 

la fraction azotée alimentaire non digérée et l’azote endogène spécifique à l’aliment. 

Digestibilité vraie (%) =
Azote ingéré−(Azote fécal−Azote fécal endogène)

Azote ingéré
 × 100 

 Utilisation protéique nette  

L’utilisation protéique nette représente le pourcentage d’azote retenu dans le corps par 

rapport à l’azote ingéré en tenant compte des pertes azotées intestinales (fécales) et 

métaboliques (urinaires) endogènes non spécifiques à l’aliment. 
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L’utilisation protéique nette est calculée selon l’équation suivante : 

Utilisation protéique nette (%) = 

Azote ingéré −(Azote fécal+Azote urinaire−Azote fécal endogène−Azote urinaire endogène)

Azote ingéré
× 100 

 Valeur biologique  

La valeur biologique représente le pourcentage d’azote retenu dans le corps par rapport à 

l’azote absorbé. Un aliment qui a une valeur biologique élevée de l’ordre de 100, a aussi une 

composition en acides aminés indispensables qui répond aux besoins de l’organisme. Les 

sources animales possèdent généralement une valeur biologique plus élevée que les sources 

végétales en raison de leur déficience en un ou plusieurs acides aminés indispensables 

(tryptophane, lysine et/ou acides aminés soufrés) (Hoffman et Falvo, 2004 ; Boye et coll., 

2010). 

La valeur biologique est calculée selon cette équation: 

Biological value (%) = 
Utlisation protéique nette 

Digestibilité vraie
× 100 

 Indice chimique 

L’indice chimique ou le score chimique est spécifique à chaque acide aminé constituant la 

protéine alimentaire, notamment les acides aminés indispensables. La teneur de chaque acide 

aminé indispensable dans le produit est exprimée en pourcentage de cet acide aminé par rapport 

à une protéine de référence (comme la protéine d'œuf) ou par rapport aux profils idéaux d’acides 

aminés qui correspondent aux besoins de l’organisme. La FAO/WHO/UNU a proposé en 1985 

un profil en acides aminés « de référence » adapté pour les enfants d'âge préscolaire de 2 à 5 

ans et qui est utilisé pour évaluer la qualité des protéines alimentaires pour tous les groupes 

d'âge, sauf les nourrissons (FAO/WHO/UNU, 1985). En 2007, la FAO et l’ANSES ont proposé 

des profils comparables en acides aminés « de référence » adaptés pour l’Homme adulte 

(ANSES, 2007 ; WHO/FAO/UNU, 2007) (Tableau 5). 

En ce qui concerne l’animal, l’académie américaine des sciences (National Research Council, 

NRC, 1995) a établi un profil en acides aminés qui correspond aux besoins du rat jeune en 

croissance, du rat adulte en condition de maintien et de la ratte en période de reproduction et 

lactation (Tableau 6). Les estimations de ces profils sont basées sur une protéine hautement 

digestible de composition équilibrée en acides aminés (lactalbumine). 
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L’acide aminé indispensable ayant l’indice chimique le plus faible est considéré comme le 

premier acide aminé limitant de la protéine alimentaire c’est-à-dire le premier acide aminé qui 

ne couvre pas les besoins de l’organisme et qui peut limiter l’utilisation des autres acides aminés 

pour la synthèse protéique. 

Le score chimique est calculé selon cette équation :  

Score chimique (%) = 

Teneur de l’acide aminé indispensable dans la protéine alimentaire (mg / g) 

Teneur du même acide aminé dans la protéine de référence (mg / g)
× 100 

 

Tableau 5. Profils en acides aminés proposés par la FAO et l’ANSES comme profils de 

référence pour l’Homme 

 FAO/WHO/UNU 

1985 

WHO/FAO/UNU 

2007 

Consultation d’expert, 2011 

FAO, 2013a 

 ANSES 

2007 

 

mg/g de protéines 
 

 Enfant préscolaire 

(2-5 ans) 

Adultes Enfant 

0-6 

mois 

Enfant 

6 mois- 

3 ans 

Enfant plus 

âgés, 

adolescents, 

adultes 

 Adultes 

Histidine 19 15 21 20 16  17 

Isoleucine 28 30 55 32 30  27 

Leucine 66 59 96 66 61  59 

Lysine 58 45 69 57 48  45 

Méthionine + 

Cystéine 

25 22 33 27 23  23 

Phénylalanine 

+ Tyrosine 

63 38 94 52 41  41 

Thréonine 34 23 44 31 25  25 

Tryptophane 11 6 17 8,5 6,6  6 

Valine 35 39 55 43 40  25 
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Tableau 6. Profils de composition en acides aminés des régimes couvrant le besoin du rat 

(NRC, 1995) 

 Maintien Croissance Reproduction 

(Femelle) 

Acides aminés AAa g/kg de 

régime 

mg/g de 

protéines 

g/kg de 

régime 

mg/g de 

protéines 

g/kg de 

régime 

mg/g de 

protéines 

Arginine ND ND 4,3 29 4,3 29 

Histidine 0,8 16 2,8 19 2,8 19 

Isoleucine 3,1 62 6,2 41 6,2 41 

Leucine 1,8 36 10,7 71 10,7 71 

Lysine 1,1 22 9,2 61 9,2 61 

Méthionine + cystine b 2,3 46 9,8 65 9,8 65 

Phénylalanine + Tyrosine c 1,9 38 10,2 68 10,2 68 

Thréonine 1,8 36 6,2 41 6,2 41 

Tryptophane 0,5 10 2,0 13 2,0 13 

Valine 2,3 46 7,4 49 7,4 49 

ND non déterminé 

a L'asparagine, l'acide glutamique et la proline peuvent être nécessaires pour la croissance des 

rats 

b La cystine peut fournir jusqu'à 50% des besoins en acides aminés soufrés  

c La tyrosine peut fournir jusqu'à 50% des besoins en acides aromatiques. 

 

 Indice corrigé de la digestibilité : Protein Digestibility Corrected Amino Acid 

Score (PDCAAS) 

Un autre indice permettant d’évaluer la capacité de la protéine alimentaire à satisfaire les 

besoins en acides aminés de l’organisme, est l’indice chimique corrigé de la digestibilité 

(PDCAAS). Ce paramètre proposé par la consultation mixte FAO/WHO d'experts en 1989 

(FAO/WHO, 1991) tient compte de la composition en acides aminés indispensables de la 

protéine alimentaire et de sa digestibilité. Le PDCAAS est le produit du score chimique de 

l’acide aminé limitant et de la digestibilité vraie de la protéine alimentaire et est calculé selon 

l’équation suivante : 
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PDCAAS = 
Score cimqiue × Digestibilité vraie

100
 

Lorsque le PDCAAS est inférieur à 100% pour une protéine alimentaire, cela signifie que 

cette protéine alimentaire ne peut pas entièrement satisfaire les besoins en acides aminés 

indispensables de l’organisme. 

 La prise en compte du contenu des protéines en acides aminés digestibles : 

Digestible Indispensable Amino Acid Score (DIAAS) 

En plus du PDCAAS, la consultation d’experts de la FAO sur l’évaluation de la qualité des 

protéines alimentaires en nutrition humaine suggère que les protéines devraient être décrites sur 

la base de leur contenu en acides aminés digestibles. Chaque acide aminé doit être considéré 

comme un nutriment individuel puisque la digestibilité peut différer selon les acides aminés 

(FAO, 2013a). Ainsi, en mars 2013, la FAO a proposé un indice de qualité protéique (DIAAS) 

qui tient compte de la teneur en acide aminé digestible par rapport à une protéine de référence. 

Cet indice reflète non seulement la composition en acides aminés des protéines, mais aussi leur 

digestibilité dans l'intestin grêle et il est calculé selon cette équation : 

DIAAS (%) = 
Teneur de l’acide aminé indispensable digestible (mg / g) 

Teneur du même acide aminé dans la protéine de référence (mg / g)
× 100 

Pour calculer le DIAAS, le ratio doit être calculé pour chaque acide aminé indispensable 

de l’aliment. Ainsi, le DIAAS de l’aliment correspond au DIAAS le plus bas de l’acide aminé 

indispensable considéré comme le premier acide aminé limitant de la protéine alimentaire. La 

FAO suggère d’utiliser la digestibilité iléale vraie pour chaque acide aminé afin de calculer le 

DIAAS, plutôt que la digestibilité fécale vraie. La digestibilité déterminée au niveau de l'iléon 

terminal à l'extrémité de l'intestin grêle reflète mieux l’absorption des acides aminés 

alimentaires puisqu’elle ne tient pas compte de l’azote issu du microbiote. 

Trois profils en acides aminés « de référence » sont proposés par la FAO (FAO, 2013a) pour 

calculer le DIAAS des aliments (Tableau 5). 

- un profil pour les enfants âgés de 0 à 6 mois, calculé à partir de la composition du lait maternel,  

- un profil adapté pour les enfants âgés de 6 mois à 3 ans, 

- et un troisième profil adapté pour les enfants âgés de plus de 3 ans et pour les adultes.  
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2.2. Qualité des protéines alimentaires de sources végétales et de sources animales  

La qualité des protéines de certains produits alimentaires a été évaluée dans la littérature 

(Tableau 7). Les paramètres de l’évaluation de la qualité protéique à savoir la digestibilité, 

l’utilisation protéique nette et la valeur biologique des sources des protéines animales provenant 

de la viande, le lait et ses constituants et les œufs sont plus élevés que ceux des protéines de 

sources végétales notamment les céréales et les légumineuses à l’état non transformé. Mise à 

part le soja, toutes les sources protéiques végétales sont caractérisées par un PDCAAS inférieur 

à 100% et, par conséquent, inférieur à celui des protéines animales. Elles sont en effet moins 

digestibles que les protéines animales (FAO, 2013a) et sont déficitaires en certains acides 

aminés indispensables par rapport aux besoins de l’organisme (Boye et coll., 2010) (Tableau 

8). Parmi les protéines végétales, le gluten de blé a la plus faible valeur de PDCAAS, 

correspondant à 25%. Les protéines végétales sont aussi caractérisées par un DIAAS inférieur 

à celui des protéines animales et inférieur à 100%. Ces deux paramètres donnent une indication 

sur le premier acide aminé limitant de la protéine. Ainsi, les acides aminés soufrés sont les 

premiers acides aminés limitants dans les légumineuses comme le soja, le pois, la fèverole et la 

lentille. Dans les céréales comme le blé et le maïs, la lysine est le premier acide aminé limitant 

(Tableau 8).
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Tableau 7. Évaluation de la qualité protéique en fonction des sources protéiques 

Type de protéines Digestibilité 

protéique 

(%) 

Valeur 

biologique 

(%) 

Utilisation 

protéique 

nette (%) 

PDCAAS DIAAS 

Origine animale 

Viande rouge1  80 73 92  

Caséine1,3,8 99 77 76-82 100  

Lactosérum1  104 92 100  

Lait1,4,8 96 91 82 100 114 

Œufs1,4,8 98 100 94 100 113 

Origine végétale 

Haricot noir1,8 ̴ 70    75  

Haricot noir cuit10,11 83   65 59 

Farine de soja7,11 80   93 89 (AAS) 

Protéines de soja1,8 98 74 61 100  

Isolat protéique de soja10 99   100 90 

Lentille verte3,4 84   63 65 

Pois cassés jaunes4,8 ̴ 88   64 73 

Pois cuits10 89   60 58 

Concentré protéique du pois10 99   89 82 

Pois chiche3,4 89   74 83 

Cacahuètes1    52  

Cacahuètes grillées10 98   51 43 

Beurre de cacahuètes3,4 98   45 46 

Céréales complètes2    45  

Blé3,7,8 91 56-68 53-65 51 45 (Lys) 

Gluten de blé1  64 67 25  

Pain blanc4,8 93   28 29 

Riz blanc4,8 93   56 57 

Riz cuit10 87   62 60 

Pâte 100% maïs5 91     

Pâte 100% blé6 85     

Mélange de protéines 

Macaroni au fromage3,4    89 90 

Ragoût de bœuf3,4    35 45 

Pâtes (70% maïs+30% fève) 5 81 69 56 50  

Pâtes (80% maïs +20% quinoa) 5 78 75 59 51  

Pâtes (20% blé+30% pois cajan)6 90     

Tortillas de maïs9 73 56 41 36  

Tortillas de maïs enrichi en soja9 79 75 57 50  

Pain de blé9 83 45 37 33  

Pain de blé enrichi en soja9 85 52 44 47  

Tortillas de blé9 81 58 47 33  

Tortillas de blé enrichi en soja9 83 62 51 46  
1Hoffman et Falvo, 2004; 2van Vliet et coll., 2015; 3Sarwar et coll., 1989, 4Marinangeli et 

House, 2017; 5Giménez et coll., 2016; 6Torres et coll., 2006; 7Mathai et coll., 2017; 8ANSES, 

2007; 9Acevedo-Pacheco et Serna-Saldívar, 2016; 10Rutherfurd et coll., 2015; 11Sarwar, 1997 

PDCAAS : protein digestibility corrected amino acid score ; DIAAS : digestible indispensable 

amino acide score ; Lys : lysine ; AAS : acides aminés soufrés 
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2.3. Effet de la formulation et du procédé de transformation des aliments sur leur 

qualité alimentaire  

Le procédé de transformation des produits végétaux comme le traitement thermique ou 

l’extraction des protéines influence la digestibilité protéique. Les produits végétaux traités 

thermiquement, les concentrés et les isolats protéiques végétaux présentent une digestibilité 

protéique plus élevée de 4 à 17% par rapport à celle des produits végétaux non transformés et 

comparable à celle des protéines animales (Tableau 7). Par exemple, le concentré protéique de 

pois a une digestibilité 10% plus élevée que celle des graines de pois non traitées et équivalente 

à celle de la caséine. La cuisson des haricots noirs et du soja permet d’augmenter la digestibilité 

protéique d’environ 11% par rapport aux graines non traités thermiquement. Ceci est peut être 

due à l’effet de l’élimination partielle ou l’inactivation des facteurs antinutritionnels des sources 

végétales par les procédés de transformation à savoir le traitement thermique et l’extraction des 

protéines végétales en vue de l’obtention des isolats ou de concentrés protéiques (Tavano et 

Neves, 2008 ; Aryee et Boye, 2016). Fernandez-Quintela et coll. (1998) ont montré que les 

isolats protéiques préparés à partir de graines de légumineuses sont caractérisés par une 

digestibilité plus élevée que les graines de légumineuses. Cette extraction a conduit à de 

meilleurs coefficients d’efficacité protéique reflétant une meilleure contribution des isolats 

protéiques de légumineuses dans la croissance des rats jeunes par rapport aux graines brutes 

(Fernandez-Quintela et coll., 1998).  

Le procédé de fractionnement des protéines peut aussi influencer leurs digestibilités. La 

digestibilité des protéines globulaires extraites des graines de pois est 2 fois plus élevée que 

celle de la fraction protéique de l'albumine (Rubio et coll., 2014). En outre, la précipitation 

isoélectrique utilisée pour l’obtention globulines de légumineuses induit une élimination des 

composés antinutritionnels tels que les oligosaccharides hydrosolubles (facteurs de flatulence), 

les glucosides (vicine et convicine) et les facteurs anitrypsiques (Gueguen, 1983). 

Mise la part le procédé de transformation des produits de sources végétales, la modification 

de leur formulation peut aussi moduler la digestibilité protéique de ces aliments. Par exemple, 

l’introduction de farine de légumineuses dans des pâtes alimentaires, le pain ou les tortillas a 

induit une augmentation de 2 à 8% de la digestibilité protéique par rapport aux aliments non 

enrichis en légumineuses. De fait, l’utilisation protéique nette est plus élevée d’environ 25% 

chez des rats consommant des tortillas de maïs et de blé enrichies avec 6% de farine de soja par 

rapport aux produits céréaliers iso-protéiques non enrichis en soja (Acevedo-Pacheco et Serna-

Saldívar, 2016). Ce résultat peut être en partie expliqué par une meilleure composition en acides 
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aminés indispensables au sein des produits enrichis en légumineuses, notamment la teneur en 

lysine. Celle-ci est en effet plus élevée de 31 à 38% dans ces produits par rapports à leurs 

homologues non enrichis. Le PDCAAS des aliments enrichis en légumineuses est aussi 38 à 

49% plus élevé que celui des aliments non enrichis (Tableau 7). Ces exemples illustrent l’intérêt 

de l’association, dans un même aliment, des céréales et des légumineuses qui ont des profils 

complémentaires en acides aminés indispensables (Duranti, 2006). Ainsi, l’enrichissement en 

légumineuses permet d’améliorer la qualité nutritionnelle des produits céréaliers notamment 

leur digestibilité et leur composition en acides aminés indispensables. 

Tableau 8. Les scores en acides aminés indispensables des protéines d'origine végétale et 

animale (adapté de Laleg et coll., 2016c et Gorissen et Witard, 2018) 

 Produits d’origine végétale Produits d’origine animale 
 

Blé Maïs Pois Fèverole Lentille Lactosérum Caséine Lait Bœuf 

 Scores en acides aminés indispensables (%)a 

Histidine 140 187 167 231 176 127 180 180 240 

Isoleucine 137 127 153 112 154 213 167 170 167 

Leucine 115 219 125 121 132 168 151 161 144 

Lysine 31 62 182 158 160 204 169 153 207 

Méthionine+Cystéine 120 127 73 79 91 130 125 134 157 

Phénylalanine+Tyrosine 290 300 267 247 263 227 343 313 280 

Thréonine 109 161 191 156 165 291 187 174 209 

Valine 108 128 131 95 135 162 162 159 133 
a Les scores sont calculés par rapport aux recommandations définis pour un sujet adulte sain 

(FAO/WHO/UNU, 2007) 

3. Prévention de la sarcopénie par l’apport protéique  

3.1. Sarcopénie, causes et conséquences 

Le vieillissement est accompagné d’une modification de la composition corporelle, 

notamment une augmentation de la masse grasse et une diminution de la masse maigre en 

particulier la masse musculaire squelettique (Figure 7). Le pourcentage de la masse musculaire 

squelettique par rapport au poids corporel mesuré chez l’Homme âgé entre 20 et 30 ans diminue 

d’environ 2 fois par rapport celui mesuré chez l’Homme âgé entre 70 et 80 ans. À poids corporel 

constant il y a aussi une augmentation de la masse grasse au cours du vieillissement. Le 

syndrome de la perte de la masse musculaire et de la fonction musculaire est appelé sarcopénie. 

Le groupe de travail européen sur la sarcopénie des populations âgées (EWGSOP) l’a défini 
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comme suit : « La sarcopénie est un syndrome caractérisé par une perte progressive et 

généralisée de la masse et de la force du muscle squelettique avec un risque d'effets indésirables 

tels qu'un handicap physique, des anomalies métaboliques et une mauvaise qualité de vie (Cruz-

Jentoft et coll., 2010) ».  

 

Figure 7. Changement de la composition corporelle en fonction de l’âge chez des hommes 

adultes en bonne santé : adaptée de (Dawson et coll., 2008) 

Pour diagnostiquer la sarcopénie, Baumgartner et coll. (1998) ont proposé un indice de 

masse musculaire squelettique noté IMM. Cet indice est obtenu en divisant la masse musculaire 

squelettique appendiculaire, évaluée par l’absorption bi-photonique à rayons X (DEXA), par la 

taille des sujets élevée au carré (masse musculaire squelettique appendiculaire / taille², exprimé 

en kg/m²). D’après cette définition, les personnes âgées sont considérées sarcopéniques si 

l’IMM est inférieur à 2 écarts-types de la moyenne d'un groupe jeune de référence. Une autre 

méthode de calcul se basant sur un indice du muscle squelettique (IMS) a été proposée par 

Janssen et coll. ( 2002). Selon cette étude, lorsque le pourcentage de la masse musculaire par 

rapport au poids corporel total (%IMS) est supérieur à un écart-type comparativement à la 

population de référence (âgées de 18-39 ans), les sujets âgés ne sont pas sarcopéniques. Les 

personnes âgées sont considérées sarcopéniques de classe I, lorsque cet indice est compris entre 

1 et 2 écarts-types en comparaison aux données de la population de référence. Si cet indice est 

inférieur à 2 écarts-types, les personnes âgées sont considérées comme sarcopéniques de classe 

II. Cependant, ces définitions prennent en compte seulement la masse musculaire et non pas la 

force musculaire pour diagnostiquer la sarcopénie. 

Le groupe de travail européen sur la sarcopénie des populations âgées a proposé une 

définition qui prend en compte la masse musculaire, la fonction musculaire et la performance 
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physique permettant de distinguer 3 stades selon le degré de sévérité (Cruz-Jentoft et coll., 

2010).  

- La « présarcopénie » est caractérisée par une faible masse musculaire sans aucun effet sur la 

fonction musculaire, en particulier la force, et la performance physique, en particulier la vitesse 

de la marche. 

- La « sarcopénie » est caractérisée par une faible masse musculaire associée à une faible 

fonction musculaire, en particulier la force, ou une faible performance physique, en particulier 

la vitesse de la marche.  

- La «sarcopénie sévère» est caractérisée par une faible masse musculaire associée à une faible 

fonction musculaire, en particulier la force, et une faible performance physique, en particulier 

la vitesse de la marche (Cruz-Jentoft et coll., 2010). 

Récemment, le groupe de travail européen a mis à jour la définition de la sarcopénie (Cruz-

Jentoft et coll., 2018) : 

- La sarcopénie est probable quand la force musculaire est faible  

- La sarcopénie est confirmée quand la force et la quantité ou la qualité musculaire sont 

faibles 

- Enfin, quand la force, la quantité ou la qualité musculaire et la performance physique 

sont faibles, la sarcopénie est confirmée et sévère.  

La sarcopénie peut induire un syndrome de fragilité, une augmentation du risque de chute 

et une perte de l’autonomie (von Haehling et coll., 2010 ; Cruz-Jentoft et coll., 2010 ; Visser et 

Schaap, 2011). Plusieurs facteurs peuvent être à l’origine du développement de la sarcopénie 

chez les sujets âgés (Figure 8). Ces facteurs peuvent être classés en facteurs extrinsèques et 

intrinsèques à l’organisme. 
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Figure 8. Schéma récapitulatif de principales causes et conséquences de la sarcopénie  

(↘= diminution ; ↗ = augmentation) (Boirie et coll., 1997b ; Cruz-Jentoft et coll., 2010 ; Narici 

et Maffulli, 2010 ; Walrand et coll., 2011 ; Walrand, 2016) 

Comme des facteurs extrinsèques à l’organisme, la déficience en vitamine D (Kim et coll., 

2011 ; Walrand, 2016) et l’apport insuffisant en protéines résultant de l’anorexie ; de la perte 

d'appétit et/ou des troubles gastro-intestinaux (Bauer et coll., 2013) peuvent contribuer à la 

fonte musculaire. De plus, le changement comportemental des personnes âgées, comme par 

exemple la sédentarité et le manque de l’activité physique peuvent aussi contribuer à la perte 

de la masse et de la fonction musculaire (Gianoudis et coll., 2015).  

D’autres facteurs intrinsèques à l’organisme peuvent favoriser le développement de la 

sarcopénie chez les personnes âgées. Par exemple, la dénervation musculaire peut contribuer à 

la perte de la force et de la puissance musculaires (Narici et Maffulli, 2010). En outre, le muscle 

squelettique subit un cycle continu de dénervation et de ré-innervation, mais à un âge avancé, 

il semble que le processus de ré-innervation ne compense plus celui de la dénervation, 

contribuant à une perte d'unités motrices (Narici et Maffulli, 2010). Cette perte des unités 

motrices entraîne une conversion nette du muscle à contraction rapide de type II en fibres 

musculaires de type I (Lang et coll., 2010 ; Marty et coll., 2017). Les déclins hormonaux 

associés à l'âge peuvent aussi contribuer à la perte de la masse musculaire. En effet, certaines 

hormones comme l'insuline, le facteur de croissance analogue à l'insuline 1 (IGF-1), l'hormone 

de croissance (GH) et la testostérone sont considérées comme des facteurs anaboliques c’est-à-

dire des stimulants de la synthèse protéique (Fang et coll., 1997 ; Griggs et coll., 1989 ; 

Millward, 1990 ; Manson et coll., 1988). Cependant, la capacité de production et la sensibilité 



                                                                                                              Synthèse bibliographique 

54 
 

du muscle à ces hormones sont diminuées au cours du vieillissement. Par exemple, les taux 

circulants de la testostérone et de la GH diminuent progressivement d’environ 1 à 1,5% par an 

à partir de l’âge de 30 ans (Hermann et Berger, 2001). L’inflammation chronique à bas bruit est 

aussi fréquemment observée chez les personnes âgées et elle peut être associée à la sarcopénie 

(Walrand et coll., 2011). Cet état inflammatoire est caractérisé par une augmentation des taux 

circulants de certains marqueurs à savoir le facteur de nécrose tumorale (TNF- α), les 

interleukines (il-1β et il-6) et la protéine C réactive (CRP) (Guillet et Boirie, 2005). Ces 

cytokines pro-inflammatoires peuvent être impliquées dans la perte de la masse musculaire en 

diminuant la synthèse des protéines (Lang et coll., 2002) et en augmentant la dégradation des 

protéines musculaires (Fong et coll., 1989).  

Enfin, une diminution de la réponse anabolique musculaire postprandiale peut aussi 

participer à l’apparition et au développement de la sarcopénie (Dardevet et coll., 2000 ; Volpi 

et coll., 2000 ; Guillet et coll., 2004a ; Guillet et coll., 2004b). Chez l’Homme adulte, la prise 

alimentaire est associée à une augmentation des concentrations plasmatiques des nutriments et 

des hormones provoquant une augmentation de la synthèse des protéines corporelles et une 

diminution de leur dégradation, en particulier au niveau du muscle squelettique (Boirie et coll., 

1996 ; Pacy et coll., 1994 ; Volpi et coll., 1996). Cependant, chez le sujet âgé, il semble qu’une 

résistance à la stimulation de la synthèse protéique musculaire suite à la prise du repas 

apparaisse. Cette « résistance anabolique» ne permet plus de compenser les pertes des protéines 

musculaires produites au cours de la période postabsorptive. Progressivement une perte 

protéique nette au niveau musculaire apparaît provoquant une réduction de la masse musculaire 

(Dardevet et coll., 2012 ; Walrand et coll., 2016).  

 

Figure 9. Réponse anabolique suite à la prise alimentaire chez les sujets jeunes (A) et les sujets 

âgés (B), adapté de Dardevet et coll. (2013) 
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Figure 10. Augmentation de l’intensité et de la durée de la réponse anabolique suite à 

l’augmentation de l’aminoacidémie chez les sujets âgés, adapté de Dardevet et coll. (2013) 

Les acides aminés et l’insuline jouent un rôle majeur dans la promotion de l'anabolisme 

protéique postprandial (Prod’homme et coll., 2004, 2005). En effet, ils représentent les 

principaux facteurs stimulant la synthèse des protéines musculaires en activant l'initiation de la 

traduction des protéines à travers une voie de signalisation intracellulaire spécifique (voie de la 

cible mammalienne de la rapamycine, mammalian target of rapamycin, mTOR). La protéine 

ribosomale S6 kinase 1 (S6K1) et la protéine porteuse et inhibitrice du facteur d’initiation eIF4E 

(4EBP1) sont des intermédiaires clés de cette voie (Prod’homme et coll., 2004).  

Plusieurs études ont montré que la leucine est capable de stimuler la voie mTOR. En effet, 

cet acide aminé est capable d’augmenter l’activité enzymatique de S6K1 (Anthony et coll., 

2001; Dardevet et coll., 2000). La stimulation de S6K1 provoque une phosphorylation de la 

protéine ribosomale S6 entraînant une traduction spécifique de l'ARNm comportant une série 

de motifs pyrimidines « oligopyrimidine » à l'extrémité 5', les 5’TOP (terminal oligopyrimidine 

tract) ARNm (Kimball, 2002). Ainsi, en contrôlant la traduction des 5’TOP ARNm, mTOR 

active les processus traductionnels en présence de facteurs favorisant la croissance cellulaire 

(Pallet et coll., 2006). La leucine augmente aussi le taux de phosphorylation de la protéine 

4EBP1 permettant de libérer eIF4E. La protéine eIF4E libérée peut alors se lier à la coiffe de 

l’ARNm et induire ainsi le recrutement de la petite sous-unité du ribosome sur l’ARNm. 

Ensuite, eIF4E peut s’associer à eIF4G pour former le complexe d’initiation de traduction eIF4F 

(Anthony et coll., 2001 ; Dardevet et coll., 2000 ; Pallet et coll., 2006). Par conséquent, la 

leucine peut agir en tant que nutriment signal en stimulant la synthèse protéique.  

L’insuline régule aussi la voie mTOR par une activation séquentielle d'une série de kinases, 

notamment la phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3-kinase) et la protéine kinase B (PKB appelée 

également Akt) (Anthony et coll., 2001; Kimball et coll., 2002). 
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Plusieurs études ont montré que la capacité de réponse du muscle vieillissant à ces stimuli 

anaboliques (les acides aminés et l’insuline) est diminuée (Volpi et coll., 2000 ; Guillet et coll., 

2004a ; Dardevet et coll., 2002 ; Cuthbertson et coll., 2005 ; Katsanos et coll., 2005) ce qui 

pourrait expliquer la perte de l’efficacité du repas à stimuler la synthèse protéique. L’équipe de 

Dardevet et coll. (2012) a suggéré que l’aminocidémie induite par la prise alimentaire à un 

apport nutritionnel habituel ne permet plus d’atteindre le seuil anabolique nécessaire pour le 

déclenchement de la synthèse protéique musculaire puisque ce seuil devient plus élevé chez les 

sujets âgés par rapport aux sujets plus jeunes (Figure 9). En outre, le sujet âgé nécessite un 

apport protéique minimum de 0,4 g/kg de poids corporel/repas pour déclencher la stimulation 

de la synthèse des protéines myofibrillaires, c’est-à-dire 1,6 fois plus élevé que celui requis 

pour le sujet jeune (0,24 g/kg de poids corporel) (Moore et coll., 2015). En effet, au cours du 

vieillissement une augmentation de l’extraction splanchnique des acides aminés est observée, 

correspondant à une rétention des acides aminés alimentaires par l’aire splanchnique (intestin 

et foie) pour son propre besoin. Or, chez les sujets âgés, l’extraction splanchnique est 2 fois 

plus élevée comparativement aux sujets jeunes (Boirie et coll., 1997b). Ce phénomène, appelé 

aussi séquestration splanchnique, a pour conséquence une diminution de la disponibilité des 

acides aminés en périphérie, notamment au niveau musculaire (Boirie et coll., 1997b), ce qui 

engendre une plus faible stimulation postprandiale de la synthèse protéique musculaire. À titre 

d’exemple, il a été montré que l’ingestion d’une petite dose d'acides aminés indispensables (7 

g) est capable de stimuler la synthèse des protéines musculaires par rapport à l’état à jeun chez 

les sujets jeunes, mais pas chez les sujets âgés (Katsanos et coll., 2005). En revanche, la 

consommation d’une quantité plus élevée d’acides aminés indispensables (15 g) (Paddon-Jones 

et coll., 2004) permet d’induire une stimulation de la synthèse protéique musculaire quel que 

soit l’âge des sujets. De plus, Katsanos et coll. (2006) ont montré l’augmentation de la 

proportion en leucine de 26 à 41% dans un mélange d’acide aminés indispensables de 7 g 

(Katsanos et coll., 2006) peut restaurer une réponse atténuée de la synthèse des protéines 

musculaires chez les personnes âgées. Ainsi, le muscle vieillissant est toujours capable de 

répondre à un apport exogène d’acides aminés mais il est nécessaire que cet apport provoque 

une forte aminoacidémie (Figure 10) et, par conséquent, une augmentation de la 

biodisponibilité des acides aminés (Rasmussen et coll., 2002). En effet, il a été démontré que la 

synthèse des protéines musculaires est stimulée de la même façon chez des sujets âgés et des 

sujets jeunes après l'ingestion par voie orale de multiples doses d'acides aminés (2,2 g toutes 

les 10 min pendant 3 h) malgré une extraction splanchnique augmentée chez les sujets âgés 

(Volpi et coll., 1999). De même, la perfusion intraveineuse d’un mélange d’acides aminés 
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indispensables et non indispensables pendant 3 heures (Volpi et coll., 1998) permet aussi de 

stimuler la synthèse protéique musculaire chez des personnes âgées (Volpi et coll., 2003).  

Ces études soulignent l’importance de l’optimisation des apports protéiques chez le sujet 

âgé, à la fois par une augmentation de la quantité de protéines consommée pour saturer la 

séquestration splanchnique et stimuler la synthèse des protéines musculaires, et par une 

amélioration de la qualité alimentaire de ces macronutriments (composition en acides aminés, 

digestibilités…).  

La résistance anabolique musculaire observée au cours du vieillissement implique aussi une 

réduction de la sensibilité de ce tissu à l’insuline. L’insuline intervient dans la réduction de la 

protéolyse musculaire et n’influence pas la synthèse protéique musculaire en absence d’une 

augmentation simultanée de l’aminoacidémie ou « hyperaminoacidémie » (Meek et coll., 

1998 ; Groen et coll., 2016 ; Everman et coll., 2016). D’après Guillet et Boirie (2005), l’action 

antiprotéolytique de l’insuline induit une diminution de la concentration plasmatique en acides 

aminés réduisant ainsi leur disponibilité pour la synthèse protéique. Ce qui explique en partie 

l'absence de l’effet de l'insuline non accompagnée par une hyperaminoacidémie, sur la synthèse 

des protéines musculaires. En effet, la perfusion d’insuline peut stimuler la synthèse protéique 

musculaire lorsqu’elle est combinée avec un apport en acides aminés chez les sujets jeunes 

(Bennet et coll., 1990 ; Newman et coll., 1994 ; Volpi et coll., 2000). Cet effet est émoussé chez 

les sujets âgés. Des études ont ainsi montré que suite à l’ingestion d’un mélange d’acides aminés 

et de glucose stimulant l’insulinémie endogène ou suite à la perfusion simultanée d’acides 

aminés et d’insuline, la synthèse protéique est significativement augmentée chez des sujets 

jeunes mais pas chez des sujets âgés (Volpi et coll., 2000 ; Guillet et coll., 2004a). À noter que 

la réduction de la réponse du muscle âgé à l’action anabolique de l’insuline peut être 

contrecarrée par des niveaux élevés d’insuline. Boirie et coll. (2001) ont montré que la 

dégradation des protéines est 1,6 fois moins inhibée suite à la perfusion de faibles doses 

d’insuline (0.2 mU/kg.min) chez les personnes âgées par rapport à des doses 2,5 fois plus 

élevées. Fujita et coll. (2009) ont aussi suggéré l'existence d'une résistance à l'insuline du 

métabolisme des protéines musculaires liée à l’âge. Ces auteurs ont démontré que la perfusion 

d’une forte dose d’insuline permet d’entrainer une stimulation de la synthèse des protéines 

musculaires et de la signalisation anabolique chez les personnes âgées en bonne santé (Fujita et 

coll., 2009).  
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Toutes ces études montrent que l’altération de l’action de l’insuline, des acides aminés ou 

de l’action combinée de l’insuline et des acides aminés sur le métabolisme protéique musculaire 

peut contribuer à long terme au développement de la sarcopénie chez les sujets âgés (Dardevet 

et coll., 2000 ; Guillet et coll., 2004b ; Volpi et coll., 2000 ; Boirie et coll., 2001 ; Dardevet et 

coll., 1994 ; Rasmussen et coll., 2006).  

3.2. Prévention de la sarcopénie par l’amélioration de l’apport protéique 

3.2.1. Recommandations concernant l’apport protéique 

En France, le groupe de travail de l’ANSES (2007) a considéré un besoin moyen de protéines 

de 0,66 g/kg de poids corporel/jour pour un sujet adulte en bonne santé, induisant un apport 

nutritionnel recommandé, appelé désormais référence nutritionnelle pour la population (RNP), 

de 0,83 g/kg/j pour les protéines. Chez les personnes âgées, les RNP en protéines sont 

légèrement augmentées, à savoir 1-1,1 g/kg/j (ANSES, 2007). Cependant, les personnes âgées 

atteintes d'une maladie rénale sévère, à savoir lorsque le taux de filtration glomérulaire est 

inférieur à 30 mL/min/1,73 m², doivent limiter l'apport en protéines à 0,8 g/kg/j (Bauer et coll., 

2013).  

Même si la France est l’un des seuls pays à recommander des apports protéiques augmentés 

pour les sujets âgés, certaines équipes de recherche américaines Campbell et coll. (2001) ont 

aussi suggéré que la RNP, telle que définie pour les sujets jeunes adultes (0,8 g/kg/j) peut ne 

pas être suffisante pour répondre complètement aux besoins métaboliques et physiologiques de 

cette population. En outre, il a été clairement montré que la consommation d’un apport 

protéique inférieur à 1 g/kg/j peut avoir un effet négatif sur la force musculaire et la performance 

physique en particulier chez les femmes âgées par rapport aux femmes plus jeunes (Granic et 

coll., 2017). Une valeur moyenne de 1 g de protéines/kg/j est nécessaire pour assurer l’équilibre 

azoté chez les personnes âgées (56-80 ans) (Campbell et coll., 1994). Une étude récente a 

proposé un apport protéique au moins de 1,2 g/kg/j pour les personnes âgées afin de limiter les 

pertes de la masse et de la fonction musculaire à long-terme (Traylor et coll., 2018). Un apport 

protéique plus important, de l’ordre de 1,2-1,5 g de protéines/kg/j, a été recommandé pour des 

personnes âgées dénutries ou à risque de dénutrition (Bauer et coll., 2013 ; Deutz et coll., 2014). 

Gaillard et coll. (2008) ont suggéré une consommation moyenne minimale de protéines de 1,06 

± 0,28 g/kg/j nécessaire pour atteindre un bilan azoté équilibré chez des personnes âgées (65 à 

99 ans) hospitalisées dans des unités de courte durée gériatriques et dans des unités de soins et 

de réadaptation. Ces auteurs ont proposé un apport protéique de sécurité de 1,60 g/kg/j pour 
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assurer un bilan d’azote positif pour une proportion de 95% des personnes âgées. Selon d’autres 

experts, les personnes âgées souffrant de maladies graves ou de blessures graves ou de 

dénutrition marquée peuvent avoir des besoins de 2 g de protéines/kg/j (Bauer et coll., 2013). 

Enfin, il a été montré que les régimes pauvres en protéines peuvent induire une altération du 

métabolisme protéique chez le sujet âgé. Castaneda et coll. (1995) ont montré qu’un régime 

contenant 0,45 g de protéines/kg de poids corporel/j entraine un bilan azoté négatif, une perte 

significative de la masse maigre et une altération des fonctions musculaires chez des femmes 

âgées par rapport à un régime apportant 0,92 g/kg/j de protéines. 

Afin de préserver la masse musculaire et prévenir la sarcopénie, il semble donc important 

d’optimiser l’apport en protéines chez les sujets âgés sains mais aussi d’adapter ces apports 

protéiques en fonction du statut physiopathologique (pathologie chronique, dénutrition...). 

3.2.2. Importance de la distribution des apports protéiques sur la journée : aspects de 

chrono-nutrition  

La chronobiologie des protéines alimentaires à savoir la distribution des apports protéiques 

sur la journée peut être déterminante pour stimuler l’anabolisme protéique chez la personne 

âgée. Arnal et coll. (1999) ont montré qu’un régime protéique pulsé (de charge), fournissant 

80% de l’apport journalier en protéines au repas de midi, induit un bilan d’azote 2 fois plus 

élevé par rapport à un régime apportant le même apport en protéines mais réparti sur 4 repas 

(régime étalé) chez les femmes âgées. Le renouvellement protéique est aussi plus élevé suite à 

la consommation du régime protéique pulsé, dû à une synthèse protéique environ 2 fois plus 

importante par rapport au régime étalé (Arnal et coll., 1999). L’effet positif du régime protéique 

pulsé dans l’amélioration de la rétention d’azote et le renouvellement protéique observée chez 

les femmes âgées (Arnal et coll., 1999) n’est cependant pas observé chez les femmes jeunes, 

les deux régimes ayant la même efficacité dans ce dernier groupe (Arnal et coll., 2000). Ces 

études ont souligné la capacité de ce type de régime à surmonter la résistance anabolique 

observée au cours du vieillissement (Arnal et coll., 1999 ; Arnal et coll., 2000 ; Arnal et coll., 

2002). En apportant une charge de protéines, le régime protéique pulsé permet de saturer la 

séquestration splanchnique et ainsi contourner la plus faible biodisponibilité des acides aminés 

(Aussel et coll., 2013 ; Bouillanne et coll., 2013). Bouillanne et coll. (2013) ont aussi montré 

que le régime protéique pulsé est une stratégie nutritionnelle efficace qui peut améliorer la 

masse maigre chez les patients âgés dénutris et à risque d’hospitalisation. Dans ce travail, la 

consommation du régime protéique pulsé induit une augmentation de 0,38 kg/m² de la masse 
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maigre et de 0,21 kg/m² de la masse maigre appendiculaire après 6 semaines. À noter que ces 

deux paramètres sont diminués chez les patients consommant le régime protéique étalé sur 4 

repas. L’augmentation de la biodisponibilité postprandiale des acides aminés suite à la 

consommation du régime protéique pulsé peut expliquer l’amélioration de la composition 

corporelle observée dans cette étude (Bouillanne et coll., 2014).  

D’autres études ont souligné l’importance de fournir un apport protéique assez important et 

de bonne qualité à chaque repas (Paddon-Jones et Rasmussen, 2009 ; Mamerow et coll., 2014 ; 

Chanet et coll., 2017). Ainsi, il a été rapporté qu’un apport de 25 à 30 g de protéines de haute 

qualité à chaque repas (petit-déjeuner, déjeuner et dîner) est nécessaire pour stimuler de façon 

adéquate la synthèse des protéines musculaires chez les personnes âgées (Paddon-Jones et 

Rasmussen, 2009). Selon Mamerow et coll. (2014), la consommation de 90 g de protéines de 

bonne qualité répartie uniformément sur 3 repas (30 g de protéines/repas) permet d’observer 

une augmentation de 25% de la vitesse de synthèse protéique musculaire comparativement à 

celle induite par une distribution non uniforme des apports protéiques, à savoir un plus faible 

apport protéique au petit déjeuner et au déjeuner (10 et 15 g de protéines) par rapport au repas 

du soir (65 g de protéines).  

Les résultats de ces études ne sont pas parfaitement en accord avec ceux obtenus par 

Bouillanne et coll. (2013) qui ont mis en évidence l’importance du régime protéique pulsé 

(distribution non uniforme de l’apport protéique) par rapport au régime étalé (une distribution 

uniforme de l’apport protéique sur 4 repas) chez les personnes âgées. La différence entre ces 

études peut être expliquée par le fait que dans l’étude de Bouillanne et coll. (2013), la quantité 

de protéines consommée à chaque repas (à savoir 12–21 g/repas) dans le groupe de régime étalé 

est probablement insuffisante pour stimuler de manière optimale la synthèse postprandiale des 

protéines musculaires chez les personnes âgées (Mamerow et coll., 2014). 

3.2.3. Vitesse de digestion alimentaire : Concept des protéines lentes et rapides  

Certaines études ont établi le concept de protéines «lentes» (comme la caséine) et de 

protéines «rapides» (comme le lactosérum), selon la cinétique de digestion des protéines. Ces 

études ont également suggéré l'existence d'une relation entre la régulation de la cinétique 

protéique postprandiale et la vitesse de digestion et d'absorption des protéines alimentaires 

(Boirie et coll., 1997a ; Dangin et coll., 2001 ; Dangin et coll., 2002 ; Dangin et coll., 2003). 

Boirie et coll. (1997a) ont démontré que chez des sujets adultes en bonne santé, ayant ingéré 

des fractions protéiques de lait intrinsèquement marquées avec de la L-[1-13 C] leucine, les 
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protéines de lactosérum sont digérées plus rapidement que la caséine micellaire native. En effet, 

les protéines de lactosérum, hautement solubles dans les conditions acides, franchissent 

rapidement l'estomac et sont rapidement hydrolysées dans le duodénum provoquant une 

absorption rapide et en quantités importantes des acides aminés (Boirie et coll., 1997a). En 

revanche, en présence de l’acidité gastrique, les caséines coagulent et se caractérisent de ce fait 

par une absorption lente et prolongée des acides aminés (Boirie et coll., 1997a).  

 Dangin et coll. (2001) ont montré que la cinétique de digestion des protéines module la 

rétention protéique postprandiale indépendamment de la composition en acides aminés. Ces 

auteurs ont prouvé que les repas iso-protéiques à vitesse de digestion rapide (lactosérum ou un 

mélange d'acides aminés libres imitant la composition en acides aminés de la caséine) induisent 

une augmentation forte, rapide et transitoire de l'aminoacidémie, des flux de leucine au sein de 

l’organisme et de l'oxydation des protéines. Cependant, après la consommation de repas iso-

protéiques mais à vitesse de digestion lente (caséine ou lactosérum ingéré en plusieurs fois 

imitant l’effet d’une protéine lente), une augmentation modérée mais durable de ces paramètres 

est notée. Boirie et coll. (1997a) ont aussi montré que chez les sujets jeunes, la consommation 

exclusive de la protéine de lactosérum entraine une stimulation de la synthèse protéique 

postprandiale 2 fois plus importante que la caséine, mais aussi une oxydation postprandiale de 

la leucine plus élevée. En outre, la caséine induit une inhibition de la dégradation des protéines 

corporelles de 34% chez les sujets jeunes. Les auteurs ont suggéré que cet effet de l’inhibition 

de la protéolyse n’est pas dû à l’action de l’insuline puisque l’insulinémie reste inchangée 

(Boirie et coll., 1997a) mais plutôt à l’action de l’aminoacidémie prolongée induite par la 

consommation de protéines à digestion lente (Boirie et coll., 1997a ; Dangin et coll., 2001 ; 

Dangin et coll., 2002). En conséquence, chez les sujets jeunes, le bilan protéique postprandial 

net représentant un indice du dépôt protéique corporel, est plus élevé après les repas apportant 

des protéines à vitesse de digestion lente qu'après les repas caractérisés par des protéines à 

vitesse de digestion rapide (Boirie et coll., 1997a ; Dangin et coll., 2001). 

Ces deux dernières études ont évalué la cinétique de digestion des protéines consommées 

seules. Cependant, une forte inhibition de la protéolyse induite par la réponse insulinémique 

postprandiale est observée chez des sujets jeunes lors de la consommation des protéines de 

lactosérum données dans un repas complet contenant des substrats énergétiques (Guillet et coll., 

2001 ; Dangin et coll., 2002). Cet effet n’est pas observé quand la protéine de lactosérum est 

consommée seule (Boirie et coll., 1997a). L’étude montre que le repas complet contenant le 

lactosérum induit un bilan protéique postprandial toujours inférieur à celui induit par le repas 
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contant la caséine mais la différence est moins marquée par rapport aux protéines seules (Guillet 

et coll., 2001). Cette étude souligne l’intérêt de consommer les protéines rapides accompagnées 

avec un apport énergétique chez le sujet jeune (Dangin et coll., 2002). 

 Dangin et coll. (2003) ont montré qu’au cours du vieillissement, le bilan postprandial net est 

2,5 fois plus élevé suite à la consommation du lactosérum par rapport à la caséine donnée au 

sein de repas complets et iso-protéiques. Ces auteurs ont suggéré que contrairement aux sujets 

jeunes, une protéine «rapide» peut être plus efficace pour la rétention protéique postprandiale 

qu'une protéine «lente» chez les sujets âgés, et pourrait permettre de limiter la perte de protéines 

corporelles au cours du vieillissement. L’effet bénéfique du lactosérum observé chez les sujets 

âgés est peut-être dû à une forte aminoacidémie transitoire en particulier une forte leucémie 

pouvant contrecarrer la résistance anabolique observée au cours du vieillissement (Dardevet et 

coll., 2000). Gryson et coll. (2014) ont aussi montré que la consommation de protéines solubles 

du lait à digestion rapide provoque une diminution de 15% de l’extraction splanchnique des 

acides aminés alimentaires par rapport à la caséine. Ces auteurs ont suggéré que l’augmentation 

de la disponibilité de la leucine dans les tissus périphériques suite à la consommation des 

protéines solubles du lait est à l’origine d’un meilleur bilan protéique postprandial net par 

rapport à la caséine chez les personnes âgées.  

En résumé, la vitesse de digestion des protéines alimentaires influence la vitesse de libération 

et la disponibilité postprandiale des acides aminés ce qui semble être un paramètre important à 

considérer dans l’objectif de contrecarrer la résistance anabolique observée au cours du 

vieillissement (Boirie et Guillet, 2018). La qualité protéique du lactosérum et des protéines 

solubles du lait, à savoir leur richesse en leucine et leur vitesse de digestion rapide, permet de 

stimuler la synthèse protéique postprandiale limitant ainsi la perte des protéines corporelles 

chez la personne âgée. 

3.2.4. Effet du type de matrice alimentaire sur la cinétique de digestion des protéines 

Il est rare de consommer les protéines alimentaires sous forme isolée ou purifiée. En effet 

celles-ci sont généralement incluses dans une matrice alimentaire plus ou moins complexe. De 

plus, la plupart des protéines alimentaires sont consommées après avoir subi divers traitements, 

en particulier thermiques. Or, le procédé de transformation des aliments peut moduler la nature 

de la matrice alimentaire ce qui peut avoir un impact sur la digestibilité des protéines et les 

cinétiques de leur absorption ainsi que sur le bilan protéique postprandial. 
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Nakayama et coll. (2017) ont montré que le procédé d’acidification du lait améliore sa 

capacité à induire une stimulation de la synthèse protéique musculaire chez l’animal (Nakayama 

et coll., 2017). En effet, l’ingestion du lait acidifié permet d’obtenir une aminoacidémie et une 

vitesse de synthèse protéique musculaire plus élevées (d’environ 40% et 10%, respectivement) 

par rapport à celle induite par le lait non acidifié. Cet effet pourrait être expliqué par une 

modification de la vitesse de digestion et d’absorption. En effet, le lait acidifié avec des 

stabilisants et de la cellulose fermentée reste liquide avec une faible viscosité en condition 

d’acidité gastrique contrairement au lait de vache non traité qui coagule à pH acide. En outre, 

les protéines de lait bovin non acidifié ont un faible taux d'absorption en raison de la coagulation 

induite par l'acidité gastrique contrairement au lait acidifié qui reste liquide dans les conditions 

acides et qui est digéré et absorbé plus rapidement. 

D’autres études ont montré que le procédé de gélification du lait retarde sa vidange gastrique, 

diminue sa cinétique de digestion et de libération des acides aminés mais n’affecte pas le taux 

de digestion des protéines qui sont entièrement hydrolysées (Barbé et coll., 2013, 2014 ; Dupont 

et Rémond, 2013). Barbé et coll. (2013) ont montré que la gélification des protéines laitières 

provoque une diminution de l’aminoacidémie postprandiale. Celle-ci est divisée par 2 par 

rapport à celle des protéines non gélifiées. La gélification du lait par acidification ou en présence 

de la présure ralentit la vidange gastrique du repas retardant ainsi l’absorption des acides aminés 

et induisant une diminution de leur concentration dans le sang (Dupont et Rémond 2013). 

Cependant, le mode de gélification du lait par voie acide ou par voie enzymatique peut avoir 

un impact différent sur la cinétique de digestion des protéines du lait et d’absorption des acides 

aminés et donc sur l’aminoacidémie postprandiale (Barbé et coll., 2014). Une étude réalisée 

chez des mini-cochons ayant ingéré des gels acides et des gels présurés a montré que la vidange 

gastrique des gels présurés est plus lente que celle des gels acides. Cette étude a en outre montré 

que la gélification en présence de la présure induit une aminoacidémie 1,5 fois plus faible que 

celle induite suite à la consommation des gels acides (Barbé et coll., 2014). Cette différence 

peut être expliquée par une résistance élevée du gel présuré à l'hydrolyse enzymatique au niveau 

de l'estomac suite au rétrécissement du réseau de protéines lors de l'acidification, conduisant à 

une plus faible biodisponibilité des acides aminés (Barbé et coll., 2014). La rétention gastrique 

plus longue des gels présurés retarde la vidange gastrique et l’absorption des acides aminés ce 

qui peut aussi expliquer la plus faible aminoacidémie induite par ce type de gel (Barbé et coll., 

2014). 
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Toutes ces études soulignent l’impact de la gélification (lait naturel versus produit gélifié) 

et du mode de gélification (gel présure versus gel acide) sur la valeur nutritive des produits 

laitiers chez l’animal. Il serait opportun de confirmer ces effets chez l’Homme âgé.  

En relation avec la matrice alimentaire, il est important de signaler que l’efficacité 

masticatoire diminue en fonction de l’âge ce qui peut ralentir l’apparition des acides aminés 

dans le sang lors de l’ingestion des produits solides et fermes comme la viande. Cet effet peut 

contribuer à une diminution de l’utilisation des acides aminés de la viande pour la synthèse des 

protéines (Rémond et coll., 2007). Cependant, le procédé de hachage des produits carnés 

notamment la viande bovine peut contrecarrer cet effet et faciliter la mastication (Pennings et 

coll., 2013). Pennings et coll. (2013) ont évalué, chez des personnes âgées, la cinétique de 

digestion de la viande bovine, intrinsèquement marquées avec de la L-[1-13C] phénylalanine, 

sous forme hachée ou non-hachée. Ces auteurs ont montré que la viande hachée est digérée et 

absorbée plus rapidement que la viande non-hachée. En outre, la fraction de phénylalanine 

alimentaire apparue dans la circulation sanguine au cours de la période postprandiale est 24% 

plus élevée après la consommation de la viande hachée qu'après la consommation de la viande 

non-hachée. Le bilan protéique corporel est 1,5 fois plus élevé après la consommation de la 

viande hachée comparée à la consommation la viande non-hachée. Cette augmentation de la 

disponibilité des acides aminés provenant de la digestion de la viande hachée pourrait être à 

l’origine de l’amélioration de la rétention protéique postprandiale chez les personnes âgées, 

comme observé suite à la consommation de ce régime.  

La nature de la matrice alimentaire est un facteur déterminant dans la modulation de la 

digestibilité protéique ce qui pourrait influencer la disponibilité des acides aminés dans 

l’organisme. 

3.2.5. Rôle des protéines végétales dans la prévention de la sarcopénie  

Wilkinson et coll. (2007) et Tang et coll. (2009) ont évalué l’effet de la consommation aiguë 

de protéines d’origine végétale ou animale sur la stimulation postprandiale de la synthèse 

protéique musculaire chez le sujet jeune. Wilkinson et coll. (2007) ont montré que chez des 

hommes jeunes ayant consommé du lait écrémé, la vitesse de synthèse protéique musculaire est 

43% plus élevée, favorisant une accrétion protéique plus importante, que chez des sujets ayant 

consommé une boisson iso-azotée et iso-énergétique contenant des isolats de protéines de soja. 

Tang et coll. (2009) ont étudié la réponse postprandiale de la synthèse des protéines musculaires 

chez des hommes jeunes suite à la consommation d'une boisson contenant soit un hydrolysat 
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de lactosérum, soit de la caséine micellaire, soit un isolat de protéines de soja, en condition de 

repos ou après un exercice de résistance. À noter que dans cette étude, toutes les boissons ont 

une teneur équivalente en acides aminés indispensables (10 g). En condition de repos, la vitesse 

de synthèse protéique musculaire suite à la consommation de la boisson contenant les protéines 

de soja est 66% plus élevée que celle obtenue suite à la consommation de la boisson contenant 

la caséine et 14% moins élevée que celle induite par la consommation de la boisson contenant 

les protéines de lactosérum. Ces différences peuvent être liées à la vitesse de digestion des 

protéines, sachant qu’il est suggéré dans cette étude que la digestion des protéines de soja et du 

lactosérum est plus rapide que celle de la caséine (Boirie et coll., 1997a ; Bos et coll., 2003). 

Les différences de la vitesse de synthèse protéique musculaire peuvent aussi être expliquées par 

des différences de teneur en leucine dans chaque protéine, à savoir 1,8 g dans la boisson contant 

la caséine ou les protéines de soja et 2,3 g dans la boisson contenant les protéines de lactosérum.  

Ces études ont évalué l’effet des protéines végétales apportées par un repas sur le 

métabolisme protéique, alors que d’autres travaux ont comparé l’effet d’une consommation sur 

une période de régime plus longue, allant de 15 à 20 jours. Ainsi, Combe et coll. (2004) et 

Pirman et coll. (2006) ont montré que chez les rats jeunes la synthèse protéique musculaire est 

plus faible suite à la consommation de haricots cuits ou de lentilles cuites, supplémentés en 

acides aminés soufrés pendant 16 à 20 jours par rapport la caséine. Ceci peut expliquer la plus 

faible accrétion protéique musculaire observée chez les rats ayant consommé ces légumineuses 

par rapport à la caséine. Ces études ont aussi évalué la synthèse protéique intestinale et ont 

montré que par rapport à la caséine, la consommation des légumineuses cuites semble induire 

une partition du flux d’acides aminés alimentaires pour la synthèse des protéines, 

préférentiellement au profit des tissus intestinaux au détriment du foie et des muscles chez les 

rats jeunes (Combe et coll., 2004 ; Pirman et coll., 2006). Une autre étude réalisée par l’équipe 

d’Alonso (Alonso et coll., 2002) a montré que la consommation pendant 15 jours d’un régime 

composé de pois crus supplémentés avec des acides aminés afin de satisfaire les besoins 

recommandés chez le rat en croissance permet d’augmenter la synthèse des protéines 

musculaires par rapport au régime à base de pois crus non supplémenté en acides aminés. 

Néanmoins, les vitesses de synthèse des protéines musculaires et la teneur totale en protéines 

musculaires chez les rats nourris avec des pois crus supplémentés demeurent plus faibles 

comparativement au groupe contrôle consommant la caséine (Alonso et coll., 2002). Mise à 

part l’amélioration de la composition du pois crus par la supplémentation en acides aminés, le 

procédé de fabrication, à savoir l’extrusion des graines de pois à 145°C, peut influencer l’effet 
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des protéines de pois sur le métabolisme protéique. En effet, Alonso et coll. (2002) ont montré 

que la synthèse protéique musculaire chez les rats consommant un régime de pois extrudés et 

supplémentés en acides aminés indispensables est comparable à celle d’un groupe d’animaux 

consommant de la caséine. Les auteurs ont conclu que le traitement par extrusion des pois, en 

plus de la supplémentation en acides aminés, pourrait abolir les effets négatifs du pois crus 

(carences en acides aminés indispensables et mauvaise digestibilité due à la présence de facteurs 

antinutritionnels), permettant d’atteindre une qualité protéique équivalente à celle des protéines 

de hautes valeurs nutritionnelles comme les protéines laitières. 

La plupart des études qui ont évalué la qualité des protéines végétales ont été réalisées chez 

des sujets jeunes ou adultes. Peu d’études ont été menées chez des sujets âgés pour évaluer leurs 

rôles potentiels dans la prévention de la sarcopénie. Pannemans et coll. (1998) ont évalué l’effet 

de trois régimes différents selon la source de protéines sur le métabolisme protéique corporel 

chez des femmes âgées. Le premier régime est composé de 50% de protéines végétales et de 

50% de protéines animales. Le deuxième régime est composé de 25% de protéines végétales et 

de 75% de protéines animales et inversement pour le troisième régime. Les auteurs ont conclu 

que la synthèse protéique nette au niveau du corps entier chez les femmes âgées est plus faible 

suite à la consommation d’un régime riche en protéines végétales par rapport au régime riche 

en protéines animales. 

D’autres études ont évalué la synthèse protéique au niveau musculaire chez des sujets âgés 

(Yang et coll., 2012 ; Gorissen et coll., 2016). Yang et coll. (2012) ont montré qu’en condition 

de repos, quelle que soit la dose de protéines ingérée (20 g ou 40 g), la consommation d’un 

isolat de protéines de soja ne permet pas de stimuler la synthèse protéique musculaire par 

rapport à l’état basal chez les hommes âgés. De plus la vitesse de la synthèse protéique 

musculaire est moins élevée que celle induite suite à la consommation des mêmes quantités de 

protéines de lactosérum. Ces différences peuvent être liées à une plus faible leucémie 

postprandiale et à une oxydation plus élevée des acides aminés suite à la consommation des 

protéines de soja par rapport aux protéines de lactosérum. Une autre étude celle de Gorissen et 

coll. (2016) a montré que la vitesse de synthèse protéique musculaire est plus faible suite à la 

consommation de 35 g d’hydrolysat de protéines de blé par rapport à une quantité égale de 

caséine. En revanche, la consommation d'une plus grande quantité de l’hydrolysat de protéines 

de blé (à savoir 60 g) permet de stimuler significativement la synthèse des protéines musculaires 

chez les hommes âgés mais celle-ci reste toujours significativement inférieure à celle induite 

par les protéines animales (Gorissen et coll., 2016). 
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Indépendamment de l’âge et du type de matrice à savoir, aliment végétal brut ou protéines 

sous forme purifiée, la plupart des études ont relevé une capacité réduite des sources de 

protéines végétales à stimuler le métabolisme protéique au niveau du corps entier ou au niveau 

du muscle squelettique par rapport aux protéines animales, en particulier chez l’individu âgé. 

Cette différence peut s'expliquer à la fois par la plus faible digestibilité des protéines végétales 

due en partie à la présence de facteurs antirypsiques (Gilani et Sepehr, 2003) et par leur teneur 

relativement plus faible en leucine comparativement aux protéines animales. De plus, les 

protéines végétales sont également connues comme étant déficientes en certains acides aminés 

indispensables, à savoir la lysine, la méthionine et/ou le tryptophane (Boye et coll., 2010) ce 

qui peut limiter la synthèse protéique in vivo. À noter qu’il semble possible d’améliorer la valeur 

nutritionnelle des produits végétaux en améliorant leur composition en acides aminés 

indispensables et leur digestibilité comme déjà montré par l’équipe d’Alonso (Alonso et coll., 

2002).  

En résumé, comme vu plus haut, l'apport de protéines de haute qualité peut être déterminant 

dans l’optimisation du métabolisme protéique in vivo, en particulier chez la personne âgée. 

Plusieurs études ont comparé l’effet de la source protéique (végétale versus animale) sur le 

métabolisme protéique chez des animaux et l’Homme jeune ou adulte. Ces études ont évalué 

l'effet de la consommation de produits végétaux bruts ou de protéines végétales purifiées sur le 

métabolisme des protéines chez le rat jeune ou adulte, le porc ou l'Homme par rapport aux 

protéines animales, à savoir le lait, la caséine et les protéines de lactosérum (Martínez et 

Larralde, 1984a ;b ;c ; Pirman et coll., 2001 ; Bos et coll., 2003 ; Alonso et coll., 2002 ; Combe 

et coll., 2004 ; Pirman et coll., 2006 ; Hartman et coll., 2007 ; Norton et coll., 2012 ; Kanda et 

coll., 2016 ; Wróblewska et coll., 2018). Il existe moins d'études réalisées chez des animaux 

âgés ou des sujets âgés. Globalement, elles ont évalué l'impact des aliments à base de produits 

végétaux (Pannemans et coll., 1998), de protéines de blé (Gorissen et coll., 2016) ou des 

protéines de soja (Yang et coll., 2012 ; Mitchell et coll., 2015) sur le métabolisme des protéines 

corporelles. Toutes ces études ont montré que les protéines de source végétale ont un potentiel 

anabolique inférieur à celui des protéines de source animale. Plusieurs stratégies ont été 

proposées pour améliorer la qualité alimentaire des sources protéiques végétales. Parmi ces 

stratégies la combinaison de plusieurs sources protéiques végétales dont la composition en 

acides aminés indispensables est complémentaire, ou la combinaison des protéines de sources 

végétales avec des protéines de sources animales pourrait compenser le potentiel anabolique 
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moindre des protéines végétales, en améliorant le profil en acides aminés indispensables au 

regard des besoins de l’organisme. 

3.2.6. Comparaison des différentes sources protéiques végétales ou de sources protéiques 

végétales et animales 

 Combinaison des différentes sources protéiques végétales 

Les protéines des céréales (déficientes en lysine et thréonine) et des légumineuses 

(déficientes en acides aminés soufrés) ont des profils complémentaires en acides aminés 

indispensables (Duranti, 2006). Très peu d’études ont évalué l’effet de la combinaison de ces 

deux sources sur la digestibilité protéique (Casagrandi et coll., 1999 ; Torres et coll., 2006, 

2007a; b) et son impact sur le métabolisme protéique (Márquez-Mota et coll., 2016). Casagrandi 

et coll. (1999) et Torres et coll. (2006, 2007a ; b) ont montré que chez des rats jeunes la 

digestibilité protéique des pâtes alimentaires enrichies en légumineuses à un niveau 

d’enrichissement qui ne dépasse pas 15% est plus élevée que celle des pâtes alimentaires 

classiques (100% semoule de blé dur) et plus faible que celle de la caséine. Selon ces études, le 

mélange de deux protéines végétales ayant une composition complémentaire en acides aminés 

indispensables permet d’améliorer la qualité protéique des pâtes alimentaires mixtes par rapport 

à des pâtes alimentaires classiques à base de blé. L’augmentation du niveau d’enrichissement 

en légumineuses au sein de ces aliments pourrait améliorer leur qualité nutritionnelle pour 

atteindre une qualité au moins comparable à celle des protéines animales de référence. 

Márquez-Mota et coll. (2016) ont montré que la combinaison de concentrés protéiques d’haricot 

noir et d’isolats protéiques de maïs d’un côté et d’isolats protéiques de soja mélangé à des 

isolats protéiques de maïs d’un autre côté est plus efficace que chaque protéine donnée seule 

pour la réhabilitation de rats ayant subi une période de restriction protéique. En outre, ces 

combinaisons protéiques induisent une augmentation significative du poids corporel, de 

l'activation de la voie de signalisation mTORC1 impliquée dans la synthèse protéique 

musculaire par rapport aux protéines données seules chez les rats jeunes. 

Toutes ces études montrent l'effet positif des mélanges de protéines végétales (céréales et 

légumineuses) par rapport à des sources protéiques végétales consommées seules. 

 Combinaison des sources protéiques végétales et animales 

Plusieurs études ont évalué l’effet d’un mélange composé de 50% de caséine, 25% de 

protéines de lactosérum et 25% des protéines de soja sur la synthèse protéique musculaire chez 
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des sujets jeunes ou âgés (Reidy et coll., 2013 ; Reidy et coll., 2014 ; Reidy et coll., 2016 ; 

Borack et coll., 2016). 

Par exemple, chez des sujets âgés (55-75 ans), Borack et coll. (2016) ont montré qu’après 

un exercice de résistance, la consommation de 30 g de ce mélange (protéines de soja et protéines 

laitières) permet d’obtenir une aminoacidémie similaire à celle obtenue après l’ingestion de 

protéines de lactosérum seules. Ainsi, la synthèse et la dégradation protéiques musculaires et le 

bilan net des protéines ne sont pas différents entre les deux groupes. Ces données sont en accord 

avec celles d’une étude antérieure réalisée chez des sujets jeunes, montrant que la synthèse 

protéique musculaire n’est pas différente entre le groupe ayant consommé 19 g d’un mélange 

de protéines (lait et soja) et celui qui a consommé 18 g de lactosérum suite à un exercice de 

résistance. L’activation de la voie de signalisation mTORC1 est aussi similaire entre les deux 

groupes (Reidy et coll., 2013). 

Toutes ces études montrent que l’association de protéines végétales avec des protéines 

animales dans un aliment permet d’activer l’anabolisme protéique musculaire de façon 

semblable aux protéines de haute qualité nutritionnelle comme les protéines laitières (le 

lactosérum).  

4. Conclusion 

L’association des différentes sources de protéines végétales ayant des profils 

complémentaires en acides aminés indispensables, comme les céréales et les légumineuses ainsi 

que l’association de protéines végétales avec des protéines animales peuvent être des stratégies 

prometteuses pour améliorer le potentiel anabolique des protéines végétales dans des situations 

physiopathologiques de perte protéique corporelle. Toutes ces stratégies nutritionnelles 

nécessitent d’être étudiées avec comme objectif d’améliorer le potentiel anabolique des 

protéines végétales en vue d’optimiser le métabolisme protéique corporelle. Ces nouveaux 

aliments pourront ainsi être utilisés par les personnes âgées qui nécessitent un apport protéique 

de bonne qualité alimentaire pour prévenir la sarcopénie.  
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Chapitre 2. Pâtes alimentaires enrichies en légumineuses : Influence de la formulation 

sur la structure du réseau protéique et sa cinétique de digestion in vitro en comparaison 

avec des protéines animales "rapides" et "lentes" 

L’effet de l’enrichissement des pâtes alimentaires avec des farines de légumineuses à des taux 

de substitution du blé allant de 35 à 100% sur leur qualité fonctionnelle et sensorielle a fait 

l’objet de plusieurs études. Globalement ces études ont montré qu’en fonction du type et du 

taux d’incorporation des légumineuses dans les pâtes mixtes blé/légumineuses, les propriétés 

culinaires et rhéologiques sont différentes comparativement à celles des pâtes classiques (100% 

blé). Ces pâtes mixtes sont caractérisées notamment par des pertes à la cuisson plus élevées et 

une fermeté moindre (Petitot et coll., 2010b ; Laleg et coll., 2016a; c ; Laleg et coll., 2017). 

L’enrichissement en légumineuses provoque aussi un affaiblissement de la structure du réseau 

protéique à l’échelle moléculaire pouvant influencer la digestibilité des protéines mesurée in 

vitro (Laleg et coll., 2017). Cependant, l’effet de la nature de la légumineuse utilisée pour 

substituer le blé dans les pâtes sur leur structure, en particulier celle de leur fraction protéique, 

sur leur digestibilité reste encore peu étudié. Les farines de fèverole, lentille et pois cassé 

contiennent des teneurs importantes et comparables en protéines (21-28%) et en fibres (12-

17%) et sont pauvres en lipides (2%) (Petitot et coll., 2010b ; Laleg et coll., 2016c). L’objectif 

de cette étude était d'évaluer les modifications structurales du réseau protéique induites par 

l'incorporation de ces différentes farines de légumineuses dans les pâtes et leurs répercussions 

sur la digestibilité in vitro des protéines en comparaison avec les protéines laitières. L’effet de 

la formulation des pâtes sur leurs propriétés culinaires et rhéologiques a été aussi étudié.  
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Abstract 

In vitro protein digestibility could be modulated by protein network structure of the food which 

depends on food composition. The main aim of this work was to evaluate the structural 

modifications of protein network induced by the incorporation of different legume flours i.e. 

faba bean, lentil or split pea flours in pasta and their repercussions on the in vitro protein 

digestibility. A comparison with reference dairy proteins was conducted. Three isoproteic 

wheat pasta enriched with 62% of faba bean (F-pasta) or 65% of lentil (L-pasta) or 79% of split 

pea (P-pasta) flours were manufactured according to the industrial steps of pasta processing 

(hydration, mixing, extrusion and drying), were then cooked and re-dried at low temperature 

(40°C, 24 h). In vitro protein digestibility was evaluated using a protocol that simulates the 

digestive process occurring in the gastrointestinal tract. Culinary and rheological characteristics 

of pasta depended on legume type. L-pasta presented a highest firmness (5.3 versus 3.5 and 4.0 

N for F- and P-pasta, respectively) due in part to a lower water up-take (143 versus 159 and 

153% for F- and P-pasta, respectively) and a higher proportion of proteins linked by S-S bonds 

(61 versus 53 and 55% for F- and P-pasta, respectively). Trypsin inhibitory activity (TIA) was 

significantly reduced in cooked pasta, it remained about 3-5% of TIA present in raw legume 

flour. In vitro protein digestibility analysis showed that legume enriched pasta proteins were 

hydrolyzed after 60 minutes of gastric digestion generating peptides of low molecular weights 

(2.5-10 kDa), according to the polypeptide electrophoretic patterns of digested pasta. After 120 

minutes of intestinal digestion, the hydrolysis of legume enriched pasta proteins generated 

peptides of low molecular weight (<2.5 kDa) not detected by SDS-PAGE. The hydrolysis 

degree of pasta proteins was lower by about 18% and 30% at the end of gastric and intestinal 

phase, than for animal proteins. F-pasta proteins were more digested (+13 and 17%) than L-and 

P-pasta, respectively, at end of the intestinal digestion. These differences in protein digestibility 

could be due to an effect of protein network structure and a difference in predicted cleavage 

sites of digestive enzymes. 

Key words: legume enriched pasta, animal proteins, protein network, protein digestibility  
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1. Introduction 

Diversifying protein sources in food intake and increasing the consumption of vegetable 

proteins could reduce the health and environmental risks associated with the production and the 

excessive consumption of animal proteins in Western countries (Duranti and Scarafoni, 1999 ; 

FAO, 2013b). Nonetheless, each vegetable protein, alone, may be deficient in certain 

indispensable amino acids i.e. sulfur amino acid or/and lysine, (Boye et al., 2010). Blending 

two complementary vegetable protein sources, as cereal deficient in lysine and threonine 

(Abdel-Aal and Hucl, 2002) and legumes deficient in sulfur amino acids (Sarwar and Peace, 

1986) could however result into a balanced indispensable amino acids composition (Duranti, 

2006 ; Laleg et al., 2016a). As example of cereals, durum wheat proteins are mainly composed 

of glutenins and gliadins soluble in hydro-alcoholic and acid solution, respectively. These 

proteins form inter- and intramolecular disulphide bonds during food processing leading to the 

formation of a three dimensional gluten network (Petitot et al., 2010b). Albumins and globulins 

which are soluble in saline solution and in water, respectively, constitute a minority of wheat 

proteins (Osborne, 1907). In contrast, legume proteins are mainly composed of globulins and 

albumins (Gueguen and Barbot, 1988). Depending on the type of legumes, globulins and 

albumins represent approximately 50-80% and 10-35% of total proteins, respectively (El Fiel 

et al., 2002 ; Jarpa‐Parra Marcela, 2017). Prolamines and glutelins constitute a minority of 

legume proteins. Enzymes, enzyme-inhibitors and lectins, all involved in seed defense 

mechanism, are also present and constitute anti-nutritional factors in legumes. Depending on 

their sedimentation coefficient, legume proteins are classified into legumin (globulin 11S), 

vicilin and convicilin (globulin 7S) and albumin (2S).  

Several researches have studied the supplementation of wheat pasta with legume flours 

(lupin, lentil, chickpea, pea, faba, beans and black gram) with substitution levels ranging from 

5 to 100% (Rayas-Duarte et al., 1996 ; Zhao et al., 2005 ; Torres et al., 2007a ; Wood, 2009 ; 

Petitot et al., 2010a ; Giménez et al., 2012 ; Jayasena and Nasar-Abbas, 2012 ; Wojtowicz and 

Moscicki, 2014 ; Greffeuille et al., 2015 ; Rosa-Sibakov et al., 2016 ; Laleg et al., 2016c ; Laleg 

et al., 2017). These studies evaluated mainly the chemical composition and protein structure 

network of pasta and their culinary, rheological and sensory properties. They demonstrated that 

legume addition to pasta impaired their culinary and rheological properties (increasing cooking 

loss and decreasing firmness) and their overall sensory acceptability. These modifications 

however were modulated by the legume incorporation level and its type. For instance, the 
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incorporation of faba bean up to 100% induced a 30 % decrease of the covalent bonds at the 

expense of weak protein bonds weakening therefore the pasta protein network (Laleg et al., 

2016a ; Laleg et al., 2017). These modifications of the wheat pasta protein network structure 

when enriched with faba bean impact also its in vitro protein digestibility (Laleg et al., 2016a ; 

Laleg et al., 2017 ; Rizzello et al., 2017). However, the effect of the nature of the legume flour 

used to enrich pasta on the protein network structure and digestibility is still little understood. 

Neither such protein structure nor its digestibility have been compared to the digestive behavior 

of animal proteins. 

The main objective of this work was to evaluate the structural modifications of the protein 

network at the molecular scale induced by the incorporation of three different legume flours i.e. 

faba bean, lentil or split pea flours in wheat pasta and their repercussions on the in vitro pasta 

protein digestibility. The incorporation levels of legume in pasta were chosen to reach an 

indispensable amino acids composition that meets the indispensable amino acid requirements 

as recommended for healthy adult subjects by WHO/FAO/UNU (2007). In addition, the 

influence of legume nature on the trypsin inhibitory activity, culinary and rheological 

characteristics of the pasta have also been assessed. A comparison of their in vitro protein 

digestibility kinetics with reference dairy proteins, known to be digested at different rates in 

human (casein: slow protein versus soluble milk proteins: rapid protein) was also undertaken 

(Boirie et al., 1997a).  

2. Materials and methods  

2.1. Raw materials  

Faba bean (Vicia faba), green lentil (Lens culinaris) and green split pea (Pisum Sativum L.) 

flours were provided by GEMEF industries (Aix-en-Provence, France), Celnat (Saint Germain 

Laprade, France) and Moulin des Moines (Krautwiller, France), respectively. Wheat (Triticum 

durum) semolina was supplied by La Semoulerie de Bellevue (Groupe Panzani, Marseille, 

France). Reference animal proteins, casein and soluble milk proteins, under the form of sodium 

caseinate and Prolacta®, respectively, were provided by Lactalis (Torcé, France). This study 

was carried out upstream of an in vivo study realized in old sarcopenic rats to evaluate the in 

vivo protein digestibility and retention of legume enriched pasta. Thus cow’s milk proteins were 

introduced as a reference since these proteins are considered good quality proteins with high 

biological value, good digestibility (97% to 98%) and utilization in the body. These animal 

proteins were formulated with carbohydrates and lipids for the in vivo study. Formulation was 
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as follows (19% db of proteins, 70% db of carbohydrates i.e. starch and cellulose and 7% db of 

lipids) and will be called casein diet or soluble whey protein diet hereafter in the manuscript. 

2.2. Pasta production  

Pasta were produced at the Join Research Unit IATE (SupAgro-INRA-UM-CIRAD, 

Montpellier, France). Hydration, mixing and extrusion (40°C) were carried out in a pilot-scale 

pasta extruder (Bassano, Lyon, France) according to WO2016097328 A1 patent (Laleg et al., 

2016b). Drying was processed at low temperature (55°C, 15 h) in a pilot drier (AFREM, Lyon, 

France).  

Different proportions of the three legume flours were mixed each with Durum wheat 

semolina in order to obtain three mixed legume-wheat pasta all enriched in protein up to 21% 

(against 13% for a classical Durum wheat pasta). According to the protein content of the raw 

legume flours, the three isoproteic legume-wheat mixed pasta were produced as follows: 

- Faba bean-wheat pasta (F-Pasta): Pasta with 38% wheat semolina and 62% faba bean flour;  

- Green lentil-wheat pasta (L-Pasta): Pasta with 35% wheat semolina and 65% lentil flour; 

- Green split pea flour-wheat pasta (P-Pasta): Pasta with 21% wheat semolina and 79% split 

pea flour. 

Dried pasta were cooked and re-dried at low temperature (40°C, 24 h) in order to avoid 

protein reactions and ground in order to have a material ready to be consumed in the 

downstream in vivo study. 

2.3. Cooking and rheological properties of pasta 

Dried pasta were cooked in demineralized boiling water (100°C) containing 0.7% (w/v) of 

sodium chloride at their own optimal cooked time (OCT) +1 minute to allow a complete starch 

gelatinization according to AACC approved method (66-50). Cooking loss and water uptake 

were performed in triplicate according to the protocol described in Petitot et al. (2010b). 

Rheological properties of cooked pasta were performed using TA-XTplus (Stable Micro 

Systems, Scarsdale, USA) texture profile analyzer. Texture profile analysis (TPA) was carried 

out to determine pasta firmness as described in Petitot et al. (2009b). Five replicates from three 

different cooking steps for each pasta were performed (n = 15).  
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2.4. Chemical composition of cooked re-dried legume enriched pasta  

Kjeldahl procedure (NF V 03–050, 1970) was used for the determination of total protein 

content using a conversion factor of 6.25 for legume flours and 5.70 for wheat semolina. An 

enzymatic assay kit (Megazyme, Co. Wicklow, Ireland; AACC method 76–13.01) was used to 

determine the total starch content. Amino acid profiles, lipid content and, soluble and insoluble 

fibers were determined by Agrobio (Rennes, France) according to the EC 152/2009 (2009), 

arrêté 08-09-1977, AOAC 991-42 and AOAC 9933-19 methods, respectively. 

2.5. Trypsin inhibitory activity of cooked re-dried legume enriched pasta 

Trypsin inhibitory activity (TIA) was performed in triplicate on raw legume flours, wheat 

semolina, and on each cooked (at OCT + 1 minute) and re-dried pasta according to the 

standardized method ISO 14902 (2009). 

2.6. SE-HPLC analysis of proteins from cooked re-dried legume enriched pasta and 

animal diets  

Two successive protein extractions were performed in triplicates as described by Petitot et 

al. (2009) on cooked re-dried legume enriched pasta and animal diets. A first extraction in 

sodium dodecyl sulphate (SDS) was used to extract weakly linked proteins (linked by 

electrostatic, hydrophobic and hydrophilic bonds), also called “SDS-soluble” proteins. In order 

to ensure disruption of the disulfide bonds, a second extraction was performed in SDS-

dithioerythritol (DTE) with a sonification step (called “SDS+DTE-soluble” protein, linked by 

S-S bonds). The remaining protein fraction, insoluble either in SDS or DTE (called “non-

extractable proteins”), represented the proteins linked by covalent bonds other than disulfides. 

The protein size distribution of SDS-soluble and SDS+DTE-soluble extracts was analyzed by 

size-exclusion high performance liquid chromatography (SE-HPLC) according to Morel et al. 

(2000) and as described by Petitot et al. (2009b). The results were reported relative to the total 

extractable proteins in SDS and DTE of raw materials i.e. blends of wheat semolina and F- or 

L- or P-flour for F- or L- or P-pasta, respectively and of casein and soluble milk protein diets 

for animal proteins. 

2.7. In-vitro protein digestion kinetics of cooked re-dried legume enriched pasta and 

animal diets 

In-vitro protein digestion was performed in a stirred water bath at 37°C according to 

Minekus et al. (2014) with a prior and additional human salivary amylase attack (2 minutes; 
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330 U/mg of human salivary amylase, A0521, Sigma, St. Louis, US) called “oral phase”. This 

phase was followed with 60 min of porcine pepsin attack (122 U/mg of pepsin, P7125, Sigma, 

St. Louis, US) called “gastric phase” then a 120 min of pancreatic porcine attack (3.9 mmol/g 

of bile, B8631 and 413.2 USP/mL of pancreatin, P7545, both from Sigma, St. Louis, US) called 

“intestinal phase”. Human salivary amylase and pepsin enzymes were added to reach 75 U/mL 

and 2190 U/mL in the final digestion mixture of oral and gastric phases, respectively. Pancreatin 

enzyme was added based on the trypsin enzyme activity (7.9 U/mg of pancreatin) to reach 100 

U/mL for trypsin in the final digestion mixture of the intestinal phase. The enzyme activities of 

salivary amylase, pepsin and pancreatin were priorily measured in triplicates and simulated 

digestive fluids were used for each digestive phase (simulated salivary fluid (SSF), simulated 

gastric fluid (SGF) and simulated intestinal fluid (SIF)) according to Minekus et al., 2014. The 

in vitro protein digestion was carried out in triplicate for each legume enriched cooked re-dried 

pasta or animal diet. Kinetic points were performed at 0, 2, 4, 17, 32, 62, 64, 72, 92, 122, 182 

min. The protein hydrolysis was stopped by adding 50 µl/mL of pefabloc 0.1 M (76307, Sigma, 

St. Louis, US) and deep freezing the sample in liquid nitrogen. 

2.8. Determination of protein hydrolysis degree  

To evaluate the degree of protein hydrolysis, a ninhydrin assay was performed according to 

Prochazkova et al. (1999) after a centrifugation (4000 g, 20 min, 4°C) to determine the free 

amino group content of digesta. 

The degree of protein hydrolysis (°DH) based on the amount of free amino group released 

at the beginning of digestion (t0), during digestion (tx) and after a total hydrolysis with HCl 6N 

for 24 h at 105°C (ttot) was determined and calculated according to the equation:  

°DH (%) = 
[𝑁𝐻2](𝑡𝑥) − [𝑁𝐻2](𝑡0) 

[𝑁𝐻2](t𝑡𝑜𝑡) − [𝑁𝐻2](𝑡0)
× 100 

2.9. SDS-PAGE polypeptide profiles during in vitro digestion of the cooked re-dried 

legume enriched pasta and animal diets 

The electrophoretic analysis were performed using 4–20% polyacrylamide TruPAGE® 12 

well precast gels (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) run for 60 min at 50 mA per 

gel in MES-SDS running buffer (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). SDS-PAGE 

was performed on the supernatants of undigested initial sample (T0), gastric digesta (60 min of 

gastric digestion) and intestinal digesta (120 min of intestinal digestion) after a centrifugation 

at 4000 g for 20 min. Wheat semolina, legume flours, cooked re-dried legume enriched pasta, 
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casein and soluble milk protein diets were suspended in SSF (Minekus et al., 2014) without 

enzymes and considered as undigested initial samples (T0). For all samples, except gastric 

digesta, 30 µL of the supernatant were diluted in a final volume of 300 µL containing 3 µL of 

DTT (5 mM final concentration), 75 µL of TruPAGE LDS sample buffer (4X) and 192 µL 

distilled water. For gastric digesta, a higher concentration of the supernatant was needed to 

better visualize protein bands. Gastric digesta supernatants were diluted with TruPAGE LDS 

sample buffer (4X) containing DTT at a final concentration of 5 mM at a volume ratio digesta-

to-sample buffer of 1:3 (v/v). Samples were inerted with argon and heated for 10 min at 70°C. 

For the determination of the polypeptide profiles of wheat semolina and legume flours, 20 µL 

were loaded into adjacent wells in the gel. For F-, L- and P-pasta, 20 µL of each undigested 

initial time or gastric samples and 30 µL of intestinal samples were loaded into adjacent wells 

in the gel. For casein and soluble milk protein diets, 7 µL of each undigested initial time or 

gastric samples and 10 µL of intestinal samples were loaded into adjacent wells in the gel. Mark 

12 Unstained Standard (Invitrogen, Thermo Fisher scientific Waltham, USA) was used as a 

molecular weight (MW) marker. Blank samples containing only enzymes (human salivary 

alpha amylase, porcine pepsin and pancreatin) were deposed onto control gels to visualize their 

SDS-PAGE prints at the concentrations present in the digestive fluids. Gels were fixed in 30% 

(v/v) ethanol, 10% (v/v) acetic acid and 60% (v/v) deionized water for at least 1 hour and were 

rinsed 3 times in deionized water before staining with Bio-Safe Coomassie stain (Bio-rad, US). 

After scanning SDS–PAGE gels, the polypeptide bands were selected and their intensity was 

determined by densitometry using the 1D gel electrophoresis image analysis software Gel 

Analyzer 2010a. Densitometry analysis of the SDS-PAGE gels were used to evaluate 

polypeptide composition of legume flours, wheat semolina, legume enriched pasta, casein and 

soluble milk protein diets. In each gel, the intensity of each band in each line was reported to 

the sum of total band intensities of the line to determine the relative content of each peptide or 

polypeptide in a sample reported to extractable proteins in the digestive fluids. 

3. Statistical analysis 

Results were expressed as mean ± SD. Variance analysis (ANOVA) and Fisher’s post-hoc 

test (protected least significant difference) were used to determine significant differences 

between means. Differences were considered significant with a risk of error of 5%. Means with 

different letters are significantly different p < 0.05. Statistical analysis of data were performed 

using the StatView® software (SAS, Inc. Intitute, Release 5, 1992-82). 
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4. Results and discussion 

4.1. Chemical composition of cooked re-dried legume enriched pasta  

The composition of faba bean, lentil and split pea enriched cooked and redried pasta is given 

in Table 1. All legume pasta were enriched in order to reach an isoproteic content (21%db). 

Depending on the amount of proteins in legume flour used for pasta protein enrichment, 77, 79 

and 87% of their protein total content were faba bean (F-pasta), lentil (L-pasta) and split pea 

(P-pasta) proteins, respectively, against 23, 21 and 13% wheat proteins. Minor variations in non 

proteic components resulted from legumes isoproteic enrichment: F-pasta contained ~5% 

higher starch and, and ~3% lower insoluble fibers than L- and P-pasta. L- and P-pasta had very 

similar compositions in starch and fibers. Laleg et al. (2016c) also underlined the specific 

richness in fibers of pasta made with 100% lentils in comparison to 100% faba bean pasta. 

These authors even observed by optical microscopy some parts of cell wall structures in 100% 

lentil pasta, associated to high amounts of cellulose and hemicellulose (Laleg et al., 2016c). P-

pasta contained ~1% more lipids than the two other enriched-legume pasta. 

Amino acid composition of cooked re-dried legume enriched pasta and casein and soluble 

milk protein diets is given in Table 1. Indispensable amino acid contents of F-, L- and P-pasta 

were higher than those recommended for human adults by WHO/FAO/UNU (2007) indicating 

that such enrichment was a good strategy to reach a balanced amino-acids diet. Globally, the 

three legume enriched pasta had a similar indispensable amino acid composition, except for 

cysteine content which was 14 to 17% higher in L-pasta than in F- and P-pasta (Table 1), 

aromatic amino acids content (phenylalanine, tyrosine, tryptophan and histidine) was slightly 

higher in L- and P-pasta (114.2 and 115.6 mg/g protein) than in F-pasta (110 mg/g protein). P-

pasta contains higher proteins provided from legume flour than F- and L-pasta i.e. 87% versus 

77% and 79% in F- and L-pasta, respectively. Interestingly, lysine content was 17 to 24% higher 

in P-pasta than in L- and F-pasta because of higher legume incorporation level in P-pasta.  
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Compared with an isoproteic (6% enriched in gluten) pasta made exclusively with wheat 

(Laleg et al., 2016a), our legume enriched pasta were richer in all indispensable amino acids 

except for sulfur amino acids, 8% lower in comparison to 100% wheat semolina pasta. This 

could be due to the lower amount of gluten, rich in sulfur amino acids, in legume enriched pasta 

(only 13 to 23% of their total protein content was provided from wheat semolina). 

In comparison, casein and soluble milk protein diets were richer in branched chain amino 

acids i.e. leucine, valine and isoleucine and sulfur amino acids than legume enriched pasta. The 

high concentration in branched chain amino-acids in milk protein is well known and would be 

involved in tissue growth and prevention of catabolic actions during exercise (Rafiq et al., 

2016). Lysine was also much more concentrated in milk proteins diets. More precisely, the 

lysine, methionine, leucine, tryptophan contents of casein were 1.3, 3.5, 1.1 and 1.3 folds higher 

than those of legume enriched pasta, respectively. The difference was even more marked 

between soluble milk proteins and legume enriched pasta (1.6, 1.7, 1.5 and 2.7 fold higher 

contents in these amino acids in soluble milk proteins, respectively).  
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Table 1. Chemical composition and amino acid composition of pasta and animal proteins 

Products1 

Item  

   F-pasta L-pasta P-pasta 

Total starch (%, db)    64.4 59.1 58.5 

SL (% of total protein)    53.2 54.5 71.6 

SW (% of total protein)    46.8 45.5 28.4 

Total fiber (%, db)    7.4 11.7 10.4 

Soluble fiber (%, db)    0.5 0.7 0.7 

Insoluble fiber (%, db)    6.0 9.6 8.4 

Total lipid (%, db)    1.4 1.6 2.6 

Total protein (%, db)    21.2 21.2 21.5 

PL (% of total protein)    77.4 79.1 87.5 

PW (% of total protein)    22.6 20.9 12.5 

  Casein SMP F-pasta L-pasta P-pasta 

Indispensable amino 

acid (mg/g protein) 

 

Histidine 

Isoleucine 

Leucine 

Lysine 

Methionine + cysteine 

Cysteine 

Phenylalanine + tyrosine 

Tyrosine 

Threonine 

Tryptophan 

Valine 

WHO/FAO/UNU* 

recommendation 

 

15 

30 

59 

45 

22 

 

30 

 

26 

6 

39 

 

 

 

26.1 

48.5 

87.7 

74.9 

45.7 

14.3 

88.2 

40.4 

39.5 

10.6 

65.9 

 

 

 

20.0 

50.5 

120.3 

96.5 

51.4 

30.7 

72.2 

34.3 

50.5 

20.7 

51.4 

 

 

 

26.9 

43.1 

79.1 

54.0 

26.3 

13.9 

74.1 

26.1 

37.0 

9.0 

48.2 

 

 

 

25.3 

45.2 

80.3 

57.2 

26.1 

15.8 

81.4 

28.7 

37.2 

7.5 

49.7 

 

 

 

25.1 

45.5 

78.9 

67.0 

26.0 

13.5 

83.4 

29.0 

38.3 

7.1 

49.5 

*WHO/FAO/UNU (2007) pattern for adults 

1F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = Lentil enriched pasta; P-pasta = split pea 

enriched pasta; SMP = Soluble milk proteins; SL = Starch from legume; SW = Starch from 

wheat semolina; PL = Protein from legume flour; PW = Protein from wheat semolina 
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4.2. Protein aggregation in protein network of cooked re-dried legume enriched 

pasta in comparison with animal diets 

Results of SE-HPLC analysis of legume flours, cooked re-dried legume enriched pasta and 

animal diets are presented in Figure 1. Before processing, the protein solubility profiles of 

legume flours (F, L and P) were similar to those of casein and soluble milk protein diets, i.e. 

about 97% of protein were soluble in SDS (i.e. linked by weak interactions) whereas only 3% 

of protein were soluble in SDS+DTE (i.e. linked by disulfide bridge) (Figure 1.A).  

Processing (i.e. drying, cooking and re-drying steps) legume flours increased by 18-20 fold the 

SDS+DTE soluble fraction in legume-enriched pasta. This increase at the expense of proteins 

soluble in SDS is due to the formation of disulfide bridges during processing (Laleg et al., 2016a 

; Laleg et al., 2017). After processing, the proportion of proteins soluble in SDS in F-, L- and 

P-pasta was two to three fold lower than in milk protein based diets indicated a lower amount 

of weakly bonded proteins in processed pasta based diets than in milk proteins (Figure 1.B). 

A slight difference was noticed between the different legume enriched pasta even if smaller 

than that registered between legume enriched pasta and milk proteins. The amount of proteins 

soluble in SDS was 1.2 and 1.4 fold higher in F-pasta than for P- and L-pasta respectively. In 

addition, the proportion of SDS-DTE soluble standing for proteins linked by S-S bonds which 

are reduced by DTE was higher in L-pasta than in P- and F-pasta. This could be due to the 

amino acid composition of lentil pasta. Indeed, lentil pasta proteins contained 14 and 17% 

higher cysteine than F- and P-pasta, respectively (Table 1). 

L- and P-pasta proteins were also linked by covalent interactions other than disulfide bonds 

as they contained 6.2% and 4.4% of non-extractable proteins, respectively. This probably could 

be due to their higher content of tyrosine (+10 and 11%, respectively; Table 1) compared to F-

pasta, able to form dityrosine. 

To summarize, despite a comparable solubility profiles of legume flours (F, L and P flours) 

that were mainly linked by weak interactions, differences were noted between the different 

legume enriched pasta. Indeed, F-pasta had the most weakly linked protein network and L-pasta 

had the most covalently linked proteins i.e. disulfides and others covalent bonds. This could be 

due to a difference in amino acid composition between the pasta, including cysteine and 

tyrosine amino acids that could form covalently linked proteins during pasta processing. 
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Figure 1. Protein aggregation of legume flour (A) and legume enriched pasta (B) by SE-HPLC 

in comparison with animal proteins. Different letters represent significant difference between 

groups (p < 0.05). F-flour = faba bean flour; L-flour = lentil flour; P-flour = split pea flour; F-

pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = Lentil enriched pasta; P-pasta = split pea enriched 

pasta; SMP = Soluble milk proteins 

4.3. Cooking and rheological properties of pasta  

Cooking and rheological properties of pasta are given in Table 2. Regarding the effect of 

pasta formulation, Optimal Cooking Time (OCT), water uptake and cooking losses were 

significantly affected by the nature of legume used to enrich pasta. P-pasta needed 15/30 

seconds more to ensure a complete starch gelatinization than L-pasta or F-pasta. The higher 

resistance to gelatinization of legume starch in comparison to wheat starch (Petitot et al., 2010a) 

could explain this difference. Indeed, in P-pasta, 72% of starch came from the legume flour 

versus only ~55% for F- and L-pasta (Table 1). The water uptake of F-pasta during cooking 

was 11% and 4% higher than that of L-pasta and P-pasta respectively (p < 0.05). The higher 

water uptake of F-pasta could origin from its higher total starch content (64.4% versus 59.1% 

and 58.5% for L- and P-pasta, respectively) and its weaker linked protein network, as 

demonstrated in SE-HPLC section, that could facilitate the penetration of water to the core of 

pasta (Laleg et al., 2016c). This result is in agreement with Laleg et al. (2016c) who compared 

100% lentil and faba bean pasta. The difference in water uptake observed between L- and P-

pasta having similar starch content, may be partially explained by differences in cooking time, 

and so to the time available for water diffusion towards the pasta core (Tazrart et al., 2016). 

Cooking losses of ~10% in enriched F-pasta are in good agreement with results obtained by 

Laleg et al. (2017) who studied 70% faba bean enriched pasta. As reported in the literature, 

cooking losses of wheat pasta enriched at 0-50% levels with legume flours (faba bean, chickpea, 

split pea, pea and lentil) ranged from 4 to 8% (Zhao et al., 2005 ; Wood, 2009 ; Petitot et al., 

A B 
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2010b ; Padalino et al., 2014 ; Wojtowicz and Moscicki, 2014 ; Tazrart et al., 2016 ; Laleg et 

al., 2016a ; Rizzello et al., 2017). When the legume enrichment level exceeded 50%, cooking 

losses increased significantly, reaching 11%-14% for pasta made exclusively from legume 

(Rosa-Sibakov et al., 2016 ; Laleg et al., 2016c). 

P-pasta had the highest cooking loss i.e. 12.3% versus 10.2 and 9.2% for F- and L-pasta 

respectively. This could be due to its higher cooking time due itself to the higher proportion of 

legume flour in P-pasta i.e. 79% versus 62 and 65%, in F- and L-pasta, respectively. A higher 

proportion of salt soluble globulin in P-Pasta, provided from legume flour also very likely 

results in higher particle losses in cooking water (Rayas-Duarte et al., 1996 ; Torres et al., 

2007a). Cooking loss of L-pasta was the lowest one as this pasta has also the highest covalently 

linked protein network and the lower cooking time. 

Rheological properties of pasta were also affected by their formulation. Firmness of L-pasta 

was 52% and 31% higher than that of F- and P-pasta, respectively. According to Laleg et al. 

(2016a) the major determinants of pasta firmness are water absorption and the strengthening of 

protein network. Petitot et al. (2010b) and Laleg et al. (2016c) who studied 35% faba bean and 

split pea enriched pasta and 100% faba bean and lentil pasta, respectively demonstrated that 

hardness or firmness of pasta decreased when water uptake increased. A negative correlation 

between water uptake and pasta firmness was noted with a correlation coefficient of -0.8, when 

reassembling our results and results of Laleg et al. (2016c) study’s (results not shown). The 

strengthening of protein network could also affect pasta firmness. For instance, the highest 

firmness of L-pasta compared to P-pasta and in a higher extent to F-pasta could be due to 13 to 

26% higher amount of covalently linked proteins in L-pasta. 

Table 2. Cooking and rheological properties of pasta 

Products1 

Item 

F-pasta L-pasta P-pasta 

Optimal cooking time (min) 8.7 a 8.5 b 9.0 c 

Water uptake (%, dry pasta) 159 ± 2 a 143 ± 1 b 153 ± 2 c 

Cooking loss (%, db) 10.2 ± 0.4 a 9.2 ± 0.6 a 12.3 ± 0.6 b 

Firmness (N) 3.48 ± 0.29 a 5.29 ± 0.47 b 4.03 ± 0.35 c 

Means with the different superscripts within a line are significantly different with p<0.05 

1F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil enriched pasta; P-pasta = split pea enriched 

pasta 
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4.4. Trypsin inhibitory activity in legume flours and cooked re-dried pasta 

Trypsin inhibitory activity of flours and cooked re-dried pasta (TIA) is given in Table 3. 

TIA of legume flours ranged from 7.8 to 11.3 mg/g db in the order split pea < lentil < faba bean 

flours (p < 0.05). A wide range of values was reported in the literature for each type of legume 

depending on the legume type and varieties but also on the methods used for the evaluation of 

TIA. TIA of raw legume ranged from 3-23 mg/g (Hove and King, 1979 ; Guillamón et al., 2008; 

Laleg et al., 2016c ; Shi et al., 2017) for faba bean, 3-20 mg/g (Pisulewska and Pisulewski, 

2000 ; Guillamón et al., 2008 ; Ma et al., 2011 ; Vasagam and Rajkumar, 2011 ; Laleg et al., 

2016c ; Shi et al., 2017) for lentil and 1-29 mg/g (Guillamón et al., 2008 ; Ma et al., 2011 ; Shi 

et al., 2017) for pea. In cooked pasta, TIA was significantly different in the order F-pasta < P-

pasta < L-pasta (p < 0.05). Pasta processing, reduced TIA by 21, 23 and 34-fold in P-pasta, L-

pasta and, F-pasta, respectively. This means that trypsin inhibitors have been almost degraded 

by the drying and cooking steps. Less than 5% of TIA present in raw legume flour remained in 

all legume flour pasta. Zhao et al. (2005) reported that TIA was completely degraded after pasta 

processing i.e. drying at a higher temperature (70°C) than that used in our study (55°C) and 

cooking pasta at its optimal cooking time. Laleg et al. (2016c) showed that TIA was partially 

degraded (18–32% residual TIA) in pasta made exclusively from faba bean, lentil or black gram 

flour dried at 55°C then cooked. After cooking step, our legume enriched pasta were dried at 

low temperature (40°C) for 24 h while Laleg et al. (2016c) have freeze-dried the pasta which 

could explain the higher residual TIA obtained in this study in addition to a higher legume 

incorporation level 100% versus 62-79% in our study. 

Table 3. Trypsin inhibitory activity of legume flours, wheat semolina and cooked re-dried pasta 

 TIA (mg/g db) 

 

Products1 

Raw material 

 

Pasta1 

 

Faba bean 

Lentil 

Pea 

Wheat 

11.29 ± 0.14 a 

9.37 ± 0.14 b 

7.78 ± 0.08 c 

0 

0.33 ± 0.0 a 

0.40 ± 0.01 b 

0.38 ± 0.0 c 

0 

Means with the different superscripts within a column are significantly different with p < 0.05, 

1Faba bean enriched pasta, lentil enriched pasta, split pea enriched pasta and wheat pasta 
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4.5. In-vitro protein digestion kinetics of cooked re-dried legume enriched pasta in 

comparison with animal diets  

Kinetics of the three steps (oral, gastric, intestinal) in vitro protein digestion of the legume 

enriched cooked and redried pasta i.e. F-, L- and P-pasta, and milk protein based diets i.e. casein 

and soluble milk protein diets are presented in Figure 2. At the end of the oral phase, the degrees 

of proteolysis approached zero (about 0.3%) and were not statistically different between 

samples. After gastric phase, the proteolysis degrees slightly increased to reach 5-7% of total 

proteins and increased to a higher extent at intestinal phase digestion reaching at least 50% of 

total proteins.  

  

Figure 2. Kinetics of in vitro protein digestion of cooked re-dried pasta and animal proteins. 

Significant differences are indicated per time point (p < 0.05). Different letters represent 

significant difference between groups (p < 0.05). Oral and gastric protein digestions from 0 to 

62 minutes are also presented in an enlarged figure. F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta 

= Lentil enriched pasta; P-pasta = split pea enriched pasta; SMP = Soluble milk proteins 

 

 

A: SMP vs. casein 

B: SMP vs. F-pasta 

C: SMP vs. L-pasta 

D: SMP vs. P-pasta 

E: casein vs. F-pasta 

F: casein vs. L-pasta 

G: casein vs. P-pasta 

H: F-pasta vs. L-pasta 

I: F-pasta vs. P-pasta 

J: L-pasta vs. P-pasta 
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Globally, casein and soluble milk proteins were digested faster and to a higher extent than 

legume enriched pasta during gastric and intestinal phases. Their hydrolysis degrees were 

around 1.2 and 1.4 fold higher than for legume-enriched proteins at the end of the gastric and 

intestinal phase, respectively. This result is in accordance with Nguyen et al. (2015) who 

demonstrated higher level of hydrolysis for dairy proteins versus soy proteins during in vitro 

digestion. When focusing on digestion kinetics, a fast rate of free amino release was noted at 

the beginning of the intestinal phase followed by a marked slowing down after 2 min of 

intestinal digestion for all the matrices. During this initial fast rate digestion period, milk 

proteins were digested more rapidly than legume enriched pasta proteins reaching 55% to 59% 

(DH % total protein) for casein and SMP diets respectively versus 48, 33 and 38% for F-, L- 

and P-pasta, respectively. After this initial period all the kinetics slowed down and hydrolysis 

degree reached ~50% for L and P-pasta, 58% for F-pasta, ~66 for casein and more than 80% 

for SMP. This result is in agreement with Savoie et al. (2005) who compared kinetics of peptide 

release during in vitro digestion of purified casein, soy protein isolate, and wheat gluten, and 

noted a higher rate of digestion for animal proteins. 

To explain the difference of proteolysis degree between animal proteins i.e. casein and 

soluble milk proteins, and plant proteins i.e. legume enriched pasta, several hypothesis were 

suggested. Protein interactions within protein network could affect, at least partially, protein 

digestibility. Regarding our SE-HPLC results, protein fraction of legume enriched pasta that is 

soluble in SDS+DTE was about 28 fold higher than that of casein and soluble milk protein 

diets. This means that legume enriched pasta proteins were more covalently linked than casein 

and soluble milk proteins that could diminish their susceptibility to proteolysis. Note that, the 

difference in digestibility between milk proteins and legume enriched pasta proteins was more 

explicit during intestinal digestion with pancreatic enzymes (trypsin, chymotrypsin) than during 

gastric digestion with pepsin. This is likely due to the presence of residual trypsin inhibitors, 

although highly reduced by processing (0.33, 0.40 and 0.38 mg/g in F-, L- and P-pasta, 

respectively), that could affect protein digestibility (Duranti, 2006; Gilani and Sepehr, 2003). 

The number of cleavage sites specific to enzyme digestion could also influence protein 

digestibility of animal and legume enriched pasta proteins. The preferential cleavage of peptide 

bonds by pepsin are at leucine, phenylalanine, tryptophan and tyrosine residues (Sah et al., 

2016). Trypsin cleaves peptide bonds at carboxyl side of arginine or lysine, except when these 

residues are linked to a proline residue which causes steric hindrance and hinders the action of 

the enzyme (Cheison et al., 2011). Chymotrypsin catalyzes the hydrolysis of peptide bonds on 
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the carboxyl side of the phenylalanine, tryptophan and tyrosine residues and also hydrolyzes at 

a slower rate peptide bonds formed by methionine, leucine and histidine residues (Sah et al., 

2016). Lysine, methionine, leucine and tryptophan were more concentrated (from 1.1 to 3.5 

times) in casein or soluble milk proteins than in legume enriched pasta (Table 1). Thus milk 

proteins could have more cleavage sites specific to pepsin, trypsin and chymotrypsin contained 

in pancreatic enzyme. 

When considering difference in intestinal kinetics between the legume-enriched pasta, we 

can set the hypothesis that protein network structure is a key determinant; indeed, the protein 

network of F-pasta that reached the highest extent of digestion after 180 min were more weakly 

linked compared to L- and P-pasta, i.e. the proportion of protein soluble in SDS was 1.4 and 

1.2 fold higher in F-pasta than L- and P-pasta, and less covalently linked by 1.3 and 1.1 fold, 

respectively. Conversely, the amino acid composition of the different pasta was comparable, 

and thus we expected minimal differences at the number of theoretical enzyme cleavage sites 

between the different pasta. Few studies have evaluated in vitro the protein digestibility of 

cereal-legume mixed pasta enriched with for instance 5-30% of lupin flour (Rayas-Duarte et 

al., 1996), 10-70% of faba bean flour (Laleg et al., 2016a, 2017; Rizzello et al., 2017) and 20% 

pigeon pea flour (Rafiq et al., 2017) and reported higher extent of digestion (range 46 to 52% 

if expressed in %NH2 release) compared to classical wheat pasta (DH°: 42% expressed in NH2 

release, Laleg et al., 2017). Laleg et al. (2017) reported a slightly lower hydrolysis extent (48%) 

at the end of the intestinal phase for 70% faba bean enriched pasta than the value obtained in 

our study for 62% faba bean enriched pasta (58 %). Note that the digestion protocol used by 

Laleg et al. (2017) was not the harmonized INFOGEST protocol and included lower gastric and 

intestinal enzyme concentrations. Rizzello et al. (2017) have found a higher proteolysis extent 

values for 50% faba bean enriched pasta (75.2%) than that obtained in our study. Again a 

difference in digestion procedure (longer gastric phase: 3 h vs. 1 h in our study; 24 h for 

intestinal phase vs. 2 h in our study) could explain such difference. 

When comparing digestive kinetics in gastric phase this time, all legume enriched pasta 

presented slow rates of peptide release and an hydrolysis degree of about 6%. Petitot et al. 

(2009b) also reported on wheat pasta that about 8% proteins were degraded by pepsin in gastric 

phase, though using another in vitro protocol at pH 2.0 and after 180 min of digestion. 

According to literature, the viscosity of legume proteins increases significantly at gastric pH as 

it is close to the isoelectric pH of legume protein (pH =4) (He et al., 2013 ; Overduin et al., 
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2015; Laguna et al., 2017) which could limit the pepsin diffusion within the digesta and its 

subsequent action whatever the type of protein interaction at molecular scale. Besides, pepsin 

has preferential action on peptide bonds located between hydrophobic and aromatic residues 

such as phenylalanine, tryptophan and tyrosine. Most of these residues were quite evenly 

distributed in legume-enriched matrices.  

When comparing the different milk proteins with each other, we observed during in vitro 

digestion the well-known difference in their digestion rate (Boirie et al., 1997a) with casein and 

soluble milk proteins slowly and rapidly digested, respectively. At the end of gastric phase, the 

proteolysis level of casein tended to be slightly higher than that of soluble milk proteins (7% 

versus 6.4%, respectively; p = 0.06). During intestinal phase, the hydrolysis degree of casein 

and soluble milk proteins were comparable up to 92 minutes of total digestion which correspond 

to 30 minutes of intestinal digestion. Then, the hydrolysis level of soluble milk proteins 

continued to increase and became 1.3 fold higher than that of casein which levelled off after 30 

minutes of intestinal digestion. These results are in agreement with He et al. (2013) who showed 

that the hydrolysis degree of whey proteins was three fold higher than that of calcium caseinate 

after 180 minutes of pepsin-pancreatin in vitro protein digestion. Almeida et al. (2015) showed 

also that casein proteins were less digested than whey protein after 3 h of pepsin digestion and 

overnight of pancreatic digestion. Borreani et al. (2017) demonstrated also that proteins broke 

down more slowly in semi-solid dairy product (panna cotta) supplemented with calcium 

caseinate than that in products supplemented with whey proteins during in vitro gastric 

digestion because casein clotting at the gastric pH. In this regard, He et al. (2013) and Overduin 

et al. (2015) attributed the slow digestibility of calcium caseinate to their high viscosity at 

gastric pH due to the formation of particles with a size of about 2000 μm. It has also been shown 

that whey proteins is very resistant to pepsin hydrolysis at acidic pH during gastric digestion 

and less resistant to trypsin hydrolysis, especially after 60 minutes of intestinal digestion 

(Sanchón et al., 2018), which could partly explain the increase in the difference between the 

hydrolysis level of the two milk proteins from 60 minutes of intestinal digestion (Figure 2). 

4.6. SDS-PAGE of cooked re-dried legume enriched pasta and animal protein diets 

after gastric and intestinal digestion 

We evaluated the polypeptide profiles in soluble supernatants of undigested controls (T0), 

gastric (G60) and intestinal (I120) digesta by SDS-PAGE under reducing conditions (Figure 3). 
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Figure 3. Electrophoretic patterns (T = 12%) under reducing conditions of undigested wheat 

semolina, F-flour, L-flour and P-flour (Figure 3.A), of undigested pasta T0 (lanes 2, 4 and 

6, Figure 3.B) and digested pasta G60 after 60 minutes of gastric digestion (lanes 3, 5 and 7, 

Figure 3.B), of digested pasta I120 after 120 minutes of intestinal digestion (lanes 3, 5 and 

7, Figure 3.C), of undigested soluble milk protein and casein diets (lanes 2 and 5, Figure 

3.D), digested soluble milk protein and casein diets G60 after 60 minutes of gastric digestion 

(lanes 3 and 6, Figure 3.D) and of digested soluble milk protein and casein diets I120 after 

120 minutes of intestinal digestion (lanes 4 and 7, Figure 3.D). On the lanes, Mw = molecular 

weight markers; F-flour, L-flour and P-flour = faba bean, lentil and split pea flours, 

respectively; F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil enriched pasta; P-pasta = 

split pea enriched pasta; C = Casein; SMP = Soluble milk proteins; αS2-casein dimers; αS1-2-

, β- and κ-CN = casein monomers; β-LG = β-lactoglobulin; α-LA = α-lactalbumin; Ig = 

immunoglobulin; BSA = bovine serum albumin 

A B 

C D 
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Undigested samples (T0)  

The electrophoretic patterns of wheat semolina and legume flours were evaluated (Figure 

3.A) to determine the origin of wheat-legume mixed pasta bands. For legume flours (Figure 

3.A), bands of molecular weights around 32-46 kDa and 18 and 21.5 kDa, might be attributed 

to acidic and basic legumin subunits, respectively (Marcone et al., 1998; Mession et al., 2017a 

; Jarpa-Parra, 2017). Polypeptides of 12, 14, 16, 29, 50 and 66 and 82 kDa may be ascribed to 

the polypeptide constituents of vicilin and convicilin, respectively (Barać et al., 2011 ; Mession 

et al., 2017a). Polypeptides detected at 24 and 25 kDa and 3.5-6 kDa were assigned to albumin 

according to Croy et al., (1984) and Rubio et al. (2014). For wheat semolina (Figure 3.A), we 

could observe only bands belonging to albumin and globulin fractions that were solubilized in 

SSF. An intense band observed at ∼60 kDa could be assigned to β-amylase(s) of wheat 

semolina (Pasini et al., 2001). Bands detected at molecular weight around 14-16 kDa could be 

attributed to α-amylase/trypsin inhibitors of wheat semolina (Pasini et al., 2001). Wheat 

semolina is composed from other proteins such as low molecular weight (30-80 kDa) and high 

molecular weight (> 80 kDa) glutenins and gliadins (Žilić et al., 2011), but we cannot observe 

these polypeptides in the supernatant of wheat semolina solubilized in SSF as a glutenins and 

gliadins extraction from wheat semolina was not performed before SDS-PAGE analysis. 

The electrophoretic patterns of undigested cooked re-dried legume enriched pasta i.e. F-, L- 

and P-pasta polypeptides are represented in Figure 3.B, lanes 2, 4 and 6, respectively. 

According to SDS-PAGE profiles of wheat semolina and legume flours (Figure 3.A), bands of 

wheat-legume pasta were identified. Polypeptides of F-, L- and P-pasta could be originated 

from legume proteins (albumin and globulin i.e. vicilin, convicilin, acidic and basic legumin 

subunits) or correspond to albumin/globulin provided from wheat proteins. In the 

electrophoretic patterns of F-, L- and P-pasta, we observed bands at (50 kDa and 14.5-16 kDa), 

at (32-46 kDa) and at (18-21.5 kDa) that could be attributed to vicilin, basic and acidic legumin 

subunits, respectively, provided from legume proteins. As these bands could also be observed 

in the polypeptide profile of wheat semolina, so they could be also attributed to 

globulin/albumin provided by wheat proteins. In the electrophoretic patterns of F- and P-pasta 

low molecular weight proteins or peptides at (3.5-6 kDa) were observed. These proteins could 

correspond to albumin provided by faba bean and split pea proteins or globulin/albumin 

provided by wheat proteins. 

Compared to the electrophoretic patterns of legume flours, novel bands could not be 

observed in electrophoretic patterns of legume enriched pasta. Nevertheless, as SDS-PAGE 
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analysis was performed in reducing conditions, interactions involving disulfide bonds between 

wheat proteins and legume proteins cannot be evidenced. 

Regarding milk diet proteins, casein (Figure 3.D, lane 5) was dominated by four main 

adjacent bands corresponding respectively to alpha-s2 (34 kDa), alpha-s1 (31 kDa), beta (28 

kDa), and kappa caseins (25 kDa) and represented 11, 15, 13 and 12% of total polypeptides, 

respectively, according to densitometry analysis (data not shown). Residual beta-lactoglobulin 

(β-lactoglobulin) and alpha-lactalbumin (α-lactalbumin) that remained after soluble milk 

protein depletion from casein could also be observed in the undigested casein diet sample. 

Soluble milk protein diet (Figure 3.D, lane 2) was characterized by more than 10 spots spread 

from high molecular weight (MW) (around 116 kDa), intermediate MW (45-66 kDa) and low 

MW (6-31 kDa). The main bands are α-lactalbumin (14 kDa, 19% of total polypeptides), β-

lactoglobulin (18 kDa, 34% of total polypeptides), bovine serum albumin (66 kDa, 2% of total 

polypeptides), lactoferrin (77 kDa, 3% of total polypeptides) and immunoglobulin (97-116 kDa, 

4% of total polypeptides), according to densitometry analysis (data not shown). 

Gastric digesta (G60) 

In all polypeptide profiles of the gastric phase (Figure 3) the presence of a 38 kDa band 

corresponding to pepsin or human salivary amylase was noticed according to our “blank 

enzyme” sample (results not shown). Regarding the polypeptide profiles of gastric digesta of 

legume enriched pasta (Figure 3.B, lanes 3, 5 and 7), all of the bands present in the undigested 

samples were hydrolyzed, generating peptides of low molecular weight (2.5-10 kDa) regardless 

of the legume type. A slight proportion of higher molecular weight peptide (6-10kDa) was 

detected in F-pasta. Laguna et al. (2017) showed that vicilin and convicilin (7S protein fraction) 

of not processed protein pea isolate remained after 150 minutes of pepsin digestion. Yang et al. 

(2016) and Bryan et al. (2018) showed also that 11S fraction of soybean protein was more 

susceptible to pepsin hydrolysis than 7S protein fraction because of less β-sheet content and 

lower surface hydrophobicity. According to electrophoretic patterns of soybean protein isolate, 

almost all of the bands assigned to 11S protein fraction had disappeared contrary to bands of 

7S protein fraction that remained after 60-120 minutes of pepsin digestion (Yang et al., 2016). 

Interestingly, when autoclave and re-heating treatments were applied, 7S fraction of autoclaved 

pea protein i.e. vicilin and convicilin were hydrolyzed within the first 30 minutes of gastric 

digestion (Laguna et al., 2017). Thermal treatment induces protein denaturation thus increases 

the exposure to pepsin attack of hydrophobic groups initially buried into the globular structure 
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of pea proteins (Laguna et al., 2017). This means that pasta processing i.e. drying, cooking and 

re-drying could be at the origin of the hydrolysis of vicilin proteins after 60 minutes of gastric 

digestion in our legume enriched pasta.  

Main casein subunits were also hydrolyzed and generated peptides of lower molecular 

weight (3-14 kDa) (Figure 3.D, lane 6). Residual β-lactoglobulin and α-lactalbumin, provided 

from soluble milk proteins that remained after their depletion from casein, persisted after pepsin 

digestion. 

For soluble milk protein diet, several bands, observed initially in undigested sample at T0, 

were hydrolyzed after 60 minutes of gastric digestion i.e. three fine bands of close molecular 

weights (34, 32 and 31 kDa) and two bands of higher molecular weight (97.4 and 130 kDa). 

However, most of other soluble milk protein bands persisted after pepsin digestion (Figure 3.D, 

lane 3), notably β-lactoglobulin and α-lactalbumin. The resistance of whey proteins (β-

lactoglobulin and α-lactalbumin) to pepsin hydrolysis has been demonstrated in vitro (Dupont 

et al., 2010b) and in vivo (Bouzerzour et al., 2012). β-lactoglobulin and α-lactalbumin are a 

globular proteins that are resistant to pepsin at acidic environments in stomach, likely due to 

burial of target peptide bonds of particular amino acid residues in their folded structure (Sah et 

al., 2016). These observations are in accordance with Nguyen et al. (2015) who demonstrated 

that 20% of casein proteins were hydrolyzed after 60 minutes of gastric digestion but almost 

no-components of whey proteins. Moreover, Mahé et al. (1996) demonstrated that β-

lactoglobulin empties in its initial form from the stomach at the opposite to casein emptied in 

the form of degraded peptides. 

Intestinal digesta (I120) 

In all samples (Figure 3.C and Figure 3.D), we observed bands corresponding to the digestive 

enzymes i.e. 51 kDa (porcine pancreatic lipase; Sanchón et al., 2018) and/or porcine pancreatic 

alpha amylase (Cozzone et al., 1970); 38 kDa (pepsin or human salivary amylase) and 34 kDa 

(porcine pancreatic enzymes i.e. trypsin), 24–28 kDa (chymotrypsin or elastase), as previously 

observed by other authors (Sanchón et al., 2018). Two minor bands were also detected at 14.4 

and 8 kDa that could be pancreatic enzymes as they were observed only in the blank pancreatic 

sample (results not shown). Apart from enzyme bands that were identified from blank enzymes 

samples, no additional bands were detected for legume enriched pasta, casein or soluble milk 

proteins after 120 minutes of intestinal digestion. Even β-lactoglobulin disappeared (Figure 

3.D, lane 4) which is consistent with Sanchón et al. (2018) and Nguyen et al. (2015) showing a 
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complete hydrolysis after 60 min and 30 minutes, respectively of in vitro intestinal digestion of 

whey proteins. Nguyen et al. (2016) noted also a disappearance of 7S and 11S band proteins 

after 30 minutes of intestinal digestion of soy protein.  

At the end of the intestinal phase (I120) i.e. after 182 minutes of digestion, for all matrices, 

most bands from initial flours were hydrolyzed into small peptides (less than 2.5 kDa) that 

could not be detected by SDS-PAGE. No distinction between samples can be made anymore 

by SDS-PAGE after intestinal phase even if difference in proteolysis degree remained, as for 

example between soluble milk protein and casein diets (83.5 versus 65.5%, respectively). 

Soluble milk protein digestion has probably generated more free amino acids and very low 

molecular weight peptides. Regarding legume enriched pasta, F-pasta presented the highest 

proteolysis level, so we suggest that the hydrolysis of F-pasta proteins generated more free 

amino acids and low molecular weight peptides not detected by SDS-PAGE than L- and P-

pasta but at a smaller extent than animal proteins.  

5. Conclusion 

Varying legume to enrich pasta had a significant impact on their protein network structure 

that further influenced their cooking and rheological proprieties. A difference of digestion 

kinetics was also noticed regarding pasta formulation i.e. a faster kinetics of digestion, 

especially during the intestinal phase were reported for digestibility of faba bean enriched than 

lentil and split pea enriched pasta. However, this difference of hydrolysis level remained 

smaller than between casein and soluble milk proteins at the end of intestinal phase i.e. after 

182 minutes of buccal-gastrointestinal digestion. These differences could be due to a 

cumulative effect of covalently linked proteins and probably lower presence of preferential 

cleavage sites of proteolysis digestives enzymes that could affect negatively protein digestion 

of legume enriched pasta compared to animal proteins and could differentiate digestibility 

between different types of pasta. These new findings might be useful in designing and selection 

of plant-based food matrices to optimize food intake for elderlies. 
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Conclusion 

La modification de la formulation des pâtes a un impact significatif sur la structure de leur 

réseau de protéines, celui-ci influençant leurs propriétés culinaires, rhéologiques et 

nutritionnelles notamment la digestibilité des protéines mesurée in vitro. La pâte mixte 

blé/fèverole plus riche en protéines liées par des interactions faibles (électrostatiques, 

hydrophobes et hydrophiles) est mieux digérée que les pâtes mixtes blé/lentille et blé/pois cassé 

plus riches en protéines liées par des interactions covalentes. De plus, les degrés d’hydrolyse 

des protéines des pâtes enrichies en légumineuses en fin de phases gastriques et intestinales 

sont inférieurs à ceux des protéines laitières. Ce résultat peut être expliqué en partie par une 

différence de structure du réseau protéique puisque les protéines laitières sont plus liées par des 

interactions faibles. Les caractéristiques culinaires et rhéologiques des pâtes dépendent aussi 

du type de légumineuse. La fermeté des pâtes enrichies en lentille est la plus élevée en raison 

d’une absorption d'eau plus faible et d’un réseau protéique plus lié par des ponts disulfures par 

rapport aux pâtes enrichies en fèverole et en pois cassé. Ces résultats pourraient être utiles pour 

la conception et la sélection des matrices alimentaires à base de protéines de légumineuses 

pouvant être proposées aux personnes âgées dans le but d'optimiser leurs apports alimentaires.
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Chapitre 3. Pâtes alimentaires enrichies en légumineuses : Influence de la formulation 

sur le métabolisme protéique du rat âgé 

L’étude précédente a montré que la formulation des pâtes alimentaires enrichies en farine de 

légumineuses peut influencer la structure du réseau protéique et la digestion in vitro des 

protéines. Cette étude a pour objectif d’évaluer l’effet de la formulation sur la digestion in vivo 

des protéines et d’étudier l’impact de la consommation de ces pâtes alimentaires mixtes sur le 

métabolisme protéique chez des rats âgés. L’effet des protéines contenues dans les pâtes sera 

comparé à celui à de protéines animales de référence. La composition corporelle des rats, la 

digestibilité des protéines alimentaires, la capacité de rétention protéique, ainsi que la synthèse 

et l’accrétion protéiques musculaires ont été évaluées chez les rats âgés suite à la consommation 

pendant six semaines des pâtes alimentaires enrichies en légumineuses ou de régimes 

isoprotéiques composés de protéines de source animale.  
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Publication 2. Efficacy of wheat-legume mixed pasta on protein metabolism in old rats  

Cette étude fait l’objet d’une publication scientifique en cours de finalisation pour soumission 

au journal de Nutrients. 
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Abstract 

Altered muscle anabolic response to food intake that appears during aging, plays a key role in 

developing of sarcopenia. As a consequence, it is needed to optimize dietary protein quality to 

overcome this phenomenon. The higher ability of animal proteins to enhance muscle protein 

synthesis than plant proteins is well documented. However, blending different plant-based 

proteins is expected to compensate the lower anabolic capacity of plant-based proteins 

compared to animal-based protein sources. The objective of this work was to evaluate dietary 

protein quality of legume enriched pasta produced from wheat and different legume flours, i.e. 

faba bean, lentil or split pea, and the impact of their assimilation on protein metabolism in old 

sarcopenic rats compared to dietary animal proteins. 43 male Wistar rats (22-month-old) 

consumed ad libitum isoproteic and isocaloric diets containing legume enriched pasta or animal 

proteins, i.e. casein or soluble milk protein (SMP), for 6 weeks. Body composition was assessed 

using EchoMRI. Protein quality indexes were evaluated using consumed and excreted nitrogen. 

Muscle protein synthesis rate was evaluated by the flooding dose method using 13C-valine as 

isotopic tracer. Protein digestibility of SMP and casein were 5% higher compared to faba bean 

and split pea enriched pasta and 14% higher compared to lentil enriched pasta in old rats (p-

value < 0.05). Following the intake of the different legume-enriched pasta, net protein 

utilization was the same regardless of the type of legume flour and was equivalent to that of 

casein. Net protein utilization was higher (p-value < 0.05) following SMP consumption as 

compared to the other groups. Muscle protein synthesis rate was comparable in legume enriched 

pasta groups and casein group but lower than in the SMP group (p-value < 0.05). This appears 

to be due to the high anabolic capacity due to the leucine content and to the rapid assimilation 

of SMP. After legume enriched pasta intake, muscle mass, muscle protein accretion and muscle 

protein anabolism efficiency were comparable to that of casein and SMP groups in old rats (p-

value > 0.05). To conclude, blending wheat and legume in pasta could be a nutritional strategy 

to improve the protein quality of pasta for older people. In order to prevent health risks 

associated with an over consumption of animal products, this plant-based food could be an 

alternative to animal proteins for elderly subjects suffering from sarcopenia. 

Key words: sarcopenia, skeletal muscle, legume enriched pasta, faba bean, lentil, split pea, 

protein quality indexes, protein synthesis rate. 
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1. Introduction 

Sarcopenia is a syndrome characterized by a progressive and generalized loss of skeletal 

muscle mass and strength with a risk of adverse effects such as physical disability, metabolic 

abnormalities, poor quality of life and increased risk of death (Cruz-Jentoft et al., 2010). The 

mechanisms responsible for sarcopenia are numerous and still partly described, but an alteration 

of muscle anabolic response to amino acids and insulin that appears during aging, plays a key 

role (Dardevet et al., 2000 ; Volpi et al., 2000 ; Guillet et al., 2004a ; Guillet et al., 2004b). To 

overcome this phenomenon called anabolic resistance (Dardevet et al., 2012) and to mitigate 

age related muscle loss, it is recommended to increase protein intake for old people at 1 to 1.2 

g/kg body weight/d (Bauer et al., 2013 ; Traylor et al., 2018) and also to optimize quality of 

dietary protein intake to be adapted to the needs of older people (Walrand and Boirie, 2005). 

Several studies reported the high ability of proteins derived from animal sources, i.e. meat, egg, 

milk and its constitutive proteins (casein and whey proteins), to enhance muscle protein 

synthesis rate (reviewed by van Vliet et al., 2015 ; Gorissen and Witard, 2018). Nevertheless, 

the consumption of animal products is generally reduced with advancing age because of a 

reduced chewing efficiency, a blunted appetite for protein foods and socio-economic problems. 

Moreover, it has been reported that an excessive consumption of animal-based foods could 

increase the risk of cardiovascular diseases, mainly due to the high saturated fat intake (Artaud-

Wild et al., 1993 ; Bernstein et al., 2010 ; Pan et al., 2012). It is therefore necessary to find new 

protein sources with characteristics adapted to the needs of the elderly. To prevent health risk 

associated to animal products consumption, favoring vegetable sources in dietary food intake 

could be a promoting strategy in particular for older people, as plant-based protein sources are 

rich in fibers, micro constituents and have antioxidant proprieties (Asif et al., 2013 ; Zhu et al., 

2018). 

Several studies have evaluated the effect of plant-based sources, i.e. raw faba beans 

(Martínez and Larralde, 1984a; b ; Martínez et al., 1987), raw peas, cooked lentils or cooked 

beans (Martinez et al., 1995 ; Pirman et al., 2001 ; Alonso et al., 2002 ; Combe et al., 2004 ; 

Pirman et al., 2006), soy proteins (Deutz et al., 1998 ; Bos et al., 2003 ; Luiking et al., 2005 ; 

Hartman et al., 2007 ; Wilkinson et al., 2007 ; Tang et al., 2009 ; Norton et al., 2012 ; Kanda et 

al., 2016 ; Wróblewska et al., 2018) and wheat proteins (Norton et al., 2012) on protein 

assimilation in young or old rats, pigs or Humans and have compared it with animal sources. 

All of these studies reported the positive effect of animal proteins, i.e. milk, casein and whey 



                                                                                                                    Résultats. Chapitre 3 
 

108 
 

proteins, on protein metabolism in young animals or Humans compared to plant based protein 

sources regardless of their form (raw or cooked seeds, protein isolate or hydrolysate). Fewer 

studies have been carried out in old rats or older subjects evaluating the effect of plant-based 

meal consumption (Pannemans et al., 1998), wheat protein hydrolysate (Gorissen et al., 2016) 

and soy protein isolate (Yang et al., 2012 ; Mitchell et al., 2015) on protein metabolism. For 

instance, Yang et al. (2012) have shown that in resting conditions muscle protein synthesis rate 

was 40% lower in elderly subjects after soy protein intake than after the ingestion of the same 

amount of whey protein. In this regard, Gorissen et al. (2016) have also shown that muscle 

protein synthesis rate was 30% lower in older men after the ingestion of 35 g of wheat protein 

than after the ingestion of an equal amount of casein. 

Overall, regardless of the age, most of these studies demonstrated a reduced ability of plant-

based protein sources in enhancing protein metabolism at the whole body or muscle level in 

animals and Human compared to animal-based proteins. 

This difference could be explained by the fact that plant-derived proteins could exhibit 

lower digestibility (FAO, 2013a) and contain relatively lower content of indispensable and 

biologically active amino acids, e.g. leucine, than animal proteins (Gorissen and Witard, 2018). 

Plant-based proteins are also known to be deficient in certain indispensable amino acids i.e. 

lysine, methionine and/or tryptophan (Boye et al., 2010) which could limit in vivo protein 

synthesis.  

Theoretically, blending different plant-based proteins could compensate the lower anabolic 

capacity of these protein sources (Gorissen and Witard, 2018). Hence, the combination of 

various plant-based protein sources such as cereals (deficient in lysine and threonine) and 

legumes (deficient in sulfur amino acids) could ensure complementarity of amino acids, in 

particular indispensable amino acids, in regard to the body needs (Duranti, 2006). In this regard, 

Márquez-Mota et al. (2016) have evaluated the effect of cereal and legume protein blends, i.e. 

corn protein isolate-soy protein isolate and corn protein isolate-black bean protein concentrate, 

on anabolic signaling pathway involved in protein synthesis in young rats, demonstrating the 

positive effect of plant protein blends compared to plant protein source alone. Torres et al. 

(2006, 2007b; a), Laleg et al. (2018) and Giménez et al. (2016) have also demonstrated the 

beneficial effect of a 10-35% legume flour incorporation in wheat pasta and 30% legume flour 

incorporation in corn pasta on protein digestibility and net protein utilization in young rats. 
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However, to our knowledge nutritional benefits of such combination in older subjects has never 

yet been studied.  

The aim of our study was to evaluate the efficiency of plant-based protein sources, i.e. 

wheat pasta enriched with different legume flours (faba bean, lentil or split pea), on protein 

digestibility and metabolism in old rats, i.e. protein retention, muscle protein synthesis rate and 

muscle protein accretion compared to animal proteins.  

For this purpose, wheat pasta enriched with faba bean, lentil or split pea flours were 

prepared according to the industrial steps of the pasta production (hydration, mixing, extrusion, 

drying) (Laleg et al., 2016b) followed by cooking and drying steps in order to have a material 

ready to be consumed by rats. In a second time, protein quality indexes of legume enriched 

pasta were evaluated. Body composition, liver and muscle protein content, muscle protein 

synthesis rate were measured in old rats fed wheat pasta enriched with legume flours compared 

to high nutritional value animal proteins i.e. slow digestive protein (casein) and fast digestive 

protein (soluble milk proteins SMP).  

2. Materials and methods 

2.1. Raw material of pasta 

Faba bean (Vicia faba), lentil (Lens culinaris) and split pea (Pisum Sativum L.) flours were 

supplied by (GEMEF industries, Aix-en-Provence, France), (Celnat, Auvergne, France) and 

(Moulin des Moines, Krautwiller, France), respectively. Wheat (Triticum durum) semolina was 

provided by Panzani (Marseille, France). 

2.2. Pasta manufacturing  

Pasta were produced at the Join Research Unit IATE (SupAgro-INRA-UM-CIRAD, 

Montpellier, France) and carried out according to the following steps of the pastification 

process: hydration, mixing and extrusion (40°C) in a pilot press (Bassano, Lyon, France) and 

drying at low temperature (55°C, 15 h) in a pilot drier (AFREM, Lyon, France) (Laleg et al., 

2016b). 

Pasta were then cooked at their own optimal cooked time (OCT) + 1 minute to allow a 

complete starch gelatinization, then dried at low temperature (40°C, 24 h) and ground in order 

to have a material ready to be consumed by rats. 
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Three isoproteic (21%db) legume enriched pasta were manufactured: 

- Pasta with 38% wheat semolina and 62% faba bean flour (F-pasta) 

- Pasta with 35% wheat semolina and 65% lentil flour (L-pasta) 

- Pasta with 21% wheat semolina and 79% split pea flour (P-pasta) 

2.3. Diet manufacturing 

Diets were manufactured by UPAE (Unité de Préparation des Aliments Expérimentaux, 

INRA, Jouy-en-Josas, France). Legume enriched pasta produced by the IATE (SupAgro-INRA-

UM-CIRAD, Montpellier, France), casein and SMP provided from Lactalis (Torcé, France) 

were incorporated into diets. The composition of the diets was calculated in such a way that 

diets made with legume enriched pasta and control diets (casein and SMP) are isoproteic (same 

protein content) and isocaloric and all diets have the same amount of minerals and vitamins. 

Amino acid levels of diets were analyzed by Agrobio laboratory (Rennes, France) according to 

the method published in Commission Regulation (EC) No 152/2009. 

2.4. Animals and experimental protocols  

All facilities and procedures were approved by the institution’s animal ethics committee 

CEMEAA (Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale Auvergne; permission 

number 5535-20160601140512) and were used in accordance with the European guidelines for 

the care and use of laboratory animals (2010-63UE). All experiments were conducted to avoid 

animal discomfort and to minimize animal pain and distress. 43 old (22-month-old) male Wistar 

rats were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle, France). Rats were housed individually 

with free access to water in the animal facility of the research unit (Agreement N°: D6334515), 

and kept under controlled conditions light-dark cycle of 12 hours with lights on at 08:00 a.m, 

temperature between 20°C and 22°C).  

After a week of acclimatization, animals were randomly divided into five groups. Two 

groups of rats fed a control diet containing casein or SMP (n = 9 per group) as the sole source 

of protein and three groups of rats fed a diet made with legume enriched pasta i.e. faba bean 

enriched pasta (F-pasta, n = 9), or lentil enriched pasta (L-pasta, n = 8) or split pea enriched 

pasta (P-pasta, n = 8) as the sole source of protein for each group. All diets were isocaloric and 

isoproteic (Table 1) and given for 6 weeks. 
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The body weight and food intake were measured weekly. At the end of the experiment, rats 

were anesthetized and killed by exsanguination. Blood samples were collected, plasma and 

serum were then separated and frozen at -80°C until analysis. Plantaris, soleus, tibialis, 

gastrocnemius and quadriceps muscles of the anterior two legs were quickly removed, 

weighed, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Liver, heart, intestine, perirenal and 

subcutaneous adipose tissues were collected, weighed, frozen in liquid nitrogen and stored at -

80°C. 

2.5. Body composition 

Body composition (fat and lean mass) of non-anesthetized living rats was measured at the 

beginning, at the middle (after 3 weeks) and at the end of the study (after 6 weeks) using 

EchoMRI (Echo Medical Systems, Houston, TX). Rats have been fasted about 12 hours before 

the measurement with unlimited access to drinking water. Results are expressed in lean mass 

gain and fat mass gain. For instance, lean mass gain was calculated as the difference of lean 

mass between the beginning and the end of the study reported to initial lean mass of old rats. 

2.6. Dietary protein quality indexes 

The rats were placed in metabolic cages for the 4 last days of experiment with facilities for 

separating urine and feces matter collection. Urine and feces were collected to quantify excreted 

nitrogen according to Dumas’ method (Dumas, 1962) at Institut UniLaSalle (Beauvais, France) 

and to evaluate protein quality parameters. Nitrogen balance, apparent digestibility and true 

digestibility, net protein utilization and biological value were calculated according to these 

equations (Eq. 1-5; Proll et al., 1998): 

Nitrogen balance (g) = ingested nitrogen − (fecal nitrogen + urinary nitrogen) (Eq. 1) 

Apparent digestibility (%) =
ingested nitrogen − fecal nitrogen 

ingested nitrogen
× 100 (Eq. 2) 

True digestibility (%) =
ingested nitrogen−(fecal nitrogen−fecal endogenous nitrogen)

ingested nitrogen
 × 100 

(Eq. 3) 

Net protein utilization (%) = 

ingested nitrogen −(fecal nitrogen+urinary nitrogen−fecal endogenous nitrogen−urinary endogenous nitrogen)

ingested nitrogen
×

100 (Eq. 4) 

Biological value (%) = 
Net protein utilization 

True digestibility
× 100 (Eq. 5) 
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Fecal and urinary endogenous nitrogen were deduced from an old rats group that received a 

nitrogen free diet for one week. 

 

2.7. Tissue protein extraction and content 

Total proteins were extracted from 50 mg of plantaris, tibialis, gastrocnemius and liver in 

500 μL extraction buffer SET (0.25 M Sucrose, 2 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7.4). After 

homogenization with Mini bead beater® (BioSpec Products, Barlesville, OK), the homogenate 

was removed, transferred to a hemolysis tube and sonicated 3 times for 10 s at 70% of maximal 

power (Vibracell 75185, VWR International, Radnor, Pennsylvanie, US). A colorimetric 

protein assay was carried out after protein extraction. Samples and a standard range, made from 

bovine serum albumin (BSA), were deposited on a 96-well microplate. A bicinchoninic acid 

reagent of Micro BCA protein assay kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) was also 

added. Protein concentration was estimated as BSA equivalent and measured at a wavelength 

of 562 nm using a microplate reader (Microplate Spectrophotometer Epoch Biotek, Winooski, 

VT) after incubation for 1 h at 37°C without agitation. Total protein content in muscle and liver 

was expressed in mg of proteins. Tissue protein anabolism efficiency was also calculated 

according to Mantha et al. (2018) and defined as the ratio of tissue protein content relative to 

cumulative protein intake over the 6 weeks diet period. 

2.8. Protein synthesis rate in plantaris muscle 

To evaluate muscle protein synthesis, absolute synthesis rate (ASR) of protein was 

evaluated in the plantaris muscle using the flooding dose method i.e. flooding the precursor 

pool for protein synthesis (Salles et al., 2017). After an overnight of food deprivation at the end 

of the experiment, the rats received a subcutaneous injection of the L[1-13C]valine (Eurisotop 

Saint-Aubin, France) (50% mol excess, 300 μM/100g). The incorporation time of the tracer was 

50 min. A 50 mg sample of plantaris muscle was used for analysis. Protein were hydrolyzed (6 

N HCl, 110°C, 24 h) then amino acids were derivatized. L[1-13C]valine enrichment was 

measured in hydrolyzed proteins using gas chromatography-combustion-isotope ratio mass 

spectrometry (Gas System; Fisons Instruments, VG Isotech, Middlewich, UK). L[1-13C]valine 

enrichments in tissue fluid were evaluated using gas chromatography-mass spectrometry 

(Hewlett-Packard 5971A; Hewlett-Packard Co., Palo Alto, CA). ASR was calculated according 

to fractional synthesis rate (Salles et al., 2017) and total muscle protein content using the 

following equation: ASR (mg/h) = (Ei × 100) × P × M / (Ep × t) (Eq. 6) where Ei is the 
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enrichment as atom percent excess of L[1-13C]valine derived from valine from proteins at time 

t (minus basal enrichment), Ep is the mean enrichment in the precursor pool (tissue fluid L[1-

13C]valine), t is incorporation time in hours, P is protein content in muscle in mg per mg of 

muscle and M is muscle mass in mg. Data are expressed in mg of total protein synthesis per 

hour. 

3. Statistical Analysis 

Variance analysis (ANOVA) and PLSD test of Fisher (Protected Least Significant 

Difference test) were used to determine significant differences between groups. Differences 

were considered significant when values of p-value < 0.05. Statistical analysis of data was 

performed using the StatView® software (SAS, Inc. Intitute, Release 5, 1992-82). 

4. Results 

4.1. Composition of the diets 

All diets were isocaloric, isoproteic and have the same mineral and vitamin content (Table 

1). Amino acid composition of the diets is given in Table 2. Globally, legume enriched pasta 

have a comparable indispensable amino acid composition, except for aromatic amino acid 

(tyrosine + phenylalanine), branched chain amino acid and lysine contents which were slightly 

higher in L-pasta and P-pasta than in F-pasta. Proteins from legume enriched pasta were 

characterized by a different amino acid composition compared to animal protein diets. Casein 

and SMP diets were about 2 fold richer in sulfur amino acids and about 1.2 fold richer in 

branched chain amino acid than legume enriched pasta. However, legume enriched pasta were 

2 fold and about 3 fold richer in glycine and arginine, respectively, than casein and SMP diets.  
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Table 1. Chemical composition of legume enriched pasta and experimental diets 

Pasta composition    F-pasta L-pasta P-pasta 

Protein (%, db)   21.2 21.2 21.5 

Total starch (%, db)   64.4 59.1 58.5 

Total fibers (%, db)   7.4 11.7 10.4 

Lipid (%, db)   1.4 1.6 2.6 

TIA (mg/g, db)¤   0.33  0.40  0.38  

Diet ingredients (g) Casein SMP F-pasta L-pasta P-pasta 

Casein 18.2     

SMP  18.2    

F-pasta   90   

L-pasta    90  

P-pasta     90 

Native starch (corn)  64.7 64.7 1.2 1.2 1.2 

Cellulose 6.6 6.6    

Lipid (soy) 6 6 4.3 4.3 4.3 

Minerals 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 

Vitamins 1 1 1 1 1 

Total diet ingredients (g) 100 100 100 100 100 

Diet composition (wt%)* Casein SMP F-pasta L-pasta P-pasta 

Protein (%) 16.4 16.4 16.7 16.8 17.0 

Carbohydrate (%) 61.6 61.6 57.9 57.1 55.5 

Lipid (%) 6 6 5.4 5.6 6.4 

Energy (Kcal/100g) 366 366 347 346 348 

F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil enriched pasta; P-pasta = split pea enriched 

pasta; SMP = soluble milk proteins; wt% = percentage by weight (%, wt/wt); db = dry basis; 

¤TIA = Trypsin inhibitor activity (values in mg/g dry basis) determined according to the 

standardized method ISO 14902 (2009). *Proteins provided from 90 g of legume enriched pasta 

and determined by Kjeldahl procedure (NF V 03–050, 1970). *Carbohydrates of legume 

enriched pasta diets were calculated from carbohydrates added to diet i.e. native starch corn and 

carbohydrates provided from legume enriched pasta i.e. total starch, determined using an 

enzymatic assay kit (Megazyme, Co. Wicklow, Ireland; AACC method 76–13.01) and total 

fiber determined according to AOAC 991-42 (for soluble fiber) and AOAC 9933-19 (for 

insoluble fiber) methods. *Lipids of legume enriched pasta diets were calculated from lipid 

added to diet i.e. soy oil and lipids provided from legume enriched pasta determined according 

to arrêté 08-09-1977. 
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Table 2. Amino acid composition of diets 
 

Amino acid content (mg/g protein) 

Animal proteins Legume enriched pasta 

 
Casein SMP1 F-pasta L-pasta P-pasta 

Aspartic acid 66.9 113.7 97.3 102.8 109.1 

Threonine 39.5 50.5 37.0 37.2 38.3 

Serine 51.2 45.1 53.1 54.9 52.4 

Glutamic acid 213.8 171.4 223.5 215.8 202.4 

Proline 102.5 46.0 63.9 61.0 54.2 

Glycine 17.7 19.8 42.5 41.0 43.3 

Alanine 28.9 47.8 42.0 42.0 44.3 

Valine 65.9 51.4 48.2 49.7 49.5 

Sulfur AA 45.7 51.4 26.3 26.1 26.0 

Aromatic AA 88.2 72.2 74.1 81.4 83.4 

Isoleucine  48.5 50.5 43.1 45.2 45.5 

Leucine 87.7 120.3 79.1 80.3 78.9 

Lysine 74.9 96.5 54.0 57.2 67.0 

Histidine 26.1 20.0 26.9 25.3 25.1 

Arginine 31.9 22.6 80.0 72.8 73.9 

Tryptophane 10.6 20.7 9.0 7.5 7.1 

BCAA 202.1 222.2 170.4 175.2 173.9 

IAA 487.1 533.5 397.7 409.9 420.8 

1Amino acid composition of casein and legume enriched pasta diets was determined by Agrobio 

(Rennes, France) according to the method published in Commission Regulation (EC) No 

152/2009. Amino acid composition of SMP was calculated from Babault et al. (2014); F-pasta 

= faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil enriched pasta; P-pasta = split pea enriched pasta; 

AA = amino acid; Sulfur AA = methionine + cysteine; Aromatic AA = tyrosine + 

phenylalanine; BCAA = branched chain amino acid; IAA = indispensable amino acid; SMP = 

soluble milk proteins 
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4.2. Body Composition 

To evaluate body composition of old rats, body weight, fat mass and lean mass gains were 

calculated and were higher in rats consuming SMP and legume enriched pasta compared with 

those consuming casein (Table 3). In old rats, fat free mass was increased for all diets at 

different extent but the difference between groups was not statistically significant (p-value = 

0.15). The increase in fat free mass observed after consumption of F-pasta (4.4 ± 1.6%) and L-

pasta (5.1 ± 1.0%) diets were higher than that of casein (0.3 ± 1.7%) and comparable to that of 

SMP diet (4.5 ± 1.3%). The increase in fat mass following the consumption of SMP tented to 

be higher (14.9 ± 7.8%) than that obtained after consumption of F-pasta (3.6 ± 3.0%) and L-

pasta (1.2 ± 6.4%) diets (p-value = 0.13; p-value = 0.08, respectively) and significantly higher 

than that of casein (-8.7 ± 4.3%) and P-pasta (-3.6 ± 3.4%) groups (p-value < 0.05) after 6 weeks 

of diet. As a result, body weight was increased in legume enriched pasta and SMP diets and 

decreased in casein group (p-value < 0.05). 

Table 3. Body composition of old rats after 6 weeks of diets 

 
Casein SMP F-pasta L-pasta P-pasta p-value 

∆BW (%) -2.3 ± 1.8 a 5.6 ± 2.6 b 2.9 ± 1.4 b 2.7 ± 1.5 b 0.9 ± 0.8 ab 0.04 

∆FM (%) -8.7 ± 4.3 a 14.9 ± 7.8 b 3.6 ± 3.0 ab 1.2 ± 6.4 ab -3.6 ± 3.4 a 0.04 

∆FFM (%) 0.3 ± 1.7 a 4.5 ± 1.3 b 4.4 ± 1.6 b 5.1 ± 1.0 b 3.3 ± 1.3 ab 0.15 

Results are expressed as mean ± SEM. Means with the same letters within a line are not 

significantly different (p-value > 0.05). F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil 

enriched pasta; P-pasta = split pea enriched pasta; SMP = soluble milk proteins; ∆BW = body 

weight gain; ∆FM = fat mass gain; ∆FFM = fat free mass gain 

4.3. Evaluation of dietary protein quality by nitrogen balance 

Protein quality indexes are given in Table 4. Food intake was calculated during the 6-week 

period and was not different between groups (data not shown). The fecal nitrogen content to 

nitrogen intake ratio was 1.4 fold higher in rats consuming F-pasta and P-pasta, and 2 fold 

higher in rats consuming L-pasta, compared to those fed casein and SMP diets (p-value < 

0.001). Feeding SMP or L-pasta induced an equivalent urinary nitrogen content to nitrogen 

intake ratio in old rats and that was 29% lower than casein and F-pasta (p-value < 0.05) and 

slightly lower than P-pasta diets (-12%, p-value = 0.14). 
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Nitrogen balance, i.e. the difference between nitrogen intake and nitrogen losses considering 

urinary and fecal routes was higher in rats fed SMP diet compared to those fed casein diet (0.79 

± 0.10 g vs. 0.43 ± 0.11 g, respectively, p-value < 0.01). Nitrogen balance was in the same 

range in rats fed either casein or fed legume enriched pasta. Further, nitrogen balance was not 

significantly different in rats fed SMP diet compared to L-pasta (0.68 ± 0.09 g) and to lesser 

extent to P-pasta (0.53 ± 0.09 g; p-value = 0.06). 

The apparent digestibility considers all digestive phenomena concerning protein digestion 

as endogenous nitrogen was included in the losses. Apparent digestibility was equivalent in 

SMP and casein groups and was 5% higher in these two groups than in the F-pasta and P-pasta 

groups and 14% higher than in the L-pasta group (p-value < 0.001). True digestibility considers 

the specific digestion of the dietary protein. As for apparent digestibility, true digestibility was 

significantly higher in rats fed animal source proteins (casein and SMP proteins) than those fed 

legume enriched pasta with a higher extent for L-pasta (p-value < 0.001).  

Net protein utilization (NPU) is the ratio of retained nitrogen to ingested nitrogen. For old 

rats, after 6 weeks of diet, the net protein utilization in rats consuming SMP diet was 39% higher 

as compared to the casein group (p-value = 0.01). Regarding legume enriched pasta, net protein 

utilization was equivalent to casein group but lower than in the SMP group (p-value < 0.05). 

The biological value (BV) is the ratio of retained nitrogen to absorbed nitrogen. Biological 

value of SMP (BV = 63.9 ± 3.9%) was 37% higher compared to casein (BV = 46.6 ± 5.7%; p-

value = 0.01). Overall, the biological value of legume enriched pasta was in the same range as 

of casein. Compared to SMP, biological value tended to be lower for P-pasta (BV = 49.7 ± 

5.8%; p-value = 0.06) and was significantly lower for F-pasta (BV = 42.6 ± 5.0%; p-value < 

0.01). Biological value of L-pasta (BV = 56.7 ± 4.9%) was not different in comparison with 

SMP.  
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Table 4. Dietary protein quality evaluation using the nitrogen balance method in old rats after 

6 weeks of diet. 

 
Casein SMP F-pasta L-pasta P-pasta p-value 

FN/NI 0.11 ± 0.01 a 0.09 ± 0.01 a 0.14 ± 0.01 b 0.21 ± 0.02 c 0.14 ± 0.01 b <0.001 

UN/NI 0.67 ± 0.06 a 0.47 ± 0.04 b 0.65 ± 0.05 a 0.47 ± 0.04 b 0.58 ± 0.05 ab 0.01 

NB (g) 0.43 ± 0.11 a 0.79 ± 0.10 b 0.42 ± 0.08 a 0.68 ± 0.09 ab 0.53 ± 0.09 ab 0.03 

AD (%) 88.83 ± 0.59 a 91.26 ± 0.70 a 86.15 ± 0.97 b 79.19 ± 1.68 c 86.13 ± 0.67 b <0.001 

TD (%) 97.61 ± 0.75 a 98.67 ± 0.74 a 92.85 ± 0.97 b 85.44 ± 1.90 c 93.02 ± 0.84 b <0.001 

NPU (%) 45.44 ± 5.62 a 63.21 ± 4.15 b 39.23 ± 4.24 a 48.67 ± 4.72 a 46.16 ± 5.27 a 0.01 

BV (%) 46.60 ± 5.69 a 63.92 ± 3.90 b 42.56 ± 4.99 a 56.69 ± 4.94 ab 49.72 ± 5.81 ab 0.04 

Results are given as mean ± SEM. Means with the same letters within a line are not significantly 

different (p-value > 0.05). F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil enriched pasta; 

P-pasta = split pea enriched pasta; SMP = soluble milk proteins; NI = nitrogen intake; FN = 

fecal nitrogen; UN = urinary nitrogen; NB = nitrogen balance; AD = apparent digestibility; TD 

= true digestibility; NPU = net protein utilization; BV= biological value. 

4.4. Tissue weight, protein content and protein anabolism efficiency 

Tissue weights are given in Table 5. As expected, total skeletal muscle mass (the sum of 

plantaris, soleus, tibialis, gastrocnemius, and quadriceps weights) tended to be higher in old 

rats fed SMP than those fed casein (p-value = 0.07). Skeletal muscle mass of rats fed legume 

enriched pasta were equivalent compared to those fed casein and even equivalent to those fed 

SMP diets for L-pasta and P-pasta. For example, plantaris muscle mass in SMP group (428 ± 

23 mg) tended to be higher compared to casein group (341 ± 28 mg) and F-pasta group (329 ± 

35 mg) and was equivalent compared to P-pasta (366 ± 19 mg) and L-pasta (390 ± 17 mg) 

groups (p-value = 0.07). Liver weight was unchanged between groups (p-value = 0.57). Adipose 

tissue weight, the sum of subcutaneous and perirenal adipose tissues, was equivalent in rats fed 

legume enriched pasta diets compared to SMP and casein groups (p-value = 0.80). Intestine 

weight was unchanged between groups (p-value = 0.98). 

Tissue protein contents and protein anabolism efficiency were determined for plantaris, 

gastrocnemius, tibialis and liver (Table 6). Protein content in plantaris muscle of SMP group 

(50.33 ± 4.66 mg protein) tended to be higher compared to casein group (32.43 ± 4.24 mg 

protein) and F-pasta group (35.97 ± 4.58 mg protein) and was equivalent compared to P-pasta 
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(38.57 ± 2.99 mg protein) and L-pasta (46.03 ± 6.57 mg protein) groups (p-value = 0.06). 

Protein anabolism efficiency in plantaris, gastrocnemius and tibialis muscles after the 

consumption of legume enriched pasta groups was equivalent compared to casein and SMP 

groups (p-value > 0.05). 

Liver protein content tended to be higher in legume enriched pasta groups in particular P-

pasta group (3.12 ± 0.12 g protein) than in casein and SMP groups (2.45 ± 0.11 and 2.58 ± 0.18 

g protein, respectively, p-value = 0.06). Liver protein anabolism efficiency was higher in P-

pasta group (2.4 ± 0.1%) than casein and SMP groups (2.0 ± 0.2 and 1.8 ± 0.1%, respectively, 

p-value = 0.05). 

Table 5. Tissue mass in old rats after 6 weeks of diet.  

 
Casein SMP F-pasta L-pasta P-pasta p-value 

Plantaris (mg) 341 ± 28 a 428 ± 23 b 329 ± 35 a 390 ± 17 ab 366 ± 19 ab 0.07 

Soleus (mg) 207 ± 9 a 249 ± 10 b 218 ± 19 ab 233 ± 14 ab 220 ± 11 ab 0.23 

Tibialis (mg) 595 ± 51 a 773 ± 35 b 601 ± 67 ac 745 ± 49 bc 703 ± 48 abc 0.06 

Gastrocnemius (g) 1.6 ± 0.1 a 2.0 ± 0.1 b 1.6 ± 0.2 a 1.9 ± 0.1 ab 1.8 ± 0.1 ab 0.09 

Quadriceps (g) 2.9 ± 0.2 a 3.7 ± 0.2 b 3.1 ± 0.3 ac 3.6 ± 0.1 bc 3.2 ± 0.2 abc 0.07 

TMM (g) 11.4 ± 0.6 a 14.3 ± 0.7 b 11.7 ± 1.2 a 13.5 ± 0.5 ab 12.7 ± 0.8 ab 0.07 

Heart (g) 1.60 ± 0.05 a 1.78 ± 0.04 b 1.67 ± 0.05 ab 1.75 ± 0.07 ab 1.66 ± 0.05 ab 0.13 

Liver (g) 11.9 ± 0.5 a 12.7 ± 0.7 a 13.1 ± 0.7 a 12.4 ± 0.8 a 13.2 ± 0.4 a 0.57 

AT (g) 17.2 ± 2.2 a 21.9 ± 4.4 a 20.5 ± 2.7 a 18.9 ± 2.4 a 18.2 ± 2.4 a 0.80 

Intestine (g) 5.5 ± 0.4 a 5.6 ± 0.4 a 5.3 ± 0.3 a 5.4 ± 0.3 a 5.5 ± 0.4 a 0.98 

 Results are given as mean ± SEM. Means with the same letters within a line are not 

significantly different (p-value > 0.05). F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil 

enriched pasta; P-pasta = split pea enriched pasta; SMP = soluble milk proteins; TMM = total 

muscle mass, AT = adipose tissue (the sum of perirenal and subcutaneous adipose tissues)  
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Table 6. Tissue protein content in old rats after 6 weeks of diet.  

 Casein SMP F-pasta L-pasta P-pasta p-value 

Tibialis       

Total protein 

content, mg* 
102.6 ± 10.6 a 108.5 ± 4.8 a 89.7 ± 10.86 a 104.1 ± 14.13 a 116.6 ± 7.3 a 0.43 

Protein anabolism 

efficiency (%) 
0.081 ± 0.009 a 0.077 ± 0.005 a 0.010 ± 0.004 a 0.012 ± 0.005 a 0.008 ± 0.003 a 0.66 

Gastrocnemius       

Total protein 

content, mg* 
230.7 ± 19.4 a 310.2 ± 33.8 b 252.2 ± 55.8 ab 273.3 ± 18.7 ab 272.8 ± 17.9 ab 0.27 

Protein anabolism 

efficiency (%) 
0.183 ± 0.014 a 0.223 ± 0.025 a 0.196 ± 0.027 a 0.205 ± 0.016 a 0.205 ± 0.017 a 0.71 

Plantaris       

Total protein 

content, mg* 
32.43 ± 4.24 a 50.33 ± 4.66 b 35.97 ± 4.58 a 46.03 ± 6.57 ab 38.57 ± 2.99 ab 0.06 

Protein anabolism 

efficiency (%) 
0.026 ± 0.003 a 0.036 ± 0.003 a 0.029 ± 0.004 a 0.033 ± 0.005 a 0.029 ± 0.003 a 0.39 

Liver       

Total protein 

content, mg* 
2452 ± 105 a 2578 ± 182 a 2900 ± 142 ab 2717 ± 287 ab 3117 ± 117 b 0.06 

Protein anabolism 

efficiency (%) 
2.00 ± 0.16 a 1.84 ± 0.11 a 2.18 ± 0.11 ab 1.99 ± 0.17 a 2.40 ± 0.09 b 0.05 

Results are given as mean ± SEM. Means with the same letters within a line are not significantly 

different (p-value > 0.05). F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil enriched pasta; 

P-pasta = split pea enriched pasta; SMP = soluble milk proteins 

*Protein content (mg) in tissue (mg) 

4.5. Protein synthesis rate in plantaris muscle 

The absolute protein synthesis rate (ASR) was measured in plantaris muscle (Figure 1). As 

expected, ASR was significantly higher (+41%) in SMP group compared to casein group (0.138 

± 0.011 mg/h vs. 0.098 ± 0.012 mg/h, respectively, p<0.05). Moreover, ASR in legume enriched 

pasta groups, i.e. F-pasta (0.094 ± 0.012 mg/h), L-pasta (0.098 ± 0.012 mg/h) and P-pasta (0.084 

± 0.008 mg/h), were comparable to that of casein group but lower than for SMP group (29 to 

39%, p-value < 0.05). 
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Figure 1. Protein synthesis rate in plantaris muscle in old rats after 6 weeks of diet; Results are 

expressed as mean ± SEM; Means with the same letters are not significantly different (p-value 

> 0.05). F-pasta = faba bean enriched pasta; L-pasta = lentil enriched pasta; P-pasta = Split pea 

enriched pasta; SMP = soluble milk proteins 

5. Discussion 

This study aimed at evaluating dietary protein quality of wheat pasta enriched with faba 

bean or lentil or split pea flours and the impact of their assimilation on protein metabolism in 

old rats compared to dietary animal proteins, i.e. casein and SMP.  

Nutritional value of dietary proteins depends of their amino acid composition and their 

suitability to be digested, absorbed and incorporated into body proteins (Moore and Soeters, 

2015). As expected, the apparent and true digestibility of casein and SMP were higher than that 

of legume enriched pasta, with a higher difference with L-pasta. Sarwar et al. (1989) noted that 

the presence of residual anti-nutritional factors, i.e. trypsin inhibitors, lectins, amylase 

inhibitors, in cooked legumes could increase endogenous protein excretion, in particular 

proteases, compared to animal proteins (Liener et al., 1988). This could result in an increase in 

fecal excretion of nitrogen or even in a lower protein digestibility of legume enriched pasta 

compared to diets containing animal proteins in old rats. Interestingly, a difference in protein 

digestibility was noticed with regard to legume source. More precisely, proteins from F- and P-

pasta have been assimilated more efficiently than those from L-pasta. Accordingly, the residual 

activity of trypsin inhibitors was 5 to 21% higher in L-pasta (Table 1). In addition, protein 
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digestibility could be affected by protein aggregation through the steric hindrance which limits 

proteolytic enzymes access to peptide bonds (Kim and Barbeau, 1991). Indeed, L-pasta 

contained also 11 and 14% higher proportion of covalently linked proteins, i.e. disulfide bonded 

proteins at the expense of weakly linked proteins than F- and P-pasta, respectively (Berrazaga 

et al., 2018, unpublished data). The cumulative effect of a slightly higher trypsin inhibitors 

content, in addition to the higher proportion of covalently linked proteins in L-pasta compared 

to F- and P-pasta could likely explain the difference in protein digestibility between the different 

legume enriched pasta.  

A higher protein digestibility promotes a higher amount of available amino acid for 

absorption and a greater nutritional value (Sun-Waterhouse et al., 2014). In spite of a lower 

digestibility, the net protein utilization of legume enriched pasta was equivalent to casein diet 

in old rats. Indeed, urinary nitrogen excretion was lower in old rats after L-pasta intake and with 

a lower extent after P- and F-pasta intake than casein intake leading to an equivalent nitrogen 

accumulation in the body despite a lower nitrogen absorption. Contradictory, Löhrke et al. 

(2001) noted a higher excretion of urinary nitrogen and an increased plasma level of urea in 

pigs in response to dietary soybean protein isolate compared to casein. In this regard, Laleg et 

al. (2018) demonstrated that protein utilization increased by 75% in young rats fed wheat pasta 

enriched with 35% of faba bean flour compared to an isoproteic wheat pasta enriched with 

gluten but remained 9% lower than casein. Wheat-legume mixed pasta have more balanced 

amino acid composition compared to legume protein alone i.e. gluten pasta which could explain 

the enhancement of protein utilization (Laleg et al., 2018). Interestingly, we have observed a 

similar protein utilization compared to casein in old rats when increasing legume enrichment 

level in pasta up to 62-79%. Indeed, indispensable amino acid composition of our legume 

enriched pasta was closer to casein and to adult rat needs according to National Research 

Council (NRC, 1995) than that of 35% faba bean pasta (Laleg et al., 2018). Net protein 

utilization of casein and legume enriched pasta in old rats were lower than that of SMP group 

(p-value < 0.05). Note that the difference between SMP group could be explained not only by 

indispensable amino acid composition, in particular a higher leucine content (+51% compared 

to legume enriched pasta), but also to the rapid assimilation of SMP (Boirie et al., 1997a).  

Body composition of old rats was also assessed. After 6 weeks of diets, legume enriched 

pasta induced a close fat mass and fat free mass gain, in particular muscle mass meaning that 

there is no effect of legume type and more precisely of legume/wheat protein ratio on body 
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composition in old rats. As compared to animal proteins and regardless of the legume source, 

legume enriched pasta promoted a comparable fat free mass gain compared to casein and SMP 

in old rats. Besides, muscle mass and protein content in tibialis, plantaris and gastrocnemius 

muscles of old rats fed legume enriched pasta were overall in the same range as in casein and 

SMP groups. Several studies evaluated the protein source effect on protein metabolism, but 

these works were investigated in young rats. Wróblewska et al. (2018) evaluated body 

composition of young rats after the intake of a commercial soy protein preparation and 

demonstrated that young rats fed this diet have a lower body weight, fat and lean mass gain 

than those fed whey protein preparation. Martínez and Larralde (1984a; b) demonstrated that 

feeding young rats with diets containing raw legume Vicia faba induced a significant decrease 

in muscle mass compared to casein. These authors did not found a difference in myofibrillar 

protein breakdown between raw legume and casein groups and suggested that the decrease in 

muscle protein synthesis in rats fed raw legume was due to the presence of antinutritional 

compounds, e.g. trypsin inhibitors, in Vicia faba. Manufacturing process including cooking of 

pasta significantly decreased the activity of trypsin inhibitors compared to raw flours and 

resulted in residual trypsin inhibitors in our legume enriched pasta i.e. 3-5% of trypsin inhibitor 

activity present in raw legume flour (Table 1). In this regard, Combe et al. (2004) and Pirman 

et al. (2006) showed that even if cooked, beans or lentils induced a significantly lower muscle 

mass and muscle protein content in young rats than those obtained with casein.  

Overall, we showed that wheat-legume mixed pasta promoted a similar muscle mass as 

compared to casein and even SMP (for L- and P-pasta) in old rats. Of note, mixing wheat and 

legume flour in pasta also resulted in a higher efficiency in maintaining muscle mass than 

legumes alone as compared to the literature (Martínez and Larralde, 1984a,b; Combe et al., 

2004 ; Pirman et al., 2006). Despite a lower leucine content in these plant-based diets compared 

to casein and SMP (by 9 and 34%, respectively), combining wheat and legume proteins in pasta 

promotes a balanced amino acid intake regarding old rats needs, an essential element for 

increasing muscle mass. The capacity of legume enriched pasta to increase fat free mass, in 

particular muscle mass in old rats, could be a beneficial point for older people in whom it is 

important to preserve skeletal muscle mass. 

As expected, at muscle level, the highest absolute protein synthesis rate (ASR), was noted 

in old rats fed the SMP diet. The changes observed for protein synthesis rates in plantaris 

muscle were relatively in line with changes in muscle mass and muscle protein content in old 
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rats. These parameters tended to be higher in SMP group compared to casein and F-pasta groups 

but not compared to L- and P-pasta groups. We suggest that L- and P-pasta intake in old rats 

could enhance postprandial muscle protein anabolism, i.e. stimulation of protein synthesis and 

inhibition of protein degradation, which could be translated in enhancing muscle mass and 

muscle protein accretion. Several studies compared the influence of plant-based proteins and 

animal-based proteins on muscle protein synthesis. In young rats, protein synthesis rate was 

lower in gastrocnemius muscle (Martínez et al., 1987) after raw faba bean intake than after milk 

proteins intake. A lower muscle protein synthesis rate was observed in young rats fed cooked 

beans and lentils compared to casein (Pirman et al., 2006) although a higher protein synthesis 

rate was noticed in large and small intestine (Combe et al., 2004 ; Pirman et al., 2006). In older 

Humans, Yang et al. (2012) showed that muscle protein synthesis rate was lower in people fed 

soy protein isolate than those fed whey protein isolate at both rested and post-exercise 

conditions. A more recent study demonstrated that the consumption of 35 g of wheat protein 

hydrolysate induced a lower muscle synthesis rate than the consumption of an equal amount of 

casein in old men (Gorissen et al., 2016).  

Overall, these studies showed that in young as in old individuals, muscle protein synthesis 

rate was higher after casein or whey proteins intake compared to legume or wheat proteins when 

consumed alone. Interestingly, we clearly demonstrate that blending legume and wheat in pasta 

induces an equivalent muscle protein synthesis rate compared to casein in old rats although it 

remains lower than in animals fed SMP. The high anabolic effect of SMP proteins (rapidly-

digested and leucine rich protein; Rieu et al., 2007 ; Gryson et al., 2014 ; Walrand et al., 2016) 

could explain the ability of this protein to enhance body protein retention and muscle protein 

synthesis in old rats. Of note, this effect resulted in a slightly increase in muscle mass 

accompanied with an increase in muscle protein content compared to casein and faba bean 

enriched pasta. To explain the difference between faba bean enriched pasta, Combe et al. (1991) 

suggested that lysine and arginine of faba bean seeds would not be partially available for the 

protein synthesis of the peripheric tissues, e.g. skeletal muscle, as they demonstrated that lysine 

and arginine contents in muscle was higher in rats fed lentil (Lens escilenta) or chickpea (Cicer 

arietinum) than those fed faba bean (Vicia faba).  

In addition to the balanced indispensable amino acid composition, arginine and glycine 

contents were higher in legume enriched pasta than casein and SMP diets. These amino acids 

were known to influence protein synthesis (Yao et al., 2008 ; Jobgen et al., 2009 ; Sun et al., 
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2016). Several studies demonstrated that dietary L-arginine supplementation enhances skeletal 

muscle mass and muscle protein synthesis in animals (rats or pigs) that could be explained by 

an increase in mTOR signaling activity which is involved in the nutritional activation of protein 

synthesis (Yao et al., 2008 ; Jobgen et al., 2009). Moreover, the abundance of glycine in legume 

enriched pasta is likely one of the potential causes leading to enhance skeletal muscle protein 

anabolism in old rats. Hence, glycine could increase protein synthesis and inhibit protein 

degradation by Akt/mTORC1 activation and by the inhibition of proteolysis gene expression 

(Sun et al., 2016).  

In addition to amino acids, insulin plays a major role in promoting postprandial protein 

anabolism (Prod’homme et al., 2004, 2005). We suggest that legume enriched pasta containing 

gelatinized starch could stimulate insulin secretion in rats (Holm et al., 1988) compared to 

casein and SMP groups containing native starch. We suggest also that the higher blood insulin 

concentration induced by legume enriched pasta intake could enhance postprandial skeletal 

muscle protein anabolism that resulted in comparable skeletal muscle mass, muscle protein 

content and muscle protein anabolism efficiency in groups fed plant and animal proteins. 

Hence, the cumulative effect of an increased insulin secretion in old rats fed legume enriched 

pasta due to the presence of gelatinized starch, the role of arginine and glycine in regulating 

protein turnover, and the balanced amino acid composition regarding rat needs, could contribute 

in an equivalent muscle protein accretion in rats fed legume enriched pasta compared to casein 

and SMP groups, in particular for L- and P-pasta. This could explain in part the positive effect 

of legume enriched pasta, despite of their lower digestibility and lower leucine content 

compared to dietary animal proteins. As aging is associated to an impaired muscle anabolic 

response to food intake, legume enriched pasta could contribute in surpassing this phenomenon 

by providing a balanced amino acid composition and stimulating insulin secretion, main factors 

implicated in enhancing muscle protein anabolism (Prod’homme et al., 2004). 

In the present study we have assessed protein synthesis at muscle level. It could also be 

interesting to assess protein distribution in other tissues and evaluate hepatic and intestinal 

protein synthesis rates in further researches. We have measured liver protein content and liver 

anabolism efficiency in old rats. Interestingly, these parameters were higher in P-pasta group 

and tented to be higher in F-pasta group compared to groups fed with animal proteins. In this 

regard, Márquez-Mota et al. (2016) demonstrated in young rats that the combination of legume 

and cereal proteins, i.e. soy and corn protein isolates, significantly increased hepatic mTORC1-
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signaling pathway compared to soy protein or corn protein alone and to casein which could be 

related to a stimulation of protein synthesis. 

6. Conclusion 

To conclude, at whole body level, nitrogen balance and net protein utilization with legume 

enriched pasta diets were equivalent to those of casein protein and lower than SMP. At tissue 

level, a significant protein accretion was observed in liver after legume enriched pasta intake. 

In old rats, legume enriched pasta intake induce an equivalent muscle protein synthesis rate 

compared to casein, lower than SMP and higher than legume source alone as shown in previous 

studies. These new food matrices combining wheat and legume flours have also an equivalent 

effect on muscle mass and muscle protein accretion compared to casein and SMP for lentil 

enriched pasta and pea enriched pasta. Indeed, these plant based foods could have a real interest 

for pathophysiological situations corresponding to muscle protein loss as sarcopenia. 
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Conclusion 

De nombreuses études ont souligné la meilleure qualité alimentaire et l’efficacité métabolique 

des protéines animales comparativement à des protéines végétales étudiées séparément, c’est-

à-dire en dehors de tout mélange (Revue de Gorissen et Witard, 2018). De ce fait, cette 

différence est notamment due à un déséquilibre en acides aminés indispensables des protéines 

végétales par rapport aux besoins de l’organisme. Nous avons montré dans cette étude que la 

qualité alimentaire des pâtes mixtes combinant deux sources de protéines végétales 

complémentaires (blé et fèverole, lentille ou pois cassé) est comparable à celle d’une protéine 

animale comme la caséine. La rétention protéique corporelle et la synthèse protéique musculaire 

chez des rats âgés ayant consommé des régimes isoprotéiques contenant soit les pâtes mixtes 

soit la caséine, sont comparables. Elles restent cependant inférieures à celles induites par les 

protéines solubles du lait. Le vieillissement étant lié à une perte de la sensibilité du tissu 

musculaire à l’effet anabolisant des acides aminés, ces pâtes alimentaires enrichies en 

légumineuses pourraient, du fait de leur contenu équilibré en acides aminés, présenter un réel 

intérêt pour lutter contre la sarcopénie.
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Chapitre 4. Gels laitiers enrichis en légumineuses : Influence de la formulation et du 

procédé de fabrication sur le métabolisme protéique du rat jeune 

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré l’intérêt de la consommation d’un aliment 

combinant deux sources de protéines végétales (blé et légumineuses) complémentaires en 

acides aminés indispensables pour la rétention protéique chez les rats âgés. Une autre façon 

d’équilibrer le profil en acides aminés indispensables des protéines végétales par rapport aux 

besoins, est de les combiner à des protéines animales. Les intérêts nutritionnels d'une telle 

combinaison protéique ont été peu étudiés jusqu'à présent. Le but de ce travail était d'améliorer 

la valeur nutritionnelle des protéines végétales, notamment de légumineuses, en les mélangeant 

à des protéines animales dans un aliment élaboré innovant comme des gels laitiers. Des 

protéines laitières (des micelles de caséine +/- des protéines de lactosérum) et des protéines de 

fèverole ont été mélangées pour produire des gels mixtes isoprotéiques et deux fois plus riches 

en protéines que les yaourts classiques. Puisque la formulation et le procédé de fabrication ont 

la capacité de moduler la structure du réseau protéique qui elle-même peut influencer la 

digestibilité, l'objectif principal de cette étude était d'évaluer l'impact de la formulation et des 

procédés de transformation des gels laitiers enrichis en légumineuses sur l’agrégation des 

protéines à l’échelle moléculaire et ses répercussions sur la digestion et la rétention protéiques 

in vivo.  
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Publication 3. Formulation, process conditions and biological evaluation of dairy mixed 

gels containing faba bean and milk proteins: Impact on protein retention in growing 

young rats 

Cette étude a fait l’objet d’un article scientifique publié dans le Journal of Dairy Science.  
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Abstract 

Food formulation and process conditions can indirectly influence amino acid digestibility and 

bioavailability. Here we investigated the effects of formulation and process conditions used in 

the manufacture of novel blended dairy gels called “mixed gels” here) containing faba bean 

(Vicia faba) globular proteins on both protein composition and metabolism when given to 

young rats. Three mixed dairy gels containing casein micelles and faba bean proteins were 

produced either by chemical acidification (noted A) with glucono-δ-lactone (GDL) or by lactic 

acid fermentation. Fermented gels containing casein and faba bean proteins were produced 

without (F) or with (FW) whey proteins. Amino acid composition of mixed gels was evaluated. 

The electrophoretic patterns of mixed protein gels analyzed by densitometry evidenced heat-

denaturation and aggregation via disulfide bonds of faba bean 11S legumin that could aggregate 

upon heating of the mixtures prior to gelation. Moreover, fermented gels showed no particular 

protein proteolysis compared to gel obtained by GDL-induced acidification. Kinetics of 

acidification was also evaluated. pH fell rapidly during gelation of GDL-induced acid gel 

compared to fermented gel. Freeze–dried F, A and FW mixed gels were then fed to 30 young 

(1-month-old) male Wistar rats for 21 days (n = 10 per diet). Fermented mixed gels increased 

significantly protein efficiency ratio (+58%) and lean mass (+26%), particularly muscle mass 

(+9%), and muscle protein content (+15%), compared to GDL-induced acid gel. Furthermore, 

F and FW formulas led to significantly higher apparent digestibility and true digestibility (+7%) 

than A formula. Blending faba bean, casein and whey proteins in the fermented gel FW resulted 

in 10% higher leucine content and significantly higher protein retention in young rats (+7% and 

+28%) than the F and A mixed gels, respectively. Based on protein gain in young rats, the 

fermented faba bean, casein and whey mixed proteins gel was the most promising candidate for 

further development of mixed protein gels with enhanced nutritional benefits.  

Keywords: dietary protein quality, protein aggregation, faba bean protein and milk protein, 

gelation  
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ABSTRACT

Food formulation and process conditions can indi-
rectly influence AA digestibility and bioavailability. 
Here we investigated the effects of formulation and 
process conditions used in the manufacture of novel 
blended dairy gels (called “mixed gels” here) containing 
fava bean (Vicia faba) globular proteins on both protein 
composition and metabolism when given to young rats. 
Three mixed dairy gels containing casein micelles and 
fava bean proteins were produced either by chemical 
acidification (A) with glucono-δ-lactone (GDL) or by 
lactic acid fermentation. Fermented gels containing ca-
sein and fava bean proteins were produced without (F) 
or with (FW) whey proteins. The AA composition of 
mixed gels was evaluated. The electrophoretic patterns 
of mixed protein gels analyzed by densitometry evi-
denced heat denaturation and aggregation via disulfide 
bonds of fava bean 11S legumin that could aggregate 
upon heating of the mixtures before gelation. Moreover, 
fermented gels showed no particular protein proteolysis 
compared with gel obtained by GDL-induced acidifica-
tion. Kinetics of acidification were also evaluated. The 
pH decreased rapidly during gelation of GDL-induced 
acid gel compared with fermented gel. Freeze-dried F, 
A, and FW mixed gels were then fed to 30 young (1 mo 
old) male Wistar rats for 21 d (n = 10/diet). Fermented 
mixed gels significantly increased protein efficiency ra-
tio (+58%) and lean mass (+26%), particularly muscle 
mass (+9%), and muscle protein content (+15%) com-
pared with GDL-induced acid gel. Furthermore, F and 

FW formulas led to significantly higher apparent di-
gestibility and true digestibility (+7%) than A formula. 
Blending fava bean, casein, and whey proteins in the 
fermented gel FW resulted in 10% higher leucine con-
tent and significantly higher protein retention in young 
rats (+7% and +28%) than the F and A mixed gels, 
respectively. Based on protein gain in young rats, the 
fermented fava bean, casein, and whey mixed proteins 
gel was the most promising candidate for further devel-
opment of mixed protein gels with enhanced nutritional 
benefits.
Key words: dietary protein quality, protein 
aggregation, fava bean protein, milk protein, gelation

INTRODUCTION

Promoting vegetable protein sources in human food 
intake can help efforts to prevent health risks associ-
ated with an excessive consumption of animal-based 
foodstuffs and reduce the ecological footprint of animal 
production (Duranti and Scarafoni, 1999; FAO, 2013). 
However, vegetable proteins such as legume proteins 
are deficient in some essential AA (i.e., sulfur AA; 
Boye et al., 2010). This deficiency could be resolved by 
mixing animal and legume protein sources. Owing to 
their wide consumption and appreciation, dairy-based 
gel products are appropriate for this novel association. 
In particular, yogurt-like products display both high 
sensory preference and satisfying nutritional value 
regarding essential AA and minerals in organic form 
easily assimilated by the organism (Cayot and Lori-
ent, 1998; Sfakianakis and Tzia, 2014). Dairy gels such 
as yogurt are manufactured from milk, and their gel 
structure results from the coagulation of milk proteins 
(Chandan, 2006). Acid gelation of milk can be achieved 
by fermentation using lactic acid bacteria or chemically 
using organic acids such as glucono-δ-lactone (GDL; 
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Lucey et al., 1998). Moreover, versatility of the differ-
ent dairy protein fractions regarding their functional 
properties would allow their incorporation in a wide 
range of textured food stuffs, alone or with other pro-
tein sources (Cayot and Lorient, 1998).

Several studies have evaluated and compared the 
physicochemical properties, including rheological be-
havior, of dairy gels produced by fermentation and 
chemical acidification (Amice-Quemeneur et al., 1995; 
Vlahopoulou and Bell, 1995; Lucey et al., 1998; La-
ligant et al., 2003; Azim et al., 2010). Authors have 
studied the effect of mixing milk proteins with legume 
proteins (i.e., pea, soy, or lentil; Zare et al., 2011, 
2012a,b; Beliciu and Moraru, 2013; Wong et al., 2013; 
Yousseef et al., 2016; Akin and Ozcan, 2017). Interac-
tions between the 2 protein sources in admixture and 
the formation of aggregates during thermal processing 
were also investigated (Roesch and Corredig, 2005, 
2006; Chihi et al., 2016; Mession et al., 2017a,b). It was 
reported that fermentation of milk, legume flour, or 
legume-enriched products could improve their protein 
efficiency ratio and in vivo and in vitro protein digest-
ibility compared with nonfermented products (Lee et 
al., 1988; Torres et al., 2006; Chandra-Hioe et al., 2016; 
Rizzello et al., 2017). However, to our knowledge, the 
influence of both formulation and process conditions 
(heating and gelation route) of legume–dairy mixed 
gels on their nutritional properties has not yet been 
studied.

In this study, dairy gels were enriched with fava bean 
proteins to improve the nutritional value of legume 
proteins. The objective was to evaluate the effects of 
formulation and process on protein composition of the 
fava bean–dairy mixed gels and their assimilation in 
young rats.

For this purpose, cow milk proteins (casein micelles 
and whey proteins) and fava bean proteins were labo-
ratory-prepared and characterized separately in terms 
of composition. Fava bean–dairy mixed gels containing 
53 ± 1% fava bean proteins and 47 ± 0.5% total milk 
proteins were then manufactured. This composition 
was established on the basis of a typical dairy yogurt 
containing approximately 40 g of protein/kg (Favier, 
1987), from which protein content was supplemented 
2-fold with legume proteins. Different protein mixtures 
were prepared and coheated to induce protein thermal 
denaturation and aggregation to enhance protein gela-
tion abilities (Chihi et al., 2016). Gelation of coheated 
mixtures was subsequently performed by 2 different 
processes: chemical acidification with GDL or lactic 
acid fermentation. Protein efficiency, protein digestibil-
ity, protein retention, and growth rate were evaluated 
in young rats fed the freeze-dried and crushed fava 

bean–dairy mixed gels for 21 d to determine the most 
promising mixed gel formula in terms of nutritional 
enhancement.

MATERIALS AND METHODS

Raw Materials

The globular fava bean proteins were extracted from 
an air-classified concentrate supplied by Sotexpro (La 
Croix Forzy, Bermericourt, France). Fat and CP con-
tents were 8.6 and 58.2% by weight on a DM basis, 
respectively. Whey protein (Promilk 802 FB) and 
casein (MPC 852B) commercial isolates were supplied 
by Ingredia (Arras, France). Total protein content 
was 77.8% by weight for whey and 83.0% by weight 
on a DM basis for casein raw materials. A commercial 
freeze-dried lactic bacteria cocktail (Streptococcus ther-
mophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) 
was purchased in a local supermarket (Alsa, Rueil 
Malmaison, France). All other reagents and chemicals 
purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO) were of 
analytical grade.

Chemical Assays

Total moisture and ash content were evaluated ac-
cording to AOAC International (1995) procedures. 
Protein nitrogen was determined according to 
EN ISO 20483:2013 method (ISO, 2013), with a nitro-
gen-to-protein conversion factor of 6.25 for fava bean 
proteins and 6.38 for milk proteins. Reducing sugar 
(lactose) content of milk samples was assessed using 
3,5-dinitrosalicylic acid reagent (Miller, 1959). Amino 
acid composition was determined by Agrobio (Rennes, 
France) according to the European Commission (2009).

Preparation of Protein Stock Solutions  
and Suspension from Raw Materials

Fava Bean Proteins. The fava bean protein con-
centrate was suspended in a 50 mM phosphate buffer at 
pH 7 using a solid-to-buffer ratio of 1:8 (wt/vol) under 
vigorous stirring for approximately 2 h at 25°C. Insol-
uble material was removed by centrifugation (10,000 × 
g, 2 × 30 min, 20°C). The CP extract was then acidified 
at pH 4.5 by adding 0.5 M HCl dropwise under stirring 
for 30 min until reaching a stable value. Insoluble pro-
tein material was recovered by centrifugation (10,000 × 
g, 30 min, 25°C) of the acidified extract. Supernatants 
containing water-soluble material and nonglobular 
protein (albumins, enzymes) were discarded. Protein 
pellets were washed with deionized water (DW) using 
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a pellet-to-water ratio of 1:4 (wt/vol) and centrifuged 
again as above. Washed pellets were pooled and resus-
pended in DW while applying a pellet-to-water ratio of 
1:3 (wt/vol). The pH was adjusted to 7 ± 0.1 by adding 
1 M NaOH dropwise under vigorous stirring (~2 h) 
until stable. The final suspension was centrifuged using 
the same parameters as above to obtain the fava bean 
protein stock solution (10.5 ± 1.5% by weight of soluble 
protein).

Milk Proteins: Casein and Whey Proteins. The 
MPC 852B powder was suspended in DW using a solid-
to-water ratio of 1:10 (wt/vol) under gentle stirring for 
approximately 4 h at 60°C in a thermostatic bath. The 
suspension was filtrated through a qualitative ester cel-
lulose paper filter (grade 1, porosity 5 µm; Whatman, 
Maidstone, UK) deposited on a Büchner funnel under 
vacuum. The casein micelle suspension solution (7.3 ± 
0.5% by weight of total protein) was collected from the 
filtrate.

The Promilk 802 FB powder was suspended in 3 quar-
ters of the final volume of DW, and pH was adjusted 
to 7 ± 0.1 by adding 1 M NaOH dropwise under gentle 
stirring to avoid foaming. The volume of the suspension 
was made up with DW to reach a final solid-to-water 
ratio of 1:5 (wt/vol) while stirring for 2 h at room tem-
perature. The suspension was centrifuged (10,000 × g, 
30 min, 25°C). The whey protein stock solution (3.5 
± 0.3% by weight of total protein) was obtained from 
pooled supernatants. All protein stock solutions and 
suspensions were stored for less than 48 h at 4°C to 
minimize bacterial growth because no NaN3 was added.

Protein Mixture Preparation and Acid Gelation

Each fava bean–dairy protein mixture was prepared 
by accurately weighting the fava bean, casein, and 
whey protein stock solutions and suspensions. Mixtures 
contained 53 ± 1% of fava bean proteins and 47 ± 0.5% 
of milk proteins. For the formula with added whey pro-
teins, the weight ratio of casein to whey was 1:0.4, with 
a slightly higher level of whey proteins than that of 
raw cow milk; supplementing milk with whey proteins 
is usually performed during yogurt manufacture to 
improve texture properties (Cayot and Lorient, 1998). 
Lactose powder was added to the mixtures to reach 5% 
by weight final content, and the weight of each mix-
ture was adjusted with DW to 200 g in a hermetically 
sealed 250-mL vessel (Duran Schott, Mainz, Germany). 
Stirring was carried out at 25°C for approximately 15 
min. Mixtures were then heated from 25°C to 85°C in 
a temperature-controlled bath at a ramp rate of 1°C/
min, incubated at 85°C for 30 min, and then cooled in 
ice for 15 min.

Each cooled mixture was transferred to plastic ves-
sels with a screw lid. Two kinds of fava bean–dairy 
mixed gels were provided. The acid-induced gelation 
of the mixtures was performed at 42°C in the presence 
of either GDL (0.5 g of GDL/g of total protein for the 
GDL-induced acid mixed gel; A) or a commercial cock-
tail of lactic bacteria for fermented mixed gels [25 mg 
of lactic ferments/g of total protein; produced without 
(F) or with (FW) whey proteins]. A protein mixture 
of fava bean, casein, and whey proteins (AW) was also 
prepared and acidified with GDL to compare change 
in protein composition with its fermented counterpart 
FW. However, AW was not used for the in vivo stud-
ies to minimize the number of animal experiments and 
sample analyses. Preliminary experiments showed that 
the applied GDL amount (40 g of GDL/L of protein 
mixture) allowed mixture gelation within less than 5 
h at 42°C because samples did not collapse when test 
tubes were inverted. For fermentation, 0.2 g of lactic 
acid bacteria powder per liter was added to mixtures F 
and FW following the manufacturer’s instructions.

All mixtures were incubated at 42°C for 18 h. In 
parallel, the pH decrease with time was measured by 
continuous pH monitoring using a model C561 pH me-
ter (Consort, Turnhout, Belgium). All samples had a 
pH value at equilibrium of 4.1 ± 0.2. Thereafter, gelled 
mixtures were unmolded and mashed with a spatula as 
1-cm-thick layers in trays, then stored at −20°C and 
freeze-dried. Dried cakes were crushed and packaged in 
hermetically sealed plastic bags.

SDS-PAGE

Sodium dodecyl sulfate PAGE was carried out for 
each fava bean, casein, and whey protein stock solution 
and suspension and for the final freeze-dried mixed gels 
A, AW, F, and FW. Nonreducing (NR) or reducing (R) 
SDS-PAGE was performed on a discontinuous buffered 
system using a tris-HCl polyacrylamide: bis -acrylamide 
(C = 2.7% by weight) stacking gel (T = 4%, wt/vol, 
pH 6.8) and running gel (T = 12%, wt/vol, pH 8.9) 
and in the presence of SDS (0.1%, wt/vol; where T 
= total content of cross-linking monomers (acrylamide 
+ bisacrylamide) within the electrophoresis gel and 
C = bisacrylamide to total monomers (acrylamide + 
bisacrylamide) weight ratio; Laemmli, 1970). The elec-
trophoresis gel dimensions were 14 × 16 cm.

The protein stock solutions and suspensions were 
diluted to 2.5 g of protein/L with the sample buffer 
containing 62.5 mM tris-HCl, pH 6.8, 10% glycerol (wt/
vol), 0.005% bromophenol blue (wt/vol), and 0.2% SDS 
(wt/vol) without (NR) or with (R) 1% (wt/vol) dithio-
threitol. The casein micelle suspension was diluted to 
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5 g of protein/L in a denaturing buffer (weight ratio 
1:40) containing 2% SDS (wt/vol), 6 M urea, 100 mM 
tris-HCl, pH 8.5, and 10 mM EDTA and then mixed 
(volume ratio 1:1) with the sample buffer as above.

For protein analysis of the different freeze-dried 
mixed gels, each dry sample was resuspended in the 
same denaturing buffer (weight ratio of 1:50) used for 
casein proteins and stirred under moderate heating 
(60°C) until complete solubilization. Protein samples 
were then mixed at volume ratio 1:1 with the sample 
buffer. Under R conditions, samples were heated for 10 
min in boiling water. Each well was loaded with 10 µL 
of sample (5 mg of protein/mL). Wide-range molecular 
weight (Mw) standards (S8445, Precision Plus Protein 
TM standards, Sigma) were deposited in a separate 
lane. Protein bands precipitated in the presence of TCA 
(12%, wt/vol) were stained with Coomassie Blue R-250 
(0.125%, wt/vol) in 20% (vol/vol) ethanol, whereas 
destaining was performed using 5% (vol/vol) acetic 
acid and 20% (vol/vol) ethanol until the background 
was colorless. The destained gels were scanned with 
a ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad, Hercules, CA), 
and densitometric analysis using ImageLab (version 3) 
software was performed as described elsewhere (Mes-
sion et al., 2017a). As determined from the densitogram 
of total migrating polypeptides with Mw lower than 200 
kDa in one lane, the relative content of a polypeptide 
of interest (P) was correlated with its band intensity 
(IP; i.e., the integrated area beneath its peak ratioed to 
total area; Equation 1):

 % . P
I
I
P

i i
=
∑

 [1]

Total lane intensity ratio NR/R (≤1; Rtot) was applied to 
estimate the relative content of migrating polypeptides 
under NR conditions in the running gel, considering 
that all polypeptides in the sample under R conditions 
could migrate in the running gel (Equation 2):
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I
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=
∑
∑
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R
. [2]

To evidence possible proteolysis of a particular polypep-
tide during gelation of the mixtures by lactic bacteria, 
patterns under R conditions of the acidified samples A 
and AW in the presence of GDL were compared with 
their fermented counterparts F and FW, respectively. 
Note that the AW gel formula was analyzed in particu-
lar to compare its polypeptide composition against that 
of FW. According to total nitrogen determination, the 
same total protein amount from the freeze-dried mixed 

gels could be deposited in each well. Hence, change in 
electrophoretic patterns of the paired samples A–F and 
AW–FW could be attributable to proteolysis at lactic 
acid fermentation of the F and FW samples. Proteoly-
sis level (≤1) of the polypeptide P (of band intensity I) 
was calculated according to Equation 3:

 proteolysis level ( ) .P = −1
I

I
P

P

F;FW

A;AW

 [3]

A proteolysis level of 0 indicates no apparent proteoly-
sis. To ensure reliable results, the densitometric analy-
sis of each sample was conducted on 3 repetitions of the 
gel electrophoresis, whereas each sample was deposited 
under NR and R conditions on the same gel. Given the 
potential bias from staining and destaining and opti-
cal settings (contrast, brightness) from one SDS-PAGE 
experiment to another, it was estimated via prelimi-
nary tests that the standard deviation of the average 
polypeptide band intensity, calculated from 3 repeated 
lanes of the protein sample deposited on the same gel 
electrophoresis, of ±20% was within the experimental 
error. Thus, a proteolysis level in the range of 0 to 0.2 
was not considered significant to evidence proteolysis.

In Vivo Study

Animals and Experimental Protocols. All facili-
ties and procedures were approved by the institution’s 
animal ethics committee (Comité d’Ethique en Matière 
d’Expérimentation Animale Auvergne; permission no. 
C2EA-02) and were used in accordance with the Eu-
ropean guidelines for the care and use of laboratory 
animals (2010-63UE). Thirty young (1 mo old) male 
Wistar rats purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle, 
France) were housed individually in the animal facility 
of the research unit (agreement no. C6334514) with free 
access to water and were kept under controlled condi-
tions (12 h–12 h light–dark cycle; temperature: 20°C–
22°C). All experiments were conducted to avoid animal 
discomfort and to minimize animal pain and distress.

After a week of acclimatization, the rats were ran-
domized into 3 groups (n = 10/group): (1) a group fed 
a diet containing fava bean and casein proteins from 
GDL-induced acid gel A, (2) a group fed a diet contain-
ing fava bean and casein proteins from the fermented 
gel F, and (3) a group fed a diet containing a protein 
mixture of fava bean, casein, and whey proteins from 
the fermented gel FW. All the diets manufactured from 
the freeze-dried mixed gels were isoproteic and isocalo-
ric and were provided to rats for 21 d. The powdered 
diets were packaged in plastic bags and stored at 4°C.
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Weight and food consumption were measured weekly. 
At the end of the 21-d period, fasted (overnight) rats 
were killed under anesthesia. Skeletal muscles and liver 
were quickly removed, weighed, frozen in liquid nitro-
gen, and stored at −80°C until analysis.

Body Composition. Body composition (fat and 
lean masses) was measured at the beginning and end of 
the in vivo study (after 21 d) using an EchoMRI device 
(Echo Medical Systems, Houston, TX). The principle 
of EchoMRI is based on nuclear magnetic resonance 
imaging that uses the magnetic properties of atoms to 
determine body composition of the nonanesthetized 
living rat. For this measure, rats were fasted overnight 
with unlimited access to drinking water.

Nitrogen Digestibility. In the last week, rats were 
placed in metabolic cages for 4 d. Urine and feces were 
collected to determine total nitrogen content using 
Dumas’ method (Dumas, 1962) at Institut UniLaSalle 
(Beauvais, France). To evaluate the quality of dietary 
proteins, apparent and true nitrogen (N) digestibility 
and net protein utilization were calculated using Equa-
tions 4, 5, and 6 (Proll et al., 1998):

apparent digestibility (%)
ingested N fecal N

ingested N
=

−
×1000,

 [4]

 
true digestibility (%)

ingested N fecal N fecal endogenous

=

− −   N

ingested N
( )

×100,
 [5]

net protein utilization (%)

ingested N
fecal N + urinary N

=

−
−−

−











fecal endogenous N
urinary endogenous N

ingestted N
×100.

 [6]

Endogenous nitrogen losses originate from various 
sources, including saliva, bile, pancreatic secretions, 
sloughed-off epithelial cells, mucin, and serum albumin 
(Nyachoti et al., 1997). Fecal and urinary endogenous 
nitrogen were deduced from a young rat group (n = 10) 
that received a nitrogen-free diet during the metabolic 
cage period.

Tissue Protein Extraction and Content. Total 
proteins were extracted from 50 mg of soleus, plan-
taris, and tibialis muscles and liver in 500 µL of SET 
extraction buffer (sucrose 0.25 M + EDTA 2 mM + 
Tris 10 mM, pH 7.4). After stirring (10 × 10 s) with a 
Mini-Beadbeater device (BioSpec Products, Barlesville, 
OK), the supernatant was transferred into a hemolysis 

tube and sonicated for 3 × 30 s at 70% of maximum 
power (Vibracell 75185, VWR International, Radnor, 
PA). After protein extraction, a colorimetric protein 
assay was performed. The standard range was made 
from BSA stock solution at 0.2 mg/mL deposited con-
currently with the samples on a 96-well microplate. A 
bicinchoninic acid (BCA) working reagent consisting of 
reagents A, B, and C (at a volume ratio of 25:24:1) of 
the Micro BCA protein assay kit (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA) was also added. Each plate was 
covered with an adhesive film (VWR International) to 
prevent sample evaporation. Sample protein determina-
tion was estimated as BSA equivalent and measured at 
a wavelength of 562 nm using a microplate reader (mi-
croplate spectrophotometer, Epoch Biotek, Winooski, 
VT) after incubation for 1 h at 37°C without stirring. 
Results were given as percentage of DM for protein 
concentration. Total protein content in muscle and liver 
was expressed in milligrams of protein.

Statistical Analyses

Results were expressed as mean ± standard deviation 
and tested for significance by 1-way ANOVA using a 
post hoc test (protected least significant difference) set 
at P < 0.05. All statistical analyses were performed 
using Statview (version 5) software (SAS Institute Inc., 
Cary, NC).

RESULTS

Electrophoretic Patterns of Single-Protein  
Samples (Unheated)

Single-Casein Micelle Suspension Stock Solu-
tion. Casein monomers appeared as thick bands of Mw 
in the range of approximately 24 to 35 kDa (Figure 
1a). Under R conditions, total casein monomers (αS1-, 
αS2-, β-, κ-, and γ-casein as considered as partially hy-
drolyzed β-casein) accounted for around 84.5 ± 13.7% 
of total proteins (Figure 1a, lane 2; Table 1). As casein 
monomers are glycoproteins, their migration did not 
depend only on their Mw, so bands were assigned ac-
cording to previous data (Beliciu and Moraru, 2013). 
Owing to SDS-PAGE under R conditions and densito-
metric analysis conducted on the casein micelle stock 
suspension, protein composition is typical of a commer-
cial milk protein concentrate (MPC) enriched in casein 
micelles. According to the supplier, such raw material 
is usually used to enhance curd texture during cheese 
manufacture, displaying a low level of heat-denatured 
whey proteins. Indeed, it was observed that residual 
β-LG and low-Mw protein material, including α-LA, 
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accounted for 1.5 and 8.8% (Table 1, R conditions) 
of total polypeptides, respectively. Compared with 
conventional cow milk (Cayot and Lorient, 1998), the 
α-LA and β-LG summed content of the casein-enriched 
MPC product used in this work was 5-fold lower. Based 
on relative contents, the total caseins/(α-LA + β-LG) 
polypeptide ratio is within the reported range of 5 to 
9 for natural cow milk (Cayot and Lorient, 1998) and 
33.6 ± 1.4 for the casein-enriched MPC product ac-
cording to densitometric analysis (Table 1). During 
manufacture of MPC, a great majority of α-LA (hardly 
detectable at the bottom of the electrophoretic profile) 
and β-LG were thus eliminated. Comparing the casein 
stock suspension under NR and R conditions (Figure 
1a), the increasing band intensity of β-LG would in-
dicate that this was mainly coaggregated via disulfide 
bonds to κ-casein (Cayot and Lorient, 1998). Such co-
valent aggregation, even if limited, resulted from heat 
sanitization of the milk performed upon manufacture 

of the MPC product. Additionally, minor whey protein 
bands (Mw of ~60–90 kDa) may consist of lactoferrin, 
IgE, and BSA as well as disulfide-bonded proteins such 
αS2-casein dimers (~62 kDa; Figure 1a, lane 1). Under 
R conditions, the breakup of disulfide bonds released 
the monomers, and the minor whey protein band dis-
appeared (Figure 1a, lane 2). Likewise, the κ-casein 
(~24–25 kDa) band was evidenced below the main 
β-casein band, whereas it was barely detectable under 
NR conditions. Micellar κ-casein was mainly associated 
as disulfide-bonded multimers of high Mw (>500 kDa) 
and thus could not enter the running gel under NR 
conditions.

Single-Whey Protein Stock Solution. Accord-
ing to electrophoretic patterns, the β-LG band pre-
dominated (~57% of total intensity), whereas the main 
whey proteins (α-LA + β-LG) accounted for 82% of 
total polypeptides (Figure 1b, lanes 1 and 2; Table 1). 
Residual and soluble caseins were also detected (<5%). 

Figure 1. Electrophoretic patterns [T = 12%, where T = total content of cross-linking monomers (acrylamide + bisacrylamide) within the 
electrophoresis gel] of single-protein samples: (a) casein micelle suspension, (b) whey protein, and (c) fava bean protein stock solutions. Mw = 
molecular weight markers; NR = nonreducing condition; R = reducing condition; mPr = minor whey proteins and αS2-CN dimers; αS1–2-, β-, κ-, 
and γ-CN = casein monomers; LMw-Pr = low-Mw proteins (proteose peptone, α-LA); Lαβ = main legumin subunits: Lα and Lβ = acidic and 
basic 1–2 polypeptides constitutive of the legumin subunits, respectively; Lox = lipoxygenases; Conv = convicilin; V1–3 = vicilin polypeptides.
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There was no significant difference between patterns 
under NR and R conditions, indicating the low dena-
tured state (or noncovalently aggregated) of α-LA and 
β-LG in the starting Promilk commercial powder.

Single Fava Bean Protein Stock Solution. From 
the SDS-PAGE profile of the fava bean protein stock 
solution, polypeptides ranged from about 100 to about 
14 kDa (Figure 1c, Table 2). Similar to other Legumino-
sae species, fava bean proteins mainly consist of 7S and 
11S globulins (Gueguen, 1983). The polypeptide band 
of apparent Mw of approximately 100 kDa was identi-
fied as lipoxygenase, a lipase usually coextracted with 
plant globulins (Eskin and Henderson, 1974). Under NR 
conditions, most polypeptide bands were attributable 
to legumin subunits (Lαβ1, Lαβ2, and Lαβ3), accounting 
for approximately 35% of total band intensity (~72, 
55–57, and 44 kDa; Table 2), whereas Lαβ2 represented 
65% of total (summed) legumin bands intensity (Figure 
1c, lane 1). Fava legumin subunits are reported to be 
peculiarly heterogeneous (Wright and Boulter, 1974). 
Under R conditions, the breakup of disulfide bonds led 
to the dissociation of at least 2 acidic (Lα1 and Lα2; ~46 
and 36 kDa, respectively) and 2 basic (Lβ1 and Lβ2; ~21 
and 18 kDa, respectively) legumin polypeptides (Figure 
1c, lane 2), whereas a nonlegumin subunit band with 
an Mw of approximately 56 kDa was detected at the 
same position as the disrupted Lαβ2 subunit. Like 11S 
soy glycinin and pea legumin, 11S fava bean legumins 
are hexamers with an Mw of approximately 300 to 370 
kDa made up with Lαβ subunits with an Mw of on 
average 50 to 60 kDa, each stabilized by intermolecular 
disulfide bonds, whereas subunits are held together via 
noncovalent bonds. Several vicilin polypeptides (V1, V2, 
and V3; mainly ~48–52, 26–28, and 15 kDa) and convi-
cilin (11%, 66 kDa; Bailey and Boulter, 1972) were also 

observed. Their related bands were not found to differ 
under NR and R conditions, as 7S proteins are devoid 
of sulfur-containing AA (Derbyshire et al., 1976).

Fava Bean–Dairy Protein Mixture Formulation  
and Chemical Composition of the Dried Mixed Gels

The protein composition of fava bean–dairy mixtures 
before gelation and the chemical composition of the 

Table 1. Polypeptide composition of casein and whey protein stock suspension and solution according to SDS-
PAGE and densitometric analysis

Polypeptide1 Mw (kDa)

Relative content2 (%)

Casein

 

Whey

NR R NR R

mPr 90–60 14.0 ± 0.6 5.2 ± 1.2 13.7 15.1 ± 0.1
αS1-2-CN 35–32 40.1 ± 5.0 33.8 ± 5.7 2.2 1.8 ± 0.0
β-CN 28–26 27.8 ± 2.4 23.2 ± 4.7 1.4 1.0 ± 0.1
κ-CN 25–24 5.1 ± 0.1 17.6 ± 1.5 —  
γ-CN 22–20 4.6 ± 0.2 10.5 ± 1.8 —  
β-LG 17 0.5 ± 0.2 1.5 ± 0.2 57.3 56.1 ± 4.0
Low-Mw proteins 14; <10 7.8 ± 1.0 8.8 ± 1.2 25.4 26 ± 3
1mPr = minor whey proteins and αS2-CN dimers; αS1–2-, β-, κ-, and γ-CN = casein monomers; Mw = molecu-
lar weight. Low-Mw proteins include proteose peptone and α-LA. Low-Mw proteins are proteins of molecular 
weight below 14 kDa, as indicated; these included proteose peptone (<10 kDa) and α-LA (14 kDa). The Mw 
column specifies the Mw range wherein polypeptide bands migrated according to their electrophoretic mobility.
2Mean ± SD calculated from densitograms of 3 repeated samples on separated lanes. NR = nonreducing; R 
= reducing.

Table 2. Polypeptide composition of fava bean protein stock solution 
according to SDS-PAGE and densitometric analysis

Polypeptide1
Mw2  
(kDa)

Relative content3 (%)

NR R

Lox 100 4.6 ± 0.5 6.3 ± 0.4
Conv 66 10.9 ± 0.6 8.9 ± 0.5
Lαβ1 72
Lαβ2 55 33.3 ± 2.24 7.9 ± 1.75

Lαβ3 44
V1 52–48 11.7 ± 0.5 12.4 ± 0.1
Lα1 46
Lα2 36 7.2 ± 0.14 23.4 ± 0.14

V2 28–26 16.8 ± 3.5 9.1 ± 0.1
Lβ1 21
Lβ2 18 1.7 ± 0.24 17.8 ± 0.54

V3 15; <10 14.3 ± 1.2 14.8 ± 0.1
1Lox = lipoxygenases; Conv = convicilin; Lαβ = main legumin sub-
units; Lα and Lβ = acidic and basic 1–2 polypeptides constitutive of 
the legumin subunits, respectively; V1–3 = vicilin polypeptides.
2Mw = molecular weight range wherein the polypeptide bands mi-
grated according to their electrophoretic mobility.
3Mean ± SD calculated from densitograms of 3 repeated samples on 
separated lanes. NR = nonreducing; R = reducing.
4The total legumin subunits content (Lαβ) was calculated from summed 
intensities Lαβ1 + Lαβ2 + Lαβ3, likewise for Lα (Lα1 + Lα2) and Lβ (Lβ1 
+ Lβ2).
5The Lαβ1–3 bands disappeared under R conditions. A nonlegumin 
polypeptide of Mw ~56 kDa remained.
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resulting freeze-dried gels are given in Table 3. All fava 
bean–dairy protein mixtures contained 2-fold higher 
proteins than typical dairy yogurt. All dried mixed 
gels could be denoted as protein concentrates (≥45% 
by weight). The gelation process clearly influenced the 
relative amounts of protein and carbohydrate. Com-
pared with their acidified counterparts, the dried and 
fermented samples F and FW had lower carbohydrate 
content (approximately −12% by weight), whereas 
protein content increased comparably. Lactic bacteria 
metabolism thus led to a decrease of about 28% of the 
initial reducing sugar content (lactose) in both F and 
FW samples. Regardless of mixed gel formulation, the 
elevated salt content (>5% by weight) in all dried sam-
ples may result from the use of acid and base solutions 
during the fava bean protein extraction procedure.

Electrophoretic Patterns of the Dried Mixed Gels

Figure 2 shows the electrophoretic patterns of the dif-
ferent dried mixed gels according to total protein com-
position and gelation process. A densitometric analysis 
was conducted to estimate difference in polypeptide 
composition between samples (Table 4). It should be 
specified that the amount of each dried sample was 
adjusted before analysis so that the same total protein 
load (50 µg/sample) was deposited in each lane to allow 
semiquantitative comparisons between lanes. Polypep-
tide bands of dried mixed gels were attributed accord-
ing to their position (Mw) determined in single-protein 
samples (Figure 1). Bands of Mw in the range of ap-
proximately 55 to 70 and below 15 kDa were unresolved 
because fava bean and milk polypeptides of close Mw 
could overlap (called x1 and x2, respectively; Table 4).

All samples underwent the same heating procedure 
(85°C, 30 min) before gelation. Lanes of the same 

preheated sample under NR and R conditions before 
gelation were compared with evidence polypeptides 
involved in covalent aggregation (i.e., where new in-
terprotein disulfide bridges are established between 
heat-denatured proteins containing sulfur AA). Change 
in protein interaction due to heat denaturation was in-
vestigated for the fava bean–casein mixed protein gels 
in the absence (A, F) or presence (AW, FW) of whey 
protein.

Effect of Heat Treatment on Polypeptide 
Composition. Under NR conditions, high-Mw cova-
lent aggregates (>200 kDa) were evidenced by a thick 
band of low resolution entrapped in the stacking gel 
(Figure 2, lanes 1–4). There was an absence of legumin 
subunit bands Lαβ1 and Lαβ3 (~72 and 44 kDa, respec-
tively) compared with the unheated fava bean protein 
stock solution (Figure 1c, lane 3). According to total 
lane intensity ratio NR/R calculations (Equation 2), 
values lower than 1 were indicative of nonmigrating 
polypeptides (>200 kDa) due to thermal aggregation 
that involved disulfide bonds (Table 4). These were dis-
rupted under R conditions, releasing several migrating 
polypeptides, such as Lα2 (~36 kDa), Lβ1 (21 kDa), and 
Lβ2 (18 kDa; Figure 2, lanes 5–8). The β-LG band (17 
kDa) was also absent under NR but detectable under R 
conditions, noticeably for both AW and FW samples. 
Under R conditions, densitometric analysis showed 
that the relative amount of β-LG monomers was about 
2-fold higher in both AW and FW mixed gels than in 
A and F (Table 4).

Effect of Gelation Procedure on Polypeptide 
Composition. The electrophoretic patterns of the 
GDL-induced acid mixed gels (A and AW) compared 
with their fermented counterparts (F and FW) showed 
no differences in the relative amount of each identi-
fied polypeptide (Table 4). Hence, based on these 

Table 3. Formulation of the fava bean–milk protein mixtures and chemical composition of the fava bean–dairy mixed gels subsequently freeze-
dried1

Item A F AW FW

Stock suspension/solutions (% protein by weight)     
 Casein 3.7 ± 0.2 3.7 ± 0.2 2.7 ± 0.2 2.7 ± 0.2
 Whey protein   1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1
 Fava bean 4.3 ± 0.3 4.3 ± 0.3 4.2 ± 0.2 4.2 ± 0.2
Lactose powder (% by weight) 5 5 5 5
Freeze-dried gels (wt% composition)     
 Protein2 45.7 ± 2.1 58.0 ± 2.4 49.6 ± 1.1 61.8 ± 0.5
 Carbohydrate2,3 47.4 ± 3 34.8 ± 3 42 ± 2.4 30.4 ± 1.8
 Fat2 1.5 ± 0.3 1.0 ± 0.1 1.3 ± 0.3 0.8 ± 0.1
 Ash2 5.4 ± 0.6 6.2 ± 0.2 7.1 ± 1.0 7.0 ± 1.1
1A = glucono-δ-lactone induced acid mixed gel; AW = glucono-δ-lactone induced acid mixed gel with whey proteins; F = fermented mixed gel; 
FW = fermented mixed gel with whey proteins.
2Results are expressed on a DM basis as mean ± SD.
3Calculated as wt% carbohydrate = 1 – wt% (protein + fat + ash).
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Figure 2. Electrophoretic patterns [T = 12%, where T = total content of cross-linking monomers (acrylamide + bisacrylamide) within the 
electrophoresis gel] of the fava bean–dairy mixed gels. A = glucono-δ-lactone induced acid mixed gel; AW = glucono-δ-lactone induced acid 
mixed gel with whey proteins; F = fermented mixed gel; FW = fermented mixed gel with whey proteins; Mw = molecular weight markers; NR 
= nonreducing condition; R = reducing condition; mPr = minor whey proteins and αS2-CN dimers; αS1–2-, β-, κ-, and γ-CN = casein monomers; 
LMw-Pr = low-Mw proteins (proteose peptone, α-LA); Lαβ = main legumin subunits: Lα and Lβ = acidic and basic 1–2 polypeptides constitutive 
of the legumin subunits, respectively; Lox = lipoxygenases; Conv = convicilin; V1–3 = vicilin polypeptides.

Table 4. Polypeptide composition of the freeze-dried mixed gels1 as determined by densitometric analysis (Figure 2)

Polypeptide2
Molecular 

weight (kDa)
A (% of total 

protein3)
F (% of total 

protein3)
Proteolysis 
level (F/A) 

AW (% of total 
protein3)

FW (% of total 
protein3)

Proteolysis 
level (FW/AW)

Lox4 100 2.4 ± 0.1 2.0 ± 0.4 0.3 ± 0.1 2.1 ± 0.3 2.6 ± 0.4 0.2 ± 0.1
Conv4 66 8.2 ± 0.2 7.7 ± 0.7 0.0 ± 0.0 8.3 ± 1.5 7.8 ± 0.0 0.2 ± 0.0
x1

5 70–55 1.9 ± 0.1 2.0 ± 0.1 0.1 ± 0.0 1.4 ± 0.3 2.0 ± 0.3 0.1 ± 0.0
V1

4 52–48 15.2 ± 3.0 14.1 ± 3.9 0.2 ± 0.1 13.6 ± 3.0 13.7 ± 2.0 0.2 ± 0.0
Lα2

4 36 12.2 ± 0.6 14.4 ± 0.4 0.1 ± 0.1 13.3 ± 0.7 15.5 ± 3.2 0.2 ± 0.1
Total casein6 35–24 31.9 ± 0.9 33.0 ± 3.5 0.1 ± 0.1 26.8 ± 3.3 23.9 ± 1.6 0.3 ± 0.1
Lβ1–2

4 21–18 19.2 ± 0.4 21.6 ± 3.0 0.1 ± 0.1 17.5 ± 1.8 18.4 ± 2.0 0.1 ± 0.0
β-LG6 17 6.7 ± 0.5 5.2 ± 0.4 0.2 ± 0.0 12.2 ± 0.6 9.8 ± 0.5 0.1 ± 0.0
x2

7 ≤15 6.8 ± 0.6 5.2 ± 1.3 0.6 ± 0.1 6.7 ± 0.7 5.0 ± 0.2 0.5 ± 0.1
Total  104.5 105.2 — 101.9 98.7 —
Rtot

8 0.75 ± 0.1 0.64 ± 0.1 0.74 ± 0.1 0.56 ± 0.0  
1A = glucono-δ-lactone induced acid mixed gel; AW = glucono-δ-lactone induced acid mixed gel with whey proteins; F = fermented mixed gel; 
FW = fermented mixed gel with whey proteins.
2Lox = lipoxygenases; Conv = convicilin; Vi 1–3 = vicilin polypeptides; Lα and Lβ = acidic and basic 1–2 polypeptides constitutive of the legumin 
subunits, respectively; total casein = casein monomers and dimers.
3From Equation 1, calculated for samples and lanes under reducing conditions only. Results are means ± SD calculated from densitograms of 3 
repeated samples on separated lanes.
4Bands identified as fava bean polypeptides (Figure 1c).
5x1 = mixture of fava bean and milk polypeptides.
6Bands attributed to milk polypeptides (casein and whey proteins; Figure 1a and b).
7x2 = mixture of fava bean and milk polypeptides.
8Rtot = total lane (summed polypeptide band intensities) intensity ratio NR/R. From Equation 2, applied to total (i.e., sum) band intensities 
of the lane. Results are means ± SD calculated from densitograms of 3 repeated samples on separated lanes.
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results, there was no noticeable effect of lactic acid 
fermentation on protein composition due to proteolysis 
compared with GDL-induced acidification. The band 
intensity (IP) of a particular polypeptide (P) within 
the electrophoretic pattern of the GDL-induced acid 
mixed gels (A and AW samples) was checked as higher 
or equal to its counterpart detectable in the fermented 
mixed gels (F and FW samples, respectively). Given 
the accuracy of the comparative densitometric analysis 
conducted between lanes, the calculated proteolysis lev-
el (Equation 3) for a great majority of the polypeptide 
bands remained within the experimental error and con-
sequently did not show any marked band fading (i.e., 
decrease in intensity) by proteolysis. There was a slight 
effect on lipoxygenase (100 kDa) and x2 polypeptides (a 
mixture of fava bean and milk minor polypeptides; Mw 
≤15 kDa), for which the level of proteolysis was above 
the experimental error limit, though these accounted 
for less than approximately 10% of total polypeptides.

AA Composition of Dried Mixed Gels

The AA composition of the dried mixed gels A, F, 
and FW incorporated into in vivo study diets is given 

in Table 5. The addition of whey protein in the FW 
formula resulted in an increase in branched-chain AA 
content. As valine and isoleucine contents in FW for-
mula were in the same range as F and A formulas, 
increased branched AA content was explained by 10% 
higher content in leucine compared with A and F for-
mulas. Moreover, the FW formula was also 14% richer 
in sulfur AA content due to the presence of β-LG, as 
it is rich in sulfur AA and represents 57% of whey pro-
teins. More precisely, cysteine was 1.4-fold higher in 
FW formula compared with F and A formulas. More-
over, tryptophan content was 18 and 28% higher in 
FW than in F and A formulas, respectively. However, 
aromatic acid content (i.e., phenylalanine and tyrosine) 
was lower in the FW formula than in the F and A 
formulas (82 vs. 87 and 92 mg/g protein, respectively). 
The F and A formulas contained a higher quantity of 
histidine (+10%) than the FW formula.

pH Profiles During Gelation

Kinetics of acidification at 42°C of the protein mix-
tures upon gelation were followed (Figure 3). As an 
example, change in pH was measured for the A and 
F fava bean–casein protein mixtures that underwent 
acidification in the presence of GDL and lactic acid 
bacteria, respectively. Differences in pH decrease be-
tween the 2 gelled samples were noted. In the presence 
of GDL, the pH of mixture A decreased rapidly after 2 
h to a value of approximately 4.5, within the pH range 
of minimum solubility for fava bean proteins and the 

Table 5. Composition of the rat diets1

Item (% by weight  
unless noted) A F FW

Protein 13.8 13.8 13.7
Carbohydrate 64.3 62.6 63.6
Lipids 6.0 6.0 6.0
Minerals 5.1 5.1 5.1
Vitamins2 1 1 1
Energy (kcal/100 g) 366.7 360.3 363.3
AA (mg/g of protein)    
 NEAA 569.0 578.4 568.1
 EAA 430.9 421.6 431.9
 Histidine 26.3 25.5 23.5
 Isoleucine 37.7 36.0 36.9
 Leucine 84.6 86.6 94.1
 Lysine 69.4 67.8 69.5
 Cysteine 7.2 7.0 10.2
 Methionine 20.5 19.5 20.7
 Tyrosine 42.1 40.6 37.9
 Phenylalanine 49.5 46.4 43.8
 Threonine 39.3 38.1 39.5
 Tryptophan 9.7 10.6 12.5
 Valine 44.5 43.4 43.4
 BCAA3 166.8 166.0 174.3
 Sulfur AA4 27.7 26.5 30.8
 Aromatic AA5 91.6 87.0 81.7
1A = glucono-δ-lactone induced acid mixed gel; F = fermented mixed 
gel; FW = fermented mixed gel with whey proteins.
2Vitamins added to diets.
3Branched-chain AA = isoleucine + leucine + valine.
4Sulfur AA = cysteine + methionine.
5Aromatic AA = tyrosine + phenylalanine.

Figure 3. Kinetics of acidification at 42°C during gelation of the 
fava bean–milk protein mixtures. A = glucono-δ-lactone induced acidi-
fication; F = lactic acid fermentation.
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reported isoelectric point of casein proteins. In the case 
of mixture F, at lactic acid fermentation, pH decreased 
very slowly from approximately 6.7 to 6.5 after 1 h 30 
min then to approximately 4.5 after 4 h of incubation. 
At a given incubation temperature, the hydrolysis of 
GDL that released protons in the medium was read-
ily initiated when powder was dissolved. In contrast, 
fermentation-induced acidification was slower than 
GDL-induced acidification, possibly due to metabolic 
activation that converted lactose into lactic acid and to 
concomitant bacterial growth.

In Vivo Study

The effect of different protein formulations (effect of 
whey protein addition) and gelation processes (GDL-

induced acidification or lactic acid fermentation) on 
growth and protein retention in young rats was evalu-
ated. See Tables 6 and 7 for in vivo data.

Growth Parameters and Body Composition of 
Rats. Final BW were 14% (P = 0.002) and 19% higher 
(P < 0.001) in rat groups fed F and FW diets, respec-
tively, than the A group (Table 6). Protein efficiency 
ratio, which represents the contribution of protein diet 
in rat growth, was about 1.6-fold higher in rats receiv-
ing the F and FW diets than in those receiving the A 
diet (P < 0.001). Growth rate was 35 and 50% higher 
for rats fed the F and FW diets, respectively, than for 
those fed the A diet (P < 0.001). However, food intake 
content was significantly higher in the A group than 
in the F group (P = 0.03). Furthermore, fat-free mass 
gain was 26% (P = 0.001) and 33% (P < 0.001) higher 

Table 6. Body weight, food intake, protein efficiency, fat-free mass gain, nitrogen intake, excretion and 
balance, digestibility, and protein utilization in rats fed fava bean–dairy mixed gels for 21 d1

Item A F FW

Final BW (g) 284 ± 22b 324 ± 24a 339 ± 31a

Food intake (g/d) 32.6 ± 5.7a 28.2 ± 4.1b 30.9 ± 1.4ab

Growth rate (g/d) 5.4 ± 0.8b 7.3 ± 0.7a 8.1 ± 1.2a

Protein efficiency ratio 1.2 ± 0.3b 1.9 ± 0.4a 1.9 ± 0.2a

Fat-free mass (g) 241 ± 17b 266 ± 17a 272 ± 21a

Fat-free mass gain (%) 66 ± 10b 83 ± 8a 88 ± 13a

Nitrogen intake2 (g) 1.67 ± 0.13 1.67 ± 0.22 1.75 ± 0.10
Fecal nitrogen (g) 0.27 ± 0.06a 0.16 ± 0.04b 0.15 ± 0.02b

Urinary nitrogen (g) 0.81 ± 0.02a 0.75 ± 0.02b 0.71 ± 0.02c

Nitrogen balance (g) 0.59 ± 0.12b 0.76 ± 0.19a 0.89 ± 0.10a

Apparent digestibility (%) 84.0 ± 3.3b 90.3 ± 1.5a 91.1 ± 1.5a

True digestibility (%) 89.9 ± 3.3b 96.2 ± 1.9a 96.7 ± 1.3a

Net protein utilization (%) 52.7 ± 4.1c 62.8 ± 3.7b 67.4 ± 2.2a

a–cMeans within a row with different superscripts are significantly different (P < 0.05).
1A = glucono-δ-lactone induced acid mixed gel; F = fermented mixed gel; FW = fermented mixed gel with 
whey proteins. Results are means ± SD measured for 10 rats for each group.
2Measured in metabolic cages.

Table 7. Tissue weight and total protein content in rats fed fava bean–dairy mixed gels for 21 d1

Item A F FW

Total muscle mass (g) 0.88 ± 0.07b 0.96 ± 0.07a 0.99 ± 0.08a

Total protein content (mg) 140.0 ± 13.6b 161.0 ± 14.8a 155.1 ± 12.8a

Soleus mass (mg) 141 ± 20 144 ± 9 149 ± 15
 Protein concentration (% of DM) 57.0 ± 4.9 58.7 ± 6.1 55.8 ± 7.8
 Total protein content (mg) 20.5 ± 3.6 22.2 ± 2.1 22.4 ± 4.5
Plantaris mass (mg) 268 ± 29b 289 ± 35ab 304 ± 30a

 Protein concentration (% of DM) 69.5 ± 7.9b 76.7 ± 5.1a 66.0 ± 5.3b

 Total protein content (mg) 46.3 ± 7.6b 55.1 ± 6.3a 50.4 ± 6.1ab

Tibialis mass (mg) 474 ± 34b 526 ± 39a 546 ± 43a

 Protein concentration (% of DM) 62.1 ± 6.4 63.2 ± 4.9 60.0 ± 7.0
 Total protein content (mg) 73.2 ± 7.5b 83.7 ± 9.0a 82.2 ± 10.3a

Liver mass (g) 9.7 ± 0.9 10.1 ± 1.1 10.6 ± 1.6
 Protein concentration (% of DM) 59.5 ± 8.4 60.1 ± 4.5 60.4 ± 5.1
 Total protein content (mg) 1,884 ± 207 1,892 ± 240 2,099 ± 401
a,bMeans within a row with different superscripts are significantly different (P < 0.05).
1A = glucono-δ-lactone induced acid mixed gel; F = fermented mixed gel; FW = fermented mixed gel with 
whey proteins. Results are means ± SD measured for 10 rats for each group.



12 BERRAZAGA ET AL.

Journal of Dairy Science Vol. 102 No. 2, 2019

in rats receiving the F and FW diets, respectively, than 
in those receiving the A diet.

Evaluation of Protein Quality by Nitrogen Bal-
ance in Rats. The nutritional parameters measured 
served to evaluate the quality of dietary proteins (Table 
6). Nitrogen intake was unchanged between groups (P 
= 0.50). Fecal nitrogen was about 1.7-fold higher for 
the A group than that for both the F and FW groups 
(P < 0.001). Urinary nitrogen was 8% (P < 0.001) and 
14% (P < 0.001) higher for the A group than for the 
F and FW groups, respectively. As a result, nitrogen 
balance, which is the difference between nitrogen intake 
and nitrogen loss by both fecal and urinary routes, was 
increased for F and FW groups compared with the A 
group. Apparent digestibility and true digestibility val-
ues were about 7% higher (P < 0.001) for the F and 
FW groups than for the A group. Finally, the fermented 
gel FW containing whey protein resulted in improved 
net protein utilization, which is indicative of increased 
protein retention. Net protein utilization was 7% (P = 
0.01) higher for the FW group than for the F group and 
28% (P < 0.001) higher than for the A group.

Tissue Weight and Protein Content. Muscle and 
liver weights and their protein contents are given in 
Table 7. Total muscle weight was 13% (P = 0.002) and 
9% (P = 0.04) higher for the groups fed the FW and 
F diets than the A group, respectively. Total muscle 
protein content was 11% (P = 0.02) and 15% (P = 
0.003) higher for the FW and F groups, respectively, 
than for the A group. The increase in muscle weight 
could thus be due to the increase in protein content. So-
leus weight (P = 0.56) and related protein content (P = 
0.48) remained unchanged. Plantaris muscle weight was 
13% higher in the FW group than the A group (P = 
0.02). Tibialis muscle weight was 15% (P < 0.001) and 
11% (P = 0.009) higher for the FW and F groups than 
for the A group, respectively. Plantaris muscle protein 
content was slightly higher (+9%, P = 0.19) in the FW 
group and significantly higher (+19%, P = 0.009) in 
the F group than the A group. Tibialis muscle protein 
content was 12% (P = 0.04) and 14% (P = 0.02) higher 
in the FW and F diet groups, respectively, than in the 
A group. There were no significant differences between 
groups in liver weight (P = 0.31) and protein content 
(P = 0.22).

DISCUSSION

Dairy gels were enriched with fava bean proteins 
from 4% by weight of total protein in typical dairy 
yogurt (Favier, 1987) to 8% by weight for the mixed 
gels designed here. Fava bean (Vicia faba L.) proteins 
were selected for this study because this legume is 

extensively cultivated in different parts of the world 
(Liene and Sandra, 2016). In addition, fava bean is 
known to have a low beany flavor when added to some 
cereal-enriched foods and did not decrease their overall 
sensory acceptability (Rizzello et al., 2017).

Fava bean–dairy mixed gels were obtained from 
preheated fava bean–milk protein mixtures and then 
acidified either with added GDL (A) or by lactic acid 
fermentation. Indeed, this study aimed to evaluate the 
effect of gel processes (GDL-induced acidification or 
lactic acid fermentation) and formulation (effect of 
whey protein addition) on protein aggregation in these 
mixed gels and its repercussions on in vivo nutritional 
parameters in young rats.

The preheating step (85°C, 30 min) of fava bean–
milk protein mixtures performed before gelation formed 
high-Mw protein aggregates involving disulfide linkages 
and hydrophobic interactions; the latter ones could not 
be evidenced by SDS-PAGE. Previous investigations 
on similar heated plant–milk protein mixtures found 
that denatured plant globulins were more likely to self-
aggregate rather than produce coaggregates involving 
milk proteins (Beliciu and Moraru, 2013; Mession et 
al., 2017a). Here, protein thermal aggregation mainly 
involved the fava bean legumin polypeptides Lα2 and 
Lβ1–2 for all mixtures, as evidenced by SDS-PAGE. Ac-
cording to Zheng et al. (1991, 1992), the fava bean 
legumin subunits thermally denatured and unfolded 
their globular structure, thus increasing the exposure 
of previously buried reactive groups. This resulted in 
protein interactions via concomitant hydrophobic in-
teractions and disulfide bonding; the soluble large pro-
tein aggregates exhibited cold-set gelation properties 
upon further acidification. As shown by SDS-PAGE, 
the β-LG brought by whey protein stock solution in 
the FW mixture unfolded upon heating and covalently 
aggregated by sulfhydryl–disulfide bond exchanges in-
volving κ-casein (Cayot and Lorient, 1998; Donato and 
Guyomarc’h, 2009). However, the present results did 
not evidence any interactions between the denatured 
legumin and β-LG molecules via disulfide bonds.

Concerning effects of gelation processes (i.e., GDL-
induced acidification and lactic acid fermentation), we 
found no difference between the electrophoretic patterns 
of A–F and AW–FW mixed gels and thus no significant 
proteolysis in the fermented mixed gels. These results 
are in agreement with a previous study that focused 
on soymilk gelled products using comparable gelation 
routes (Grygorczyk, 2012). However, this differed from 
data reported by Li et al. (2013), who found differences 
in patterns of soy cheese spread samples produced by 
GDL-induced acidification versus lactic acid fermen-
tation, where 2 distinct bands at approximately 100 
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kDa were present in patterns of the GDL-induced acid 
products but absent in the patterns of fermented prod-
ucts. Note that peptides or polypeptide fragments of 
Mw lower than 10 kDa, which could not be detected 
with the present SDS-PAGE protocol, may nevertheless 
have formed.

Interestingly, there was an effect of gelation process 
on the kinetics of acidification. Acidification in the 
presence of GDL started rapidly, whereas pH started 
to decrease markedly with lactic acid bacteria from 90 
min of incubation at 42°C. This may be due to the ef-
fect of rapid hydrolysis of GDL to gluconic acid at 42°C 
responsible for gel acidification (Lucey et al., 1998). 
This finding is consistent with the results of previous 
studies (Amice-Quemeneur et al., 1995; Lucey et al., 
1998; Azim et al., 2010). In the case of single milk, 
Lucey et al. (1998) reported that the different acidi-
fication rate in the presence of either GDL or lactic 
acid bacteria could influence the aggregation rate and 
rearrangement time of protein molecules involved in the 
gelled network. Using confocal scanning laser micros-
copy, they demonstrated that fermented dairy gel at 
42°C (the temperature used in our study) appeared to 
have a more clustered type of network than the GDL-
induced acid gel. Another study found no difference 
in final microstructure of soymilk gels produced by 
fermentation compared with GDL-induced acidification 
despite a difference in acidification rate during gelation 
at 40°C (Grygorczyk, 2012).

Gelation process had an effect on nutrition param-
eters measured in young rats fed the different formulas 
of dried mixed gels, as the use of lactic bacteria for ge-
lation of fava bean–casein protein mixtures with (FW) 
or without (F) whey protein enhanced true protein 
digestibility (+7%) and retention (+19% and +28% for 
the F and FW diets, respectively), protein efficiency 
ratio (+58%), and growth rate (+35% and +50% for 
the F and FW diets, respectively) compared with the 
A diet.

These differences could not be attributed to the pro-
tein stock solutions or suspension preparation because 
GDL-induced acid gel A and fermented gel F were 
produced using the same formulation (i.e., using the 
same casein-to-fava bean protein weight ratio of 1:1.3). 
It is well known from the literature that fermentation 
enhances the in vitro and in vivo protein digestibility 
of legume and dairy products (Lee et al., 1988; Tor-
res et al., 2006; Coda et al., 2015; Chandra-Hioe et 
al., 2016). Coda et al. (2015) and Chandra-Hioe et al. 
(2016) reported increased in vitro protein digestibility 
of fermented fava bean flour (Vicia faba) by 2% and 
fermented desi (Cicer arietinum) by 9.5% compared 
with the raw products. Lee et al. (1988) and Torres et 

al. (2006) also obtained a significantly higher in vivo 
protein digestibility in fermented yogurt (+2%) and 
fermented legume-enriched pasta (+6%), respectively, 
than in the nonfermented products. We suggest that a 
residual proteolytic activity of bacteria could be main-
tained during the in vivo digestive process that could 
be partially responsible for the improved digestibility of 
fermented gels compared with GDL-induced acid gel. 
Indeed, Mater et al. (2005) reported that Streptococ-
cus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bul-
garicus can survive gastrointestinal transit and exert a 
probiotic effect. Furthermore, according to Ghosh and 
Ray (2017), probiotic organisms could improve food 
digestibility via administration of exogenous enzymes. 
Moreover, Di Cagno et al. (2002) and Coda et al. (2015) 
previously reported that formation of free AA increased 
in fermented wheat dough and fava bean flour com-
pared with chemically acidified wheat dough and unfer-
mented fava bean flour. Fermentation, via proteolytic 
activity of lactic bacteria, could promote the formation 
of free AA and low-molecular-weight peptides that 
could not be detected with the SDS-PAGE analysis 
used here. Protein digestibility may be affected either 
by level of aggregation and clustering within the gelled 
network structure or by change in protein structure due 
to proteolysis phenomena. Given the previous reports 
discussed above, the higher observable digestibility of 
proteins in fermented gel formulas F and FW may be 
more likely attributable to proteolysis giving rise to the 
release of small peptides and free AA that are readily 
absorbable by rats fed fermented gels.

The better net protein utilization measured for young 
rats fed fermented mixed gels F and FW is in agree-
ment with Aliya and Geervani (1981), who reported 
that rats fed fermented legume products Bengal gram 
dhokla (from Cicer arietinum) showed 12% higher net 
protein utilization than rats fed the nonfermented 
product. Here, lactic acid fermentation of fava bean–
casein mixed protein gels resulted in better growth rate 
(+35%) and protein efficiency ratio (about 1.6-fold 
higher) than the chemically acidified mixed gels. Riz-
zello et al. (2017) showed that pasta products enriched 
with fermented fava bean flour were characterized by 
a greater protein efficiency ratio (+10%), calculated 
using the model evidenced by Ihekoronye (1981), com-
pared with the nonfermented pasta. Lee et al. (1988) 
reported that cultured yogurt produced by fermentation 
led to a significantly higher growth response (+15%) 
and computed protein efficiency ratio (+9%) based on 
AA profile and in vivo digestibility than that evidenced 
with its acidified counterpart.

Here we found enhanced protein efficiency and pro-
tein retention in young rats fed the fermented fava 
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bean–casein mixed protein gels containing or not con-
taining whey protein compared with GDL-induced acid 
mixed gel, which resulted in an increase in muscle mass 
(+9%) and muscle protein content (+15%).

The improved protein digestibility of fermented gels 
could increase the release of free AA. In addition, low-
molecular-weight peptides and readily available free 
AA, especially essential AA, may have formed during 
fermentation (Di Cagno et al., 2002; Kopf-Bolanz et al., 
2014; Coda et al., 2015). Though not detected in the 
electrophoretic patterns of the dried mixed protein gels, 
the contribution of protein proteolysis at lactic acid 
fermentation could enhance both the protein efficiency 
and protein retention of fermented gels. This would 
consequently contribute to the gain in muscle mass and 
muscle protein content for young rats fed the fermented 
mixed gels in the presence or absence of whey proteins 
compared with GDL-induced acid mixed gel.

Concerning the influence of formulation, the addition 
of whey protein to fermented mixed gel led to higher 
protein retention (+7%) than fermented gel without 
whey protein in young rats. Some studies have estab-
lished the concept of “slow” proteins (e.g., casein) and 
“fast” proteins (e.g., whey) depending on protein diges-
tion rate and AA absorption in the intestine (Boirie et 
al., 1997; Dangin et al., 2001, 2002, 2003). The whey 
proteins, which are highly soluble in acidic conditions, 
could transit rapidly through the stomach and subse-
quently become hydrolyzed in the duodenum, inducing 
rapid and significant AA absorption. In contrast, in 
the presence of stomach acidity, caseins coagulate and 
induce a slow and prolonged absorption of AA over a 
longer period (Boirie et al., 1997). Dangin et al. (2003) 
showed that protein gain was higher after ingestion of 
a meal containing only whey proteins compared with 
caseins. The same effect was reported in a study on 
enzymatically hydrolyzed dairy proteins (Koopman et 
al., 2009), where in vivo digestion and absorption rates 
were increased after ingestion of a protein hydrolysate 
compared with its nonhydrolyzed counterpart, leading 
to a better body protein retention rate. Note that fer-
mented gel with whey protein was 10% richer in leucine 
than in A and F gels without whey protein. Previous 
studies showed that leucine supplementation is able to 
stimulate muscle protein synthesis in young (Anthony 
et al., 1999) and old (Dardevet et al., 2002; Rieu et al., 
2003) rats and in elderly men (Wall et al., 2013). More-
over, Gryson et al. (2014) suggested that fast-digested 
protein, such as whey proteins, could induce a high 
leucine availability and improve postprandial protein 
retention in older men. Overall, the high anabolic effect 
of rapidly digested proteins (e.g., hydrolyzed proteins 
and whey proteins) likely explains the enhanced protein 

retention observed in young rats fed the fermented gel 
that contains whey protein and is furthermore liable to 
have more hydrolyzed proteins and free AA. Borack et 
al. (2016) compared the effect of isolated whey protein 
and soy–dairy protein blends ingested by human sub-
jects and showed that these proteins induced similar 
responses in hyperaminoacidemia and muscle protein 
synthesis. This is in agreement with a previous study 
carried out on young adult humans, where ingestion of 
a soy–dairy protein blend following exercise prolonged 
blood aminoacidemia and muscle protein synthesis (Re-
idy et al., 2013). In this regard, Paul (2009) reported 
that combining soy, casein, and whey proteins is more 
efficient than the use of a single protein source because 
it leads to a better-balanced AA profile.

It would have been interesting to complete the pres-
ent study with an additional control group fed a plant 
protein–based gel containing only fava bean proteins. 
This experimental design would have assessed the nu-
tritional benefit of blending fava bean proteins with 
animal proteins regarding a possible compensation of 
the well-known low anabolic effect of plant proteins. 
Nevertheless, the results from this group would have 
been expected. According to previous data, impaired 
growth rate, food efficiency, and muscle mass were ob-
served in growing rats fed raw fava bean (Vicia faba) 
or raw pea seeds nonsupplemented in free sulfur AA 
compared with the casein group (Martínez et al., 1987; 
Alonso et al., 2002). In addition, when heated to reduce 
antinutritional factor content, pea seeds supplemented 
with free sulfur AA to target rat requirements induced 
a higher food efficiency and muscle mass than heat-
treated but nonsupplemented pea seeds (i.e., results 
comparable with those obtained with casein; Alonso 
et al., 2002). These results highlight the importance 
of compensating the unbalanced legume proteins with 
sulfur AA. Feeding growing rats diets deficient in sulfur 
AA alters the growing rate and nitrogen balance of 
animals (Heger and Frydrych, 1985; Sikalidis and Sti-
panuk, 2010). Hence, rats fed only fava bean proteins 
were not used in the present work to avoid observing 
the well-known consequences of sulfur AA deficiency of 
legume proteins.

It would also have been interesting to evaluate the 
effect of protein enrichment by comparing mixed gels 
of the present work (8% by weight protein) with a 
typical dairy yogurt (4% by weight protein). Digest-
ibility of typical dairy yogurt is well documented in 
the literature (Alm, 1982; Lee et al., 1988). Therefore, 
it is highly possible to compare protein digestibility 
observed in this study with that of typical dairy yogurt 
reported in the literature (Alm, 1982; Lee et al., 1988). 
This comparison led us to conclude that the enrichment 
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of protein from 4 to 8% by weight by the addition of 
fava bean proteins could improve protein digestibility 
of fava bean–dairy mixed gels compared with typical 
dairy yogurt.

CONCLUSIONS

Feeding dairy gels fortified with fava bean proteins 
induced a protein gain in young rats. The gain was 
significantly improved when rapidly digested whey pro-
teins were added to the formula. Blending fava bean, 
casein, and whey proteins in a fermented gel resulted 
in improved protein efficiency and protein retention 
as well as muscle mass gain in young rats. This high-
protein-content fava bean–dairy fermented gel could 
be proposed in pathophysiological situations involving 
body protein loss.
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Conclusion 

Nous avons souligné l’intérêt de la fermentation des gels laitiers en comparaison à 

l’acidification chimique dans l’amélioration de la digestibilité et de la rétention protéiques chez 

les rats jeunes. En raison de l’activité protéolytique bactérienne, les gels fermentés peuvent 

contenir des peptides de faibles poids moléculaires (< 10 kDa) et des acides aminés libres 

facilement disponibles. À noter que ces composés ne sont pas détectés dans les profils 

protéiques des gels laitiers mixtes avec la méthode SDS-PAGE utilisée. Enfin, en plus de l’effet 

positif de la fermentation, nous avons aussi souligné l’efficacité du lactosérum dans 

l’amélioration de la rétention protéique. Les gels laitiers fermentés et enrichis en globulines de 

fèverole présentent un réel avantage pour le gain protéique chez les rats jeunes surtout en 

présence des protéines de lactosérum en comparaison à l’acidification chimique. Ce gel 

fermenté à base de fèverole et de protéines laitières (caséine + lactosérum) pourrait être proposé 

dans des situations physiopathologiques impliquant une perte de protéines corporelles. 
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Discussion générale 

En dehors des aspects écologiques bénéfiques, l’augmentation de la part des produits 

végétaux dans notre alimentation peut contribuer à prévenir les risques pour la santé associés à 

une consommation excessive d'aliments d'origine animale, notamment réduire le risque de 

maladies cardiovasculaires et de diabète de type 2 (Le et Sabaté, 2014). Certains produits 

végétaux comme les légumineuses sont riches en protéines (24-28%), en fibres (12-31%) et en 

micro-constituants (Laleg et coll., 2016c). Elles sont aussi pauvres en lipides (̴ 2%) sauf le pois 

chiche, le lupin et le soja contenant de 3 à 22% de lipides (Guillon et Champ, 2002 ; Asif et 

coll., 2013). Elles présentent, de ce fait, un réel intérêt pour l’alimentation humaine, en 

particulier celle des séniors. Les modifications métaboliques associées au vieillissement rendent 

nécessaires le contrôle de la consommation de graisses saturées, de micro-constituants et de 

fibres et l’optimisation de la qualité des apports protéiques. Les légumineuses étant composées 

de protéines déficientes en acides aminés soufrés (Boye et coll., 2010), il est cependant 

important de les combiner à d’autres sources protéiques dans l’optique d’améliorer leur qualité 

nutritionnelle. Le blé est caractérisé par un profil en acides aminés indispensables 

complémentaire à celui des légumineuses (Duranti, 2006). L’association blé-légumineuses au 

sein d’un même régime ou d’un même aliment dans une stratégie de complémentarité des 

sources protéiques permet ainsi d’améliorer l’équilibre en acides aminés indispensables au 

regard des besoins humains. De même, l’association des protéines de légumineuses avec des 

protéines de haute valeur nutritionnelle comme les protéines laitières permet de compléter le 

profil en acides aminés indispensables de la source végétale. Notre premier objectif était de 

produire des aliments enrichis en légumineuses (pâtes alimentaires et gels laitiers) caractérisés 

par une composition optimale en acides aminés indispensables, c’est-à-dire satisfaisant les 

besoins de l’Homme adulte (WHO/FAO/UNU, 2007). Outre la composition en acides aminés 

indispensables, la digestibilité des protéines est un paramètre déterminant de sa valeur 

nutritionnelle. Ce paramètre peut varier en fonction de la source protéique choisie, des 

changements de structure et des interactions entre les protéines ou avec d’autres composés tout 

au long du procédé de fabrication de l’aliment.  

Des études antérieures ont évalué l’effet de l’enrichissement des pâtes alimentaires avec de 

la farine de fèverole, à des taux de substitution du blé allant de 35 à 100%, sur la modification 

de leur structure à différentes échelles (macroscopique, microscopique et supramoléculaire) 

(Petitot et coll., 2010a; b ; Laleg et coll., 2016a; c, 2017). Ces études ont montré que 
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l’enrichissement des pâtes en légumineuses, en affaiblissant la structure du réseau protéique à 

l’échelle supramoléculaire par une augmentation des interactions faibles, influence la digestion 

in vitro des protéines (Laleg et coll., 2016a, 2017). La digestibilité in vitro de la fraction 

protéique d’une pâte contenant 35% ou 70% de légumineuse est plus élevée respectivement de 

10 et 14% par rapport à celle d’une pâte classique 100% blé dur (Laleg et coll., 2016a, 2017). 

L’augmentation de la digestibilité des protéines ne semble pas être liée à des modifications des 

structures tertiaires et secondaires des protéines des pâtes (Laleg et coll., 2016a).  

Des études antérieures ont évalué l’impact de l’enrichissement des gels laitiers en protéines 

de légumineuses sur leur structure moléculaire. Elles ont mis en évidence de possibles 

interactions moléculaires entres les protéines laitières et les protéines de légumineuses 

impactant la qualité rhéologique des gels mixtes (Zare et coll., 2012b, 2013 ; Mession et coll., 

2017a; b ; Chihi et coll., 2018). Il est important de noter que le mode d’acidification des gels 

laitiers (acidification chimique versus fermentation) a également un impact sur la qualité 

rhéologique des gels en raison d’une différence de vitesse d’acidification induisant une 

structure différente du gel à l’échelle microscopique (Amice-Quemeneur et coll., 1995 ; 

Vlahopoulou et Bell, 1995 ; Lucey et coll., 1998 ; Laligant et coll., 2003 ; Azim et coll., 2010). 

La comparaison de la structure moléculaire des réseaux protéiques des gels laitiers enrichis en 

légumineuses produits par ces deux types de gélification et sa répercussion sur la digestion des 

protéines reste néanmoins mal comprise. 

Un des objectifs de nos travaux était d’évaluer les modifications structurales du réseau 

protéique à l’échelle moléculaire induites par l’incorporation de farines de légumineuses dans 

les pâtes alimentaires ou l’introduction de protéines de légumineuses dans les gels laitiers. Le 

changement de ces structures protéiques en fonction du procédé de transformation des aliments 

et leur éventuelle répercussion sur la digestibilité in vitro et in vivo des aliments enrichis en 

légumineuses a été également étudié. Très peu d’études ont évalué l’impact de l’enrichissement 

des pâtes alimentaires en légumineuses sur la digestion et la rétention azotée in vivo chez les 

rats jeunes (Torres et coll., 2006, 2007a; b ; Giménez et coll., 2016) ; et aucune n’a évalué cet 

effet chez des individus âgés, bien que ces derniers aient besoin de consommer des protéines 

de haute qualité nutritionnelle afin de prévenir les pertes de protéines corporelles au cours de 

leur vieillissement. De plus, aucune étude in vivo analysant le modèle gels laitiers enrichis en 

légumineuses n’a été répertoriée jusqu’à présent. Nous avons donc entrepris d’étudier l’effet de 

la consommation de ces aliments mixtes (pâtes alimentaires et gels laitiers enrichis en 
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légumineuses) sur la rétention protéique corporelle et la synthèse protéique musculaire chez des 

rats âgés et des rats jeunes. 

Pour répondre aux objectifs de la thèse, des pâtes alimentaires ont été formulées en associant 

de la semoule de blé dur avec différentes farines de légumineuses (fèverole, lentille ou pois 

cassé) afin d’évaluer si le changement de composition protéique impacterait la structure du 

réseau protéique des pâtes. Elles ont été produites par un procédé classique de pastification 

composé des étapes successives d’hydratation-malaxage, d’extrusion et de séchage (Laleg et 

coll., 2016b). Des étapes de cuisson et de re-séchage ont été ajoutées afin de préparer des 

régimes adaptés pour le rat. Les gels laitiers ont été formulés en associant des protéines de 

fèverole et de la caséine en présence ou en absence de protéines de lactosérum. Les gels laitiers 

mixtes ont été produits par gélification acide en présence d’un acidifiant chimique ou par 

fermentation lactique. La structure et la capacité des réseaux protéiques des aliments enrichis 

en légumineuses à être digérés in vitro ont ensuite été évaluées. La digestion in vivo et la 

rétention protéique corporelle, la synthèse et l’accrétion protéiques musculaires ont été évaluées 

suite à la consommation de ces aliments enrichis en légumineuses par des rats jeunes (1 mois) 

ou âgés (22 mois). 

Effet de la formulation et du procédé de fabrication des aliments enrichis en légumineuses 

sur la structure moléculaire de leur réseau protéique 

Pâtes enrichies en légumineuses 

Afin d’évaluer l’effet de la formulation des pâtes alimentaires, nous avons comparé trois 

types de légumineuses (fèverole, lentille et pois cassé). En fonction de la teneur en protéines 

des farines de légumineuses, différentes proportions de farines de fèverole, lentille ou pois cassé 

ont été incorporées dans les pâtes afin d’atteindre la même teneur en protéines totales (21% db 

soit 1,6 fois la teneur en protéines d’une pâte classique au blé dur (13%)) afin d’obtenir des 

régimes iso-protéiques pour l’étude in vivo. Dans les trois pâtes mixtes obtenues, la quantité de 

protéines provenant des légumineuses représentent respectivement 77, 79 et 87% des protéines 

totales (contre respectivement 23, 21 et 13% de protéines provenant de la semoule de blé) pour 

les pâtes enrichies en fèverole, lentille et pois cassé. L’effet du procédé de transformation des 

pâtes alimentaires sur la structuration du réseau protéique a été étudié en comparant la structure 

des protéines des farines de légumineuses non traitées et celle du réseau protéique des pâtes 

alimentaires mixtes séchées, cuites à leur temps optimal de cuisson + 1 min et re-séchées. Suite 

à nos résultats préliminaires comparant la structure du réseau protéique des pâtes cuites 
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lyophilisées et des pâtes cuites re-séchées, nous avons montré que l’étape de re-séchage n’a pas 

d’effet sur la structure protéique en raison de la faible température de séchage utilisée (40°C) 

lors de nos travaux. L’état d’agrégation des protéines à l’échelle moléculaire dans les farines 

de légumineuses et les pâtes a été évalué par chromatographie liquide à haute performance 

d’exclusion stérique (SE-HPLC) après traitement des protéines par différents solvants (SDS 

avec ou sans DTE). Cette analyse nous permet de calculer le pourcentage des protéines liées 

par des interactions faibles (solubles dans le SDS) et par des interactions covalentes de type 

ponts disulfures (solubles dans le SDS+DTE). Les protéines restantes, « non extractibles », ni 

dans le SDS, ni dans le DTE, sont liées par des liaisons covalentes d’une autre nature 

(isopeptidiques : dityrosine, ou des liaisons de type Maillard formant des complexes comme 

par exemple ɛ-pyrrole-lysine, ɛ -N-furoylméthyl-L-lysine, Stuknytė et coll., 2014).  

Dans les trois farines de légumineuses, les protéines sont presque exclusivement liées 

(environ 97% des protéines totales) par des interactions faibles (liaisons électrostatiques, 

hydrophobes et hydrophiles). Seuls 3% des protéines sont liées par des interactions covalentes 

de type disulfure et ce quel que soit le type de légumineuses (fèverole, lentille ou pois cassé). 

Les groupes sulfhydryles (SH) des cystéines des farines ne sont donc pas engagés dans des 

ponts disulfures. Après les étapes de séchage-cuisson-séchage, la proportion des protéines liées 

par des ponts disulfures s’élève d’environ 20 fois par rapport aux farines de fèverole, de pois 

cassé ou de lentille et ce quel que soit le pourcentage de farine de légumineuse contenu dans la 

pâte (62% pour la pâte à la fèverole, 79% pour celle au pois cassé et 65% pour celle à la lentille). 

Les groupes sulfhydryles (SH) libres des cystéines dans les farines ont donc réagi pour former 

des ponts disulfures (S-S) lors du procédé de fabrication des pâtes. L’augmentation de la 

réticulation covalente des protéines dans les pâtes cuites est un phénomène bien connu dans la 

littérature (Laleg et coll., 2016a; c). 

Afin d’évaluer l’effet de l’incorporation des différentes farines de légumineuses dans les 

pâtes sur la structure du réseau protéique, une comparaison deux-à-deux de nos pâtes enrichies 

en fèverole, lentille ou pois cassé peut être faite. Il faut signaler que nos pâtes ont été séchées à 

basse température (55°C) avant la cuisson. Il a été démontré que la majorité des liaisons 

covalentes y compris celles de type disulfures des pâtes cuites préalablement séchées à basse 

température 55°C, se forment principalement pendant la cuisson (Petitot et coll., 2009b ; 

Stuknytė et coll., 2014). Nous suggérons aussi que la cuisson des pâtes à 100°C permet la 

dénaturation des protéines de blé (Guerrieri et coll., 1996) et des protéines de légumineuses 

(Mession et coll., 2013) favorisant ainsi des interactions de groupes sulfhydryles (SH) libres 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613015161#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613015161#!
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entre les protéines de blé-blé, légumineuse-blé et/ou légumineuse-légumineuse et la formation 

des ponts S-S entre ces protéines. Cela suggère que les cystéines (venant des protéines de 

légumineuses et du blé) sont susceptibles de former des ponts S-S lors de la cuisson des pâtes 

et pourrait influencer ainsi la proportion des ponts S-S dans les pâtes cuites. 

Les pâtes enrichies en fèverole et en lentille contiennent des pourcentages de protéines 

provenant du blé et de la légumineuse comparables (respectivement 23 et 21% pour le blé, et 

77 et 79% pour les légumineuses). Cependant, le pourcentage des protéines liées par des ponts 

S-S est 14% plus élevé dans les pâtes enrichies en lentille par rapport aux pâtes enrichies en 

fèverole. Par conséquent, la différence du pourcentage de S-S dans les deux pâtes pourrait être 

expliquée par la quantité de cystéine totale (venant du blé et de la lentille) dans les pâtes 

enrichies en lentille qui est également 14% plus élevée que celles des pâtes enrichies en 

fèverole, liée à une teneur plus importante de cystéine dans la farine de lentille que dans la 

fèverole. 

Les pâtes enrichies en fèverole et en pois cassé ont une proportion de protéines liées par des 

ponts S-S comparable (53 et 55%, respectivement), bien que la contribution des protéines de 

blé à leur teneur en protéines totales soit très différente (23% versus 13%, respectivement) ainsi 

que les protéines de légumineuses (77% versus 87%, respectivement). Les pâtes enrichies en 

fèverole et les pâtes enrichies en pois cassé ont la même quantité de cystéine totale à savoir 

venant de la légumineuse et venant du blé (respectivement 13,5 et 13,9 mg/g de protéines). 

Comme l’ensemble de leurs cystéines peuvent réagir pour former des ponts S-S après la cuisson 

des pâtes, ceci peut expliquer la formation de la même proportion des ponts S-S dans les pâtes 

cuites enrichies en pois cassé et celles enrichies en fèverole. 

Dans les pâtes enrichies en lentille (où 79% des protéines proviennent de la lentille), 61% 

des protéines sont liées par des ponts S-S contre 55% dans les pâtes enrichies en farine de pois 

cassé (où 87% des protéines proviennent du pois cassé). Ceci peut s’expliquer par le fait que 

les pâtes enrichies en lentille contiennent une quantité 17% plus élevée de cystéine totale 

(venant du blé et de la lentille) que les pâtes enrichies en pois cassé ; c'est à dire une quantité 

plus élevée de protéines susceptibles de se lier par des ponts S-S notamment au cours de l’étape 

de la cuisson. 

En plus des liaisons disulfures, les protéines des pâtes enrichies en lentille et en pois cassé, 

contrairement aux pâtes enrichies en fèverole, sont liées par d’autres types d’interactions 

covalentes (environ 5% des protéines ne sont solubles ni dans le SDS, ni dans le DTE : protéines 
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non extractibles). Cela peut être dû à leur teneur plus élevée en tyrosine (respectivement +10 et 

11%) capable de former des liaisons iso-peptidiques de type dityrosine par rapport aux pâtes 

enrichies en fèverole. 

Une comparaison avec les données de la littérature obtenues sur des pâtes cuites (Petitot et 

coll., 2009b ; Petitot et coll., 2010a ; Laleg et coll., 2016a) peut être faite afin d’évaluer l’effet 

de l’enrichissement en légumineuses et la variation du taux d’incorporation des protéines de 

légumineuses sur la modification de la structure des pâtes. Les pâtes alimentaires évaluées lors 

de ces études antérieures ont été produites dans des conditions de fabrication comparables aux 

nôtres (température de séchage 55°C, cuisson à 100°C pendant le temps optimal de cuisson + 

1 minute) sauf que nous avons ajouté une étape de re-séchage après la cuisson qui n’affecte pas 

les forces d’interactions entre les protéines et ne crée notamment pas de ponts covalents 

supplémentaires. 

Par rapport aux pâtes cuites enrichies en farine de fèverole étudiées dans la littérature, nos 

pâtes enrichies avec 62% de farine de fèverole (où 77% des protéines proviennent de la 

fèverole) contiennent 47% de protéines solubles dans le SDS ; Ce résultat est supérieur aux 

40% obtenus par Laleg et coll. (2016a) dans les pâtes enrichies avec 35% de fèverole (où 50% 

des protéines proviennent de la fèverole) et inférieur aux 70% obtenus dans des pâtes fabriquées 

avec 100% de fèverole (Laleg et coll. 2016c). En rassemblant les résultats obtenus par Laleg et 

coll. (2016a ; c) et nos résultats, une relation de linéarité entre les pourcentages de protéines 

solubles en SDS ou en SDS+DTE dans les pâtes cuites et le pourcentage de protéines provenant 

de la farine de légumineuse peut être mise en évidence. Les équations de régression linéaire 

établies sont y1 = 0,51 x + 13,76 (R² = 0,96), y2 = -0,51 x + 86,24 (R² = 0,96) où y1 et y2 sont 

respectivement les pourcentages de protéines solubles en SDS ou en SDS+DTE dans les pâtes 

cuites et x est le pourcentage de protéines provenant de la farine de fèverole (Figure 1). Les 

protéines de fèverole sont environ 45% moins riches en cystéine par rapport aux protéines du 

blé. Ceci induit une diminution de la quantité de cystéine totale de la pâte mixte blé-fèverole et 

donc une diminution des protéines liées par des ponts S-S en faveur des protéines liées par des 

interactions faibles proportionnelle au taux d’incorporation des légumineuses dans les pâtes, 

comme initialement démontré par Laleg et coll. (2017). Laleg et coll. (2017) ont également 

montré que la proportion des protéines liées par liaisons faibles dans les pâtes sèches (avant 

cuisson) augmente linéairement en fonction du taux d’incorporation des protéines de fèverole 

dans la pâte, avec en parallèle une diminution concomitante et elle-même linéaire de la part des 

protéines liées par des ponts S-S (Laleg et coll., 2017).  
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Figure 1. Relation entre le pourcentage des protéines solubles dans le SDS (A) ou le SDS+DTE 

(B) et le taux de protéines provenant de la farine de fèverole dans les pâtes cuites (à différents 

taux d’incorporation de protéines de fèverole 0, 50, et 100% (pour Laleg et coll., 2016a; c, 

2017) et 77% pour notre pâte enrichies avec 62% de farine de fèverole). 

Nous avons essayé de placer nos résultats obtenus pour nos pâtes enrichies en lentille ou en 

pois cassé sur la Figure 1 présentant les résultats pour les pâtes cuites enrichies en fèverole. Le 

R² de l’équation de la fèverole seule qui est de 0,96 passe à 0,67-0,79 en rajoutant les résultats 

des pâtes enrichies en lentille et en pois cassé (Figure 1 et Figure 2). La relation de linéarité 

semble donc spécifique à chaque légumineuse, probablement en raison d’une composition 

différente en cystéine qui modifie la quantité de cystéines totales (blé + légumineuses) 

susceptibles de former des ponts S-S dans les pâtes cuites. 
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Figure 2. Relation entre le pourcentage des protéines solubles dans le SDS (A) ou le SDS+ 

DTE (B) et le taux de protéines provenant des farines de légumineuses dans les pâtes cuites. 

Les points jaunes, vert foncé et vert clair sont attribués respectivement aux pâtes enrichies avec 

la farine de fèverole (à différents taux d’incorporation de protéines de fèverole 0, 50, 77, 100), 

avec 65% de la farine de lentille (où 79% des protéines proviennent de la lentille) et avec 79% 

de la farine de pois cassé (où 87% des protéines proviennent du pois cassé). 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons tracé une courbe qui rassemble les données 

obtenues pour plusieurs pâtes cuites enrichies avec trois légumineuses à des proportions 

différentes en fonction cette fois-ci, non plus de la teneur en farine de légumineuse dans la pâte, 

mais en fonction de leur teneur en cystéine totale venant du blé et de la légumineuse (Figure 3). 

Nous avons rassemblé nos résultats obtenus pour les pâtes enrichies avec 62% fèverole, 65% 

lentille ou 79% pois cassé avec les résultats de Laleg et coll. (2016a) pour la pâte 100% blé et 

la pâte 35% fèverole, et Laleg et coll. (2016c) pour les pâtes 100% fèverole et 100% lentille. 

Nous montrons ainsi que la proportion des protéines liées par des ponts S-S dans les pâtes cuites 

augmente linéairement avec la quantité de cystéines totales des pâtes, qu’elles soient apportées 

par le blé ou la légumineuse. L’équation de la droite est y = 7,2 x – 45,9 (R² = 0,96), où y est le 

pourcentage de protéines solubles dans le SDS+DTE (% des protéines liées par des ponts S-S) 

et x est la quantité de cystéine totale dans les pâtes cuites (Figure 3). Cette relation confirme 

l’hypothèse que nous avons émise au début de cette discussion, à savoir que le pourcentage des 

protéines liées par des ponts S-S est influencé par la quantité de cystéine totale provenant à la 

fois des légumineuses et du blé qui réagissent pour former des ponts S-S à une température de 

cuisson de 100°C. Nous pourrions ainsi prévoir l’état de structuration du réseau protéique des 
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pâtes cuites, préalablement séchées à 55°C, en fonction de l’analyse des cystéines totales du 

mélange blé-légumineuse et ce quel que soit la légumineuse (fèverole, lentille ou pois) et le 

taux d’incorporation des légumineuses dans les pâtes. À noter aussi que comme la nature de la 

légumineuse, notamment sa composition en cystéine, influence la quantité de cystéine totale 

des pâtes, elle influence ainsi le pourcentage des protéines liées par des interactions covalentes 

type disulfures. 

 

Figure 3. Relation entre le pourcentage des protéines liées par des ponts S-S et la quantité de 

cystéine totale des pâtes cuites. P-fèverole 62: Pâte enrichie avec 62% de farine de fèverole ; P-

lentille 65: Pâte enrichie avec 65% de farine de lentille ; P-pois 79 : Pâte enrichie avec 79% de 

farine de pois cassé ; P-fèverole 35: Pâte enrichie avec 35% de farine de fèverole et P-blé 0: 

pâtes 100% blé dur (Laleg et coll., 2016a ; Laleg et coll., 2017) ; P-fèverole 100 : Pâte 100% 

fèverole et P-lentille 100 : Pâte 100% lentille (Laleg et coll., 2016c). 

Gels laitiers enrichis en légumineuses 

Les protéines de fèverole ont été ajoutées aux gels laitiers pour les enrichir deux fois en 

protéines par rapport aux yaourts laitiers commerciaux. En effet les gels mixtes contiennent 8% 

de protéines contre 4% pour les gels classiques (Favier, 1987). Le ratio entre les quantités de 

protéines de fèverole et les protéines laitières dans les gels laitiers mixtes est d’environ 50/50. 

Afin d’évaluer l’effet du procédé de fabrication des gels laitiers (gélification par fermentation 

lactique ou acidification chimique) sur la structure supramoléculaire de leur réseau protéique, 

une analyse des profils électrophorétiques SDS-PAGE des polypeptides des matières premières 

(protéines de la fèverole, caséine et lactosérum) et des gels laitiers mixtes contenant les 
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protéines de fèverole et de la caséine en présence ou en absence des protéines de lactosérum a 

été réalisée.  

L’analyse des profils électrophorétiques des gels mixtes en conditions non réductrices 

comparés à ceux des matières premières, met en évidence la disparition des bandes attribuées 

aux légumines acides et basiques des globulines de fèverole et aussi de la β-lactoglobuline 

provenant des protéines de lactosérum. Ces bandes sont réapparues dans les profils 

électrophorétiques des gels mixtes en conditions réductrices rompant les liaisons disulfures. 

L'étape de thermisation (85°C, 30 min) des mélanges de protéines laitières et de fèverole, 

préalable à la gélification, induit donc une dénaturation des protéines augmentant l'exposition 

de groupes réactifs préalablement enfouis dans leur structure globulaire (Chihi et coll., 2016). 

Cela entraîne la formation d’agrégats de protéines de haut poids moléculaire (> 200 kDa), 

impliquant des liaisons covalentes par des échanges sulfhydryles/disulfures (SH-SS). Cette 

agrégation protéique peut aussi impliquer des interactions hydrophobes qui ne peuvent être 

mises en évidence par SDS-PAGE (Mession et coll., 2017a ; Chihi et coll., 2018). Cette thermo-

dénaturation peut induire la formation d’agrégats de légumines (interaction légumine/légumine) 

et/ou des agrégats de protéines laitières notamment des interactions entre (β-lactoglobuline/κ-

caséine) et (β-lactoglobuline/β-lactoglobuline) (Cayot et Lorient, 1998 ; Donato et Guyomarc'h, 

2009 ; Mession et coll., 2017a). 

La comparaison entre les profils électrophorétiques des matières premières (les protéines 

laitières et les protéines de fèverole) et des gels mixtes ne met pas en évidence d’apparition de 

nouvelles bandes dans les gels mixtes qui pourrait être la résultante d’une interaction entre les 

protéines laitières et les protéines de légumineuses dénaturées via des liaisons disulfures. Des 

études antérieures ont montré que les globulines de légumineuses dénaturées sont plus 

susceptibles de s'auto-agréger plutôt que de produire des co-agrégats faisant intervenir des 

protéines de la caséine, ou des protéines de lactosérum lorsque leur concentration dans le 

mélange est inférieur à 50% (Roesch et Corredig, 2005 ; Beliciu et Moraru, 2011, 2013 ; 

Mession et coll., 2017a). Or dans nos gels mixtes contenant les protéines de fèverole, de caséine 

et de lactosérum, la concentration du lactosérum est de 14% et donc bien inférieure à 50%, ce 

qui peut expliquer en partie l’absence d’interaction entre les protéines de lactosérum et les 

protéines de fèverole. 
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Afin d’évaluer l’effet de la nature de la gélification sur la structure chimique du réseau 

protéique des gels mixtes, une analyse densitométrique semi-quantitative des profils 

électrophorétiques des gels mixtes acidifiés par voie chimique et leurs homologues acidifiés par 

fermentation a été réalisée. Cette analyse ne montre aucune différence dans la quantité relative 

de chaque polypeptide identifié indépendamment de la composition des gels laitiers mixtes. Par 

conséquent, sur la base de ces résultats, il ne semble pas qu’une protéolyse plus marquée ait eu 

lieu suite à la fermentation par les bactéries lactiques par rapport à l'acidification chimique. 

Cependant, comme la présence de peptides de faibles poids moléculaires (< 10 kDa) et d’acides 

aminés libres ne peut être détectée par SDS-PAGE, on ne peut exclure une différence entre les 

deux gels portant sur des formes extrêmes de digestion.  

La comparaison de la structure protéique à l’échelle moléculaire des gels acidifiés par voie 

chimique ou par fermentation lactique n’a pas été entreprise dans la littérature. À l’échelle 

microscopique, l’effet de ces deux types de gélification sur la structure des protéines a été 

évalué par deux études sur des modèles de gels laitiers (Lucey et coll., 1998) ou de gels 

d’origine végétale produits à partir du lait de soja (Grygorczyk, 2012). Lucey et coll. (1998) ont 

montré par microscopie confocale à balayage laser que les gels laitiers fermentés ont un réseau 

protéique plus épais et tortueux que celui des gels acidifiés par voie chimique. Grygorczyk 

(2012) n’ont pas souligné de différences entre les microstructures des deux types de gels. 

D’autres investigations sont nécessaires pour évaluer l’effet de l’incorporation des protéines de 

légumineuses dans les gels laitiers sur la structure du réseau protéique à l’échelle microscopique 

des gels mixtes en fonction du mode de gélification. 

Étude de l’influence de la structure du réseau protéique sur la digestion in vitro et in 

vivo des protéines 

Pâtes alimentaires enrichies en légumineuses 

La digestion des protéines au sein des pâtes enrichies en légumineuses cuites puis séchées à 

40°C a été étudiée in vitro en utilisant un protocole mimant les étapes de digestion in vivo 

(Minekus et coll., 2014). La digestion comprend trois étapes : une phase orale en présence de 

l’amylase salivaire humaine, une phase gastrique en ajoutant la pepsine à pH 3, et une phase 

intestinale en ajoutant la pancréatine à pH 7. L’évolution du degré de protéolyse est exprimée 

en pourcentage d’extrémités de NH2 libres par rapport aux NH2 libres totaux (obtenus après 

hydrolyse acide). 
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En terme de résultats, aucune différence n’a été observée entre les différentes pâtes enrichies 

en légumineuses concernant le degré d’hydrolyse protéique à la fin de la phase gastrique, qui 

est de l’ordre de (6%) ; et ce alors que ces pâtes ne contiennent pas le même ratio « protéines 

de légumineuse/protéines de blé » et que le ratio « interactions faibles/ ponts disulfures » entre 

leurs protéines est différent. La nature et la force du réseau protéique ne semblent donc pas 

avoir d’effet sur l’ampleur de la digestion gastrique in vitro des protéines de nos pâtes enrichies 

en légumineuses. En phase intestinale, 48% des protéines des pâtes enrichies en fèverole sont 

hydrolysées, contre respectivement 38 et 33% pour les pâtes enrichies en lentille et en pois 

cassé après 2 minutes d’action de la pancréatine contenant la trypsine. Comme aucune 

différence de degré d’hydrolyse des protéines n’a été observée entre les différentes pâtes à 

l’issue de la phase gastrique, nous avons évalué la vitesse initiale de digestion des protéines en 

phase intestinale en calculant la pente de la tangente de la courbe de digestion correspondant à 

la transition entre la phase gastrique et la phase intestinale. En début de phase intestinale, la 

vitesse de digestion est 21%/min pour les pâtes enrichies en fèverole contre, respectivement, 

14 et 16%/min pour les pâtes enrichies en lentille et en pois cassé. Les protéines des pâtes 

enrichies en fèverole sont donc hydrolysées plus rapidement que celles aux lentilles et au pois 

cassé. De plus le taux d’hydrolyse finale (120 minutes de digestion intestinale) des pâtes 

enrichies en fèverole demeure également plus élevé (58% contre respectivement 51 et 49% pour 

les pâtes aux lentilles et au pois cassé). Le degré final d’hydrolyse des protéines et leur vitesse 

de digestion ne dépendraient donc pas de la proportion de protéines de légumineuses 

incorporées dans les pâtes. En effet, les pâtes enrichies en fèverole et en lentille contiennent 

toutes deux respectivement 77 et 79% de protéines de légumineuses et ont pourtant une 

cinétique de digestion différente notamment en phase intestinale. De même, les pâtes enrichies 

en lentille et en pois cassé qui ont des proportions différentes de protéines provenant des 

légumineuses (respectivement 79 et 87%,) ont pourtant une cinétique de digestion des protéines 

comparable.  

Les différentes enzymes digestives (pepsine, trypsine, chymotrypsine …) ont des sites de 

coupures spécifiques. La pepsine coupe les liaisons peptidiques qui engagent les résidus de 

leucine, phénylalanine, tryptophane et tyrosine (Sah et coll., 2016). La trypsine coupe les 

liaisons peptidiques aux extrémités carboxyle de l'arginine et de la lysine (Cheison et coll., 

2011). Comme la composition des différentes pâtes en leucine, arginine, phénylalanine et 

tryptophane est comparable, elle ne peut être à l’origine des différences de digestion observées 

entre les pâtes. En revanche, la structure chimique du réseau protéique des pâtes cuites a, au 
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moins en partie, influencé la digestion in vitro des protéines. En effet, ce sont les pâtes où la 

part des protéines liées par des interactions faibles est la plus élevée qui ont été le mieux 

digérées, à savoir les pâtes enrichies en fèverole. En effet, dans une pâte enrichie en fèverole le 

pourcentage des protéines faiblement liées (solubles en SDS) est respectivement 1,2 et 1,4 plus 

élevé que celui rencontré pour les pâtes enrichies en pois cassé et en lentille. Laleg et coll. 

(2017) ont établi une relation entre la force des interactions entre les protéines dans une pâte et 

leur digestibilité. Ils montrent que la digestibilité gastro-intestinale in vitro des protéines 

augmente de 4% lorsque le taux d’incorporation de la farine de fèverole dans les pâtes passe de 

35 à 70% ce qui correspond à une augmentation de la fraction protéique liée par des liaisons 

faibles de 12% (Laleg et coll., 2017). Peu d’études ont évalué la digestibilité des protéines des 

pâtes enrichies en légumineuses in vitro (RayasDuarte et coll., 1996 ; Laleg et coll., 2016a; 

Laleg et coll., 2017 ; Rizzello et coll., 2017). Les valeurs de degré d’hydrolyse des protéines in 

vitro obtenues dans notre étude sur les pâtes aux légumineuses sont différentes de celles 

précédemment rapportées par d’autres études sur des pâtes mixtes blé-légumineuses (Laleg et 

coll., 2017 ; Rizzello et coll., 2017). Par exemple, le degré d’hydrolyse des protéines de pâtes 

cuites enrichies à 70% en farine de fèverole (80% des protéines provenant de la farine de 

fèverole) est de 48% pour l’étude de Laleg et coll. (2017) contre 58% pour nos pâtes enrichies 

à 62% en farine de fèverole (77% des protéines provenant de la farine de fèverole). Cette 

différence entre les degrés de protéolyse observés dans les deux études est peut-être due, au 

moins en partie, à des concentrations de pepsine et de pancréatine 1,5 à 2 fois plus faibles dans 

l’étude de Laleg et coll. (2017) qui n’a pas utilisé le protocole de digestion INFOGEST de 

Minekus et coll. (2014). En plus d’une concentration moindre de pancrétaine utilisée c’est-à-

dire d’amylase pancréatique, dans cette dernière étude une digestion préalable avec de 

l’amylase salivaire n’a pas été faite comme dans notre étude. Ainsi, la différence entre les 

degrés de protéolyse pourrait aussi être en partie expliquée par une moindre facilité pour les 

peptidases à atteindre les sites de coupures des protéines puisque la digestibilité de l’amidon 

influence la digestibilité des protéines (Smith et coll., 2015 ; Freitas et coll., 2018). 

La digestibilité des protéines des pâtes enrichies en légumineuses a été étudiée in vivo chez 

des rats âgés (22 mois). La digestibilité vraie des protéines représente l’azote absorbé par 

rapport à l’azote ingéré. Elle est calculée en tenant compte de l’azote fécal excrété par les rats 

suite à la consommation des différentes pâtes enrichies en légumineuses et de l’azote endogène 

fécal non spécifique à l’aliment excrété par les rats consommant un régime protéino-prive (sans 

protéines).  
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Comme nous l’avons démontré pour la digestion in vitro, la digestibilité vraie des pâtes 

enrichies en fèverole (93%) est plus élevée que celle des pâtes enrichies en lentille (85%). La 

digestion protéique in vivo des pâtes enrichies en pois cassé est comparable à celle des pâtes 

enrichies en fèverole (93%), alors qu’in vitro leur degré d’hydrolyse en fin de phase 

intestinale est plus faible de 15% par rapport à celui des pâtes enrichies en fèverole. La digestion 

des pâtes enrichies en pois cassé a peut-être généré moins de coupures dans la structure de la 

protéine mais à des endroits libérant des petits peptides pouvant être absorbés au niveau 

intestinal ce qui pourrait expliquer une digestibilité in vivo des protéines équivalentes entre les 

pâtes enrichies en fèverole et en pois cassé. 

Il a été également rapporté que la sécrétion d’azote endogène spécifique à l’aliment (qui est 

compté dans les pertes azotées fécales) peut être influencée par sa composition et sa structure 

chimique (Montagne et Lallès, 2000). La présence des quantités élevées de fibres alimentaires 

(27% contre 16% pour le régime du contrôle) et la présence des teneurs résiduelles en facteurs 

antinutritionnels (inhibiteurs de trypsine, inhibiteurs d’amylase et lectines) dans des graines de 

légumineuses cuites peuvent augmenter la sécrétion de l’azote endogène diminuant de fait la 

digestibilité des protéines chez le porc et le rat (Sarwar et coll., 1989 ; Wilfart et coll., 2006). 

La moindre digestibilité des protéines des pâtes enrichies en lentille par rapport aux pâtes 

enrichies en fèverole et en pois cassé pourrait être expliquée, au moins en partie, par un effet 

cumulatif de la présence de plus de fibres (+13 à 58%), de plus de facteurs anti-trypsiques 

résiduels (+5 à 21%) et aussi de plus de liaisons covalentes types disulfures (+11 à 14%). 

Pour conclure, le changement de la structure du réseau protéique induit par la composition 

des pâtes enrichies en légumineuses peut impacter en partie la digestibilité in vitro des protéines 

surtout en phase intestinale et également la digestion in vivo. En effet, le réseau protéique de la 

pâte enrichie en fèverole, le moins structuré, est mieux digéré (in vitro et in vivo) que celui de 

la pâte enrichie en lentille le plus riche en interactions covalentes (de type disulfures et autres). 

La pâte enrichie en pois cassé est moins digérée in vitro mais aussi bien digérée in vivo, bien 

qu’elle contienne plus de ponts covalents que la pâte enrichie en fèverole. Cette différence entre 

l’in vitro (mesure des extrémités NH2 libres des protéines hydrolysées) et l’in vivo (mesure de 

l’absorption des protéines ingérées) peut s’expliquer par le nombre et la taille des peptides 

générés suite à l’hydrolyse des protéines des pâtes et par la différence de teneur en fibres et en 

facteurs antinutritionnels dans les pâtes.  
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Gels laitiers enrichis en légumineuses 

Une étude chez des rats jeunes a été réalisée afin d’évaluer l’effet de la consommation de 

gels laitiers enrichis à 50% en protéines de fèverole sur la digestion des protéines. Nous avons 

montré que la digestibilité protéique des gels laitiers mixtes acidifiés par fermentation est plus 

élevée de 7% que celle des gels de même composition mais acidifiés par voie chimique. Ce 

résultat est en concordance avec d’autres études révélant que la digestibilité protéique in vivo 

de yaourts fermentés est significativement plus élevée que celle de gels non fermentés mais 

acidifiés par voie chimique (Lee et coll., 1988).  

Nous n’avons pas noté de différence entre les profils électrophorétiques des gels mixtes 

produits soit par fermentation soit par acidification chimique. Cependant, grâce à l’activité 

protéolytique des bactéries lactiques, nous suggérons que les gels laitiers fermentés contiennent, 

comparativement aux gels acidifiés par voie chimique, une teneur plus élevée de peptides de 

faibles poids moléculaire (inférieur à 10 kDa) et d’acides aminés facilement absorbables par le 

rat mais non détectés par l'analyse SDS-PAGE. De plus, les bactéries lactiques utilisées pour 

fermenter les gels ont la capacité de survivre au transit gastro-intestinal et conserver leur activité 

protéolytique pouvant ainsi contribuer à l’amélioration de la digestibilité des gels laitiers 

fermentés (Mater et coll., 2005 ; Ghosh et Ray, 2017). 

Étude de l’effet de la consommation des aliments enrichis en légumineuses sur le 

métabolisme protéique in vivo  

Pâtes alimentaires enrichies en légumineuses  

Les pâtes classiques au blé dur ne couvrent que 46% des besoins en lysine par rapport aux 

recommandations chez l’Homme adulte (WHO/FAO/UNU, 2007 ; Laleg et coll., 2017). 

L’incorporation de farine de fèverole dans les pâtes permet d’améliorer leur profil en acides 

aminés indispensables notamment en lysine (Laleg et coll., 2016a). Des pâtes enrichies avec 

35% de farine de fèverole couvrent ainsi 86% des besoins en lysine. Elles sont caractérisées par 

un score chimique environ 2 fois plus élevé que celui des pâtes au blé (Laleg et coll., 2016a). 

Une étude récente a montré chez des rats jeunes que la rétention protéique corporelle est plus 

élevée suite à la consommation de pâtes enrichies à 35% de farine de fèverole par rapport à des 

pâtes isoprotéiques à base de blé dur (Laleg et coll., 2018). Cependant, chez ces rats jeunes, la 

rétention protéique corporelle reste inférieure à celle mesurée suite à la consommation d’un 

régime contenant de la caséine (Laleg et coll., 2018). Aucune étude évaluant l’effet de la 

consommation de ce type d’aliment sur la digestion et la rétention protéique n’a été entreprise 
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chez des individus âgés. Puisque le vieillissement nécessite d’optimiser les apports protéiques, 

il nous est apparu nécessaire d’améliorer le profil en acides aminés indispensables de ces pâtes 

enrichies en farine de fèverole. Afin d’avoir un profil plus équilibré en acides aminés 

indispensables, le taux d’incorporation de la farine de légumineuses a été augmenté de 35% à 

environ 70%. Des pâtes enrichies à 70% en farine de fèverole peuvent en effet couvrir 122% 

des besoins en lysine par rapport aux besoins recommandés pour l’Homme adulte 

(WHO/FAO/UNU, 2007). Nous avons également fait varier le type de farines de légumineuses 

incorporées dans les pâtes afin de vérifier si les propriétés décrites pour la farine de fèverole 

sont communes à d’autres légumineuses. Une comparaison avec des protéines animales 

(caséine et protéines solubles de lait) a été réalisée. L’objectif était d’évaluer l’amélioration 

potentielle induite par l’association blé-légumineuses sur les capacités anaboliques des 

protéines de sources végétales.  

Nous avons montré que l’utilisation protéique nette chez les rats âgés ayant consommé les 

régimes contenant les pâtes enrichies en légumineuses durant 6 semaines est comparable, entre 

les trois types de légumineuses (fèverole, lentille ou pois cassé). L’utilisation protéique nette 

est aussi comparable chez les rats ayant consommé soit les régimes contenant ces pâtes 

enrichies en légumineuses, soit le régime contenant la caséine. Les besoins des rats sont 

couverts suite à la consommation des pâtes enrichies en légumineuses selon les 

recommandations définies pour le maintien des rats adultes (NRC, 1995) expliquant 

probablement la rétention protéique comparable (estimée par la mesure de l’utilisation 

protéique nette) entre nos pâtes et la caséine. En revanche, l’utilisation protéique nette est plus 

élevée chez les rats ayant consommé le régime contenant les protéines solubles du lait par 

rapport à ceux consommant les régimes contenant soit la caséine soit les pâtes enrichies en 

légumineuses. La vitesse de digestion rapide des protéines solubles du lait (Walrand et coll., 

2016) et leur richesse en leucine (+37% et +51% par rapport aux régimes contenant 

respectivement la caséine et les pâtes enrichies en légumineuses) peuvent expliquer ce 

phénomène. 

Des études antérieures ont évalué la capacité de rétention d’une protéine alimentaire en 

mesurant l'utilisation postprandiale protéique nette (Gaudichon et coll., 1999 ; Mariotti et coll., 

1999 ; Bos et coll., 2005). Le principe consiste à suivre, suite à la consommation de protéines 

alimentaires marquées avec de l’azote 15N, leurs pertes par la voie fécale et par formation de 

l’urée (Tomé et Bos, 2000). Dans la période postprandiale, les acides aminés alimentaires sont 

utilisés par l’organisme notamment pour la compensation des pertes protéiques post-
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absorptives. De fait, l'azote alimentaire non utilisé par l'organisme à des fins de synthèse 

protéique est oxydé et éliminé irréversiblement dans les urines (Mariotti et coll., 1999).  

Une désamination plus importante des acides aminés dérivés du blé (25% de l'azote ingéré) 

par rapport aux protéines de lait (16%) est induite au cours des 8 heures qui suivent la 

consommation de ces protéines par des personnes adultes en bonne santé (Bos et coll., 2005). 

La valeur de l'utilisation postprandiale protéique nette des protéines de blé est donc 66% 

inférieure à celle des protéines de lait (80%) (Gaudichon et coll., 1999 ; Mariotti et coll., 1999 

; Bos et coll., 2005). Ces études montrent que l’efficacité métabolique des protéines de blé 

seules est moindre par rapport aux protéines animales, d’où la nécessité de les combiner avec 

d’autres sources protéiques comme les légumineuses pour améliorer leur composition en acides 

aminés indispensables. 

Peu d’études ont évalué l’effet de l’enrichissement de produits céréaliers en légumineuses, 

sur la rétention protéique corporelle chez des rats jeunes (Acevedo-Pacheco et Serna-Saldívar, 

2016 ; Laleg et coll., 2018). En outre, les résultats de ces études sont différents des nôtres. 

Acevedo-Pacheco et Serna-Saldívar (2016) ont évalué l’utilisation protéique nette suite à la 

consommation des régimes contenant des tortillas de maïs et de blé enrichies avec 6% de farine 

de soja par rapport à des régimes contenant des produits iso-protéiques mais non enrichis en 

légumineuses. Cette étude a montré que la teneur en lysine dans les produits enrichis en 

légumineuses est plus élevée de 35% par rapport aux produits non enrichis. Par conséquent, une 

rétention protéique plus élevée d’environ 25% est obtenue chez les rats consommant les 

produits enrichis en légumineuses comparativement aux produits non enrichis, mais qui reste 

inférieure d’environ 21% par rapport à celle induite par la caséine (Acevedo-Pacheco et Serna-

Saldívar, 2016). L’ajout de 6% de farine de soja aux tortillas de maïs et de blé améliore la 

composition en acides aminés indispensables par rapport aux produits non enrichis (Acevedo-

Pacheco et Serna-Saldívar, 2016). Cependant ces tortillas enrichies en légumineuses restent 

effectivement, malgré l’enrichissement en soja, déficitaires en lysine (score chimique 55-64%) 

contrairement à la caséine qui a un profil équilibré en acides aminés indispensables par rapport 

aux besoins recommandés par la FAO (FAO/WHO/UNU, 1985 ; Acevedo-Pacheco et Serna-

Saldívar, 2016). Une plus faible rétention protéique par rapport à la caséine a également été 

obtenue par Laleg et coll. (2018) chez des rats jeunes consommant des régimes iso-protéiques 

contenant des pâtes enrichies avec 35% de farine de fèverole ne couvrant que 86% des besoins 

en lysine. 
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Pris dans leur ensemble, ces études antérieures et notre étude soulignent l’importance de 

l’enrichissement en légumineuses des aliments céréaliers pour améliorer leur composition en 

acides aminés indispensables et favoriser ainsi une meilleure rétention protéique. Il faut 

néanmoins que le besoin de l’organisme en chaque acide aminé indispensable soit couvert suite 

à la consommation des pâtes enrichies en légumineuses pour atteindre une rétention protéique 

comparable à celle induite par la caséine. 

Nous avons aussi montré que la masse des muscles et leurs contenus protéiques ne sont pas 

différents chez les rats âgés ayant consommé les régimes contenant les pâtes enrichies avec 62 

à 79% de farine de légumineuses comparativement aux rats âgés ayant reçu un régime contenant 

soit la caséine et soit les protéines solubles du lait. La combinaison de protéines de blé et de 

protéines de légumineuses dans les pâtes, quel que soit le type de farine de légumineuses 

(fèverole, lentille ou pois cassé), peut favoriser un apport équilibré en acides aminés, un élément 

essentiel pour l’accrétion protéique, en particulier au niveau musculaire. La synthèse protéique 

musculaire est comparable chez les rats ayant consommé soit les régimes contenant les pâtes 

enrichies avec 62 à 79% en légumineuses, soit le régime contenant la caséine. Cependant, elle 

reste inférieure de 29 à 39% par rapport à celle induite suite à la consommation du régime 

contenant les protéines solubles du lait. L’effet combiné de la richesse en leucine et de la 

rapidité d’assimilation des protéines solubles de lait (Gryson et coll., 2014 ; Walrand et coll., 

2016) pourrait expliquer la capacité de ces protéines à améliorer la synthèse des protéines 

musculaires chez le rat âgé. 

Alonso et coll. (2002) ont également démontré que la synthèse et l’accrétion des protéines 

musculaires ne sont pas différentes chez des rats jeunes ayant consommé des régimes contenant 

soit des graines de pois extrudées et supplémentées en acides aminés soufrés soit de la caséine 

(Alonso et coll., 2002). Ce résultat était lié selon eux au profil en acides aminés indispensables 

amélioré par la supplémentation et à l’extrusion à 145°C des graines de pois réduisant 

significativement leur teneur en composés antinutritionnels (Alonso et coll., 2002).  

Des études cliniques réalisées chez des personnes âgées ont montré que la synthèse des 

protéines musculaires est plus faible de 30 à 40% suite à la consommation d’un isolat de 

protéines de légumineuses (soja) ou d’un hydrolysat de protéines de blé par rapport à la 

consommation iso-protéique d’isolats de protéines de lactosérum ou de caséine (Yang et coll., 

2012; Gorissen et coll., 2016). Une autre étude réalisée aussi chez des personnes âgées a montré 

que la synthèse protéique corporelle est moindre suite à la consommation de régimes riches en 
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protéines végétales comparativement à des régimes riches en protéines animales (Pannemans 

et coll., 1998). Les différences observées entre les protéines de sources végétales et celles de 

sources animales peuvent être expliquées par des différences de composition en acides aminés 

indispensables de ces deux sources protéiques. Ces résultats diffèrent de ceux de notre étude 

chez le rat âgé, au cours de laquelle nous avons montré que les protéines de source végétale, 

lorsqu’elles couvrent les besoins de l’organisme en acides aminés indispensables (au moyen 

d’associations entre elles), permettent d’atteindre une qualité comparable à celle de protéines 

animales comme la caséine, même si elle reste inférieure à celle des protéines solubles du lait. 

Des études cliniques sont nécessaires pour vérifier si cet effet est conservé chez l’Homme, en 

particulier chez le sujet âgé. 

En plus d’un apport en acides aminés indispensables répondant aux besoins de l’organisme, 

l’abondance de la glycine et de l’arginine dans les pâtes enrichies en légumineuses est 

probablement une des raisons conduisant à l’amélioration de l’anabolisme protéique musculaire 

chez les rats âgés. En effet, les régimes contenant les pâtes enrichies en légumineuses sont 2 à 

3 fois plus riches en arginine et en glycine que les régimes contenant la caséine et les protéines 

solubles de lait. Ces acides aminés sont connus pour améliorer la masse musculaire et pour 

réguler, in vivo et in vitro, le taux de synthèse protéique (Jobgen et coll., 2009 ; Sun et coll., 

2016 ; Wang et coll., 2018). Jobgen et coll. (2009) ont montré que la supplémentation de 

régimes en arginine améliore la masse musculaire squelettique chez des rats adultes. L’effet de 

l’arginine pourrait dépendre d’une activation de la voie de signalisation de la cible 

mammalienne de la rapamycine (mTOR) impliquée dans la régulation de la synthèse protéique 

(Wang et coll., 2018). La glycine pourrait aussi augmenter la synthèse protéique en activant 

aussi la voie de mTOR et réduire la dégradation des protéines en inhibant l'expression des gènes 

de la protéolyse (MuRF1 et Atrogin-1) (Sun et coll., 2016). 

Outre les acides aminés, l’insuline intervient dans l’anabolisme protéique postprandial 

(Prod’homme et coll., 2004, 2005). Le rôle de l’insuline dans l’inhibition de la dégradation des 

protéines au niveau corporel ou au niveau du muscle squelettique a été bien démontré dans la 

littérature (Meek et coll., 1998 ; Boirie et coll., 2001 ; Guillet et coll., 2004b). Dans notre étude, 

l’insulinémie à jeun a été mesurée et aucune différence significative n’a été signalée entre les 

groupes. Cependant, l’insulinémie postprandiale pourrait différer. Nous suggérons que la 

consommation des pâtes enrichies en légumineuses pourrait stimuler la sécrétion d'insuline de 

façon plus importante chez les rats âgés par rapport à ceux qui ont consommé les régimes 
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contenant la caséine ou les protéines solubles du lait. En effet, les pâtes sont cuites à un temps 

optimal de cuisson + 1 minute permettant la gélatinisation complète de l’amidon. Ainsi, les 

régimes à base de pâtes enrichies en légumineuses contiennent de l'amidon gélatinisé 

contrairement aux régimes contenant la caséine et les protéines solubles du lait, caractérisés par 

la présence d’amidon natif. Il a été rapporté que le degré de gélatinisation de l'amidon est corrélé 

positivement aux réponses plasmatiques du glucose et de l'insuline chez le rat et l’Homme 

(Holm et coll., 1988 ; Jung et coll., 2009). À noter aussi que l’insulinémie postprandiale chez 

l’Homme est plus intense et plus rapide suite à la consommation de pâtes enrichies avec 35% 

de farine de fèverole comparativement à des pâtes 100% blé dur (Greffeuille et coll., 2015). Cet 

effet de la sécrétion d'insuline est probablement dû à la présence d’acides aminés sécrétagogues 

d’insuline dans les pâtes enrichies en légumineuses (Greffeuille et coll., 2015). Nos régimes 

contenant les pâtes enrichies en légumineuses (fèverole, lentille ou pois cassé) sont 3 fois plus 

riches en arginine, un acide aminé sécrétagogue d’insuline (Adeghate et coll., 2001), par rapport 

aux régimes contenant la caséine ou les protéines solubles du lait. Ceci pourrait aussi contribuer 

à l’augmentation de l’insulinémie chez les rats ayant consommé les régimes contenant les pâtes 

enrichies en légumineuses. 

De nombreuses études ont montré que l'action de l'insuline sur le métabolisme des protéines 

est émoussée au cours du vieillissement (Boirie et coll., 2001 ; Guillet et coll., 2004b ; 

Rasmussen et coll., 2006 ; Fujita et coll., 2009). Ainsi, la synthèse protéique est activée chez 

des sujets jeunes mais pas chez des sujets âgés à la suite de la consommation d'un mélange 

d'acides aminés et de glucose stimulant l'insulinémie (Volpi et coll., 2000) ou après une 

perfusion simultanée d'acides aminés et d'insuline (Guillet et coll., 2004a). Nous suggérons 

qu’une insulinémie plus élevée pourrait être induite suite à la consommation des régimes 

contenant les pâtes enrichies en légumineuses par rapport aux régimes contenant la caséine et 

les protéines solubles du lait. Celle-ci pourrait aider à contrecarrer la réduction de la réponse du 

muscle âgé à l’action anabolique et anti-catabolique de l’insuline. Afin de vérifier ces 

hypothèses, une évaluation de l’insulinémie et de l’aminoacidémie postprandiales devrait être 

réalisée. 

Le vieillissement est associé à une résistance du muscle aux stimuli postprandiaux comme 

ceux induits par l’insuline et les acides aminés. L’effet cumulatif d’un apport en acides aminés 

répondant aux besoins de l’organisme, de l’abondance de l’arginine et de la glycine et de la 

stimulation de l’insulinémie suite à la consommation des pâtes alimentaires enrichies en 
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légumineuses pourrait être à l’origine de l’amélioration de l’anabolisme protéique musculaire 

chez les rats âgés.  

Gels laitiers enrichis en légumineuses 

Dans ce travail, nous avons montré que la digestion et la rétention protéiques sont plus 

élevées chez les rats jeunes ayant consommé le régime contenant le gel fermenté mixte composé 

de protéines de caséine, fèverole et lactosérum par rapport à ceux ayant consommé le régime 

contenant le gel acidifié par voie chimique composé de protéines de caséine et fèverole. Ceci 

peut être à l’origine de l’augmentation de la masse musculaire et de la plus forte accrétion 

protéique musculaire chez les rats jeunes consommant le régime « gel fermenté mixte ». Cet 

effet est probablement expliqué par la richesse en leucine de ce gel (+10% par rapport aux gels 

ne contenant pas les protéines de lactosérum) et à l’effet protéolytique des bactéries lactiques 

favorisant la libération des acides aminés facilement absorbables. En comparant nos résultats à 

ceux de la littérature, nous observons que la rétention protéique corporelle chez les rats jeunes 

ayant consommé les gels laitiers fermentés mixtes contenant la caséine, le lactosérum et la 

fèverole est comparable à celle des yaourts laitiers commerciaux (Alm, 1982). Quelques études 

ont souligné l’importance de l’enrichissement des boissons lactées fermentées en farines de 

légumineuses (lentille et pois) dans l’amélioration de l’activité probiotique des bactéries 

lactiques en raison de la présence de glucides complexes, de vitamines et de minéraux apportés 

par les farines de légumineuses (Zare et coll., 2012a; b, 2013). Aussi il serait intéressant de 

tester l’effet de l’enrichissement de gels laitiers en farine de légumineuses, et non pas en 

protéines de légumineuses (globulines) comme c’est le cas dans notre étude, dans l’optique 

d’améliorer davantage leur efficacité métabolique par rapport aux gels laitiers non enrichis.  

La rétention protéique corporelle chez les rats jeunes consommant le régime « gels fermentés 

enrichies en protéines de fèverole » est 10 à 22% plus élevée que celle de farines de fèverole 

fermentées (El-Moghazy et coll., 2011). Cette comparaison montre l’importance de compléter 

et d’équilibrer le profil en acides aminés indispensables des protéines de fèverole en les 

associant à des protéines laitières. 

Il n’existe pas à l’heure actuelle d’étude ayant évalué chez l’animal jeune ou âgé l’effet de 

la consommation de mélanges de farines ou de protéines de légumineuses et de protéines 

laitières sur la protéosynthèse et l’accrétion protéiques au niveau musculaire. Quelques études 

cliniques se sont néanmoins intéressées à l’effet de ces aliments chez des personnes jeunes et 

âgées (Reidy et coll., 2013 ; Reidy et coll., 2014 ; Reidy et coll., 2016 ; Borack et coll., 2016). 

Yang et coll. (2012) ont montré que le taux de synthèse des protéines musculaires est plus faible 
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chez des sujets nourris avec 20 ou 40 g d’un isolat de protéines de soja comparativement à ceux 

nourris avec une protéine de haute valeur nutritionnelle comme un isolat de protéines de 

lactosérum. En revanche, Reidy et coll. (2013) et Borack et coll. (2016) ont montré chez des 

sujets jeunes et âgés, que la synthèse protéique musculaire est comparable suite à la 

consommation de 20 ou 30 g d’un mélange composé de 50% de caséinate de sodium, 25% 

d’isolat de lactosérum et 25% d’isolat de soja par rapport à l’isolat de lactosérum utilisé seul. 

Ces études soulignent l’importance de mélanger les protéines de soja à des protéines laitières, 

pour atteindre une qualité comparable à celle d’une protéine de haute valeur nutritionnelle 

comme les protéines de lactosérum. Dans cette thèse, nous montrons également l’importance 

de l’association des protéines de fèverole avec des protéines laitières dans l’amélioration de la 

rétention protéique chez le rat jeune par rapport aux protéines de fèveroles seules (El-Moghazy 

et coll., 2011). D’autres études précliniques et cliniques réalisées chez des rats âgés et des 

personnes âgées sont nécessaires pour évaluer l’effet d’une telle combinaison dans la prévention 

des altérations métaboliques associées au vieillissement.
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Conclusion et perspectives 

 

Conclusion 

Ce travail avait pour objectif principal d’élaborer des aliments enrichis en légumineuses, à 

haute valeur nutritionnelle, c'est à dire ayant un profil équilibré en acides aminés indispensables 

au regard des besoins de l’homme et composés de protéines facilement assimilables, 

potentiellement adaptées aux contraintes métaboliques du vieillissement. Peu d’études ont 

évalué l’effet de la consommation de protéines végétales sur le métabolisme protéique chez des 

individus âgés (Pannemans et coll., 1998 ; Yan et coll., 2012 ; Gorissen et coll., 2016 ; Borack 

et coll., 2016). La plupart ont analysé l’effet d’isolats de protéines végétales, comme les 

protéines de soja ou les protéines de blé. Cependant, l’Homme ne consomme généralement pas 

d’isolats protéiques mais plutôt des aliments complexes ayant une structure et une composition 

propres. De plus, l’Homme consomme souvent des aliments ayant été soumis à différents 

procédés de transformation pouvant aussi influencer leur structure notamment celle de leur 

fraction protéique. Ces caractéristiques (composition/structure) peuvent moduler la digestion 

des protéines, la disponibilité des acides aminés et par la suite la capacité de l’aliment à stimuler 

la synthèse protéique. Nos travaux de thèse ont permis d’évaluer l’effet de la formulation et/ou 

du procédé de fabrication d’aliments enrichis en légumineuses sur le métabolisme protéique in 

vivo.  

Dans un premier temps, nous avons étudié un aliment céréalier couramment consommé, 

les pâtes alimentaires. Nous avons enrichi ces pâtes en différentes farines de légumineuses 

(fèverole, lentille ou pois cassé). Nous avons ainsi pu observer un effet de la formulation des 

pâtes alimentaires, notamment l’effet de la nature de la farine de légumineuses incorporée dans 

ces aliments, sur la structure à l’échelle moléculaire du réseau protéique des pâtes. De plus, 

nous avons montré que les différences de structure induites au sein de ce réseau protéique, par 

le changement du type de légumineuse incorporée, influenceraient la digestibilité de leurs 

protéines in vitro. En effet, la pâte mixte blé/fèverole, plus riche en protéines liées par des 

interactions faibles (électrostatiques, hydrophobes et hydrophiles), est caractérisée par une 

meilleure digestibilité que les pâtes mixtes blé/lentille et blé/pois cassé plus riches en protéines 

liées par des liaisons covalentes. 
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Afin d’évaluer l’effet de la consommation de pâtes alimentaires enrichies en fèverole, 

lentille ou pois cassé sur le métabolisme protéique, une étude in vivo chez des rats âgés a été 

réalisée. Nous avons montré que la rétention protéique corporelle et la synthèse protéique 

musculaire sont comparables suite à la consommation des pâtes alimentaires enrichies en 

légumineuses et comparable elles-mêmes à celle obtenue avec la caséine et ce quel que soit le 

type ou le niveau d’incorporation de farine de légumineuses (62% de fèverole, 65% de lentille 

ou 79% de pois cassé). Cependant, la rétention protéique corporelle et la synthèse protéique 

musculaire chez les rats âgés consommant les pâtes enrichies en légumineuses demeurent 

inférieures à celles induites par les protéines solubles du lait. 

Dans notre étude, nous avons évalué l’effet de la consommation des pâtes alimentaires 

contenant différents type de farines de légumineuses et couvrant les besoins de l’organisme en 

acides aminés indispensables chez des rats âgés et montré l’intérêt de tels aliments. Il serait 

donc intéressant d’évaluer à présent chez des personnes âgées l’effet de la consommation de 

ces pâtes, en particulier leur éventuelle capacité à stimuler la synthèse protéique postprandiale. 

Dans un second temps, nous avons enrichi un aliment laitier couramment consommé, le 

yaourt, avec des légumineuses et avons évalué l’impact de la formulation et du procédé de 

gélification sur le gain protéique in vivo. En ce qui concerne l’effet du procédé de gélification 

(fermentation versus acidification chimique), nous avons souligné l’intérêt de la fermentation 

des gels laitiers par rapport à l’acidification chimique avec la glucono-δ-lactone. En raison de 

l'activité protéolytique bactérienne, des peptides de faibles poids moléculaires et des acides 

aminés libres facilement disponibles peuvent en effet être libérés pendant la fermentation. Ce 

phénomène pourrait être à l’origine de l’amélioration de la digestibilité et de la rétention des 

protéines corporelles observées, induisant en retour une amélioration de la masse et de 

l’accrétion protéique musculaire chez les rats jeunes ayant consommé les gels fermentés. Nous 

avons aussi démontré l’intérêt de l’ajout des protéines de lactosérum, riche en leucine et à 

digestion rapide, aux gels laitiers fermentés enrichis en légumineuses. La rétention protéique 

corporelle obtenue chez les rats jeunes ayant consommé nos gels laitiers enrichis à 50% en 

protéines de fèveroles s’est avérée supérieure à celle observée par El-Moghazy et coll. (2011) 

avec des protéines de fèverole seules.  

Globalement, ce travail montre que les pâtes alimentaires et les gels laitiers enrichis en 

légumineuses, couvrant nos besoins en acides aminés indispensables, peuvent être proposés 

dans des situations physiopathologiques correspondant à une perte de la masse musculaire.  
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Perspectives 

Le procédé de pastification ne permet pas d’éliminer complétement les facteurs 

antinutritionnels des pâtes aux légumineuses ; notamment les inhibiteurs trypsiques pouvant 

réduire la digestibilité protéique et les phytates pouvant affecter la biodisponibilité des 

minéraux comme le fer, le calcium, le magnésium et zinc. Le traitement des farines de 

légumineuses avant incorporation dans les pâtes ou pendant la fabrication des pâtes peut être 

une stratégie intéressante dans le but d’améliorer encore davantage la qualité nutritionnelle des 

pâtes alimentaires mixtes. Par exemple, l’utilisation de farines fermentées ou germées de 

légumineuses dans les pâtes alimentaires mixtes « blé-légumineuses » permet à la 

fois d’améliorer leur composition en vitamines et en minéraux et de réduire leur teneur en 

facteurs antinutritionnels (notamment les phytates, les facteurs antitrypsiques, les galacto-

oligosides) (Torres et coll., 2006, 2007b ; Rizzello et coll., 2017). La capacité de digestion 

protéique des pâtes alimentaires enrichies avec des farines fermentées ou germées est également 

améliorée (Torres et coll., 2006, 2007b ; Rizzello et coll., 2017). Il pourrait également être 

intéressant d’utiliser des farines pré-hydrolysées afin d’améliorer la digestion des protéines des 

pâtes enrichies en légumineuses (Aryee et Boye, 2016). 

Dans notre étude nous avons utilisé les globulines de fèverole pour enrichir les gels laitiers. 

Or, il a été montré que la stabilité et l’activité probiotique des bactéries lactiques est améliorée 

dans les boissons lactées fermentées enrichies en farines de lentilles en raison de l’augmentation 

de la teneur des boissons en glucides complexes, vitamines, minéraux, et antioxydants (Zare et 

coll., 2013). Ainsi, l’utilisation de la farine de fèverole serait une piste à explorer pour 

l’enrichissement des gels laitiers fermentés. La fermentation réduisant significativement la 

teneur des facteurs antinutritionnels pourrait ainsi contribuer à lever le frein de l’utilisation des 

farines de légumineuses pour enrichir les gels laitiers. Mis à part la qualité nutritionnelle, 

l’optimisation de la qualité organoleptique (odeur, goût …) des farines de légumineuses 

nécessite aussi d’être explorée par, par exemple, la sélection des communautés microbiennes 

spécifiques pour leur fermentation.  
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Enfin, il serait intéressant d’évaluer l’impact de la consommation de ces pâtes alimentaires 

et de ces gels laitiers enrichis en légumineuses sur l’amélioration du métabolisme protéique 

musculaire chez des personnes âgées. Ces aliments riches en protéines équilibrées en acides 

aminés indispensables, en fibres et en micro-constituants pourraient en effet, intégrés dans leur 

repas, augmenter et diversifier leurs apports protéiques. Ces pâtes alimentaires et gels laitiers 

enrichis en légumineuses sont des aliments peu transformés, facile à mastiquer, qui 

commencent à être disponibles sur le marché, sont faciles à consommer et comme le montrent 

des études récentes, via des analyses sensorielles, respectivement autant appréciées que des 

pâtes 100% blé complet ou des gels laitiers classiques (Akin et Ozcan, 2017 ; Laleg et coll., 

2017). Il serait intéressant d’évaluer la qualité organoleptique de ces produits riches en protéines 

et l’appétence pour ces produits avec un panel de consommateurs représentatif de la population 

âgée.  

Dans cette démarche d’élaboration d’aliments appréciés et adaptés aux contraintes 

métaboliques des sujets âgés, la gamme d’aliments vecteurs d’enrichissement en légumineuses 

pourrait être élargie à d’autres aliments très consommés comme, comme le pain ou le fromage.



 

183 
 

 

 

TRAVAUX RELATIFS 

À CE TRAVAIL 



 

184 
 

  



 

185 
 

Travaux relatifs à ce travail 

Publications dans des revues internationales à comité de lecture 

- Berrazaga I., Mession J.-L., Laleg K., Salles J., Berry A., Giraudet C., Patrac P., Guillet 

C., Denis P., Boirie Y., Saurel R., Micard V., and Walrand S (2018). Formulation, 

process conditions and biological evaluation of dairy mixed gels containing fava bean 

and milk proteins: Effect on protein retention in growing young rats. J. Dairy Sci. 102:1–

17 Article accepté (Journal of Dairy science).  

- Berrazaga I., Salles J., Pion A., Giraudet C., Patrac P., Guillet C., Denis P., Boirie Y., 

Micard V. and Walrand S. Efficacy of wheat-legume mixed pasta on protein metabolism 

in old rats. À soumettre dans le journal Nutrients. 

 

Communications orales à des congrès scientifiques 

- Berrazaga I., Mession J-L., Laleg K., J., Guillet C., Patrac V., Giraudet C., Le Bacquer 

O., Boirie Y., Micard V., Husson F., Saurel R., Walrand S (2017). Formulation et 

procédé de fabrication des gels laitiers enrichis en globulines de féverole: Impact sur la 

rétention protéique chez les rats jeunes. Présenté à JFN2017, Nantes, France (13-

15/12/2017) 

- Berrazaga I., Mession J-L., Laleg K., J., Guillet C., Patrac V., Giraudet C., Le Bacquer 

O., Boirie Y., Micard V., Husson F., Saurel R., Walrand S (2018). Gels laitiers enrichis 

en globulines de féverole : Impact de la formulation et procédé de fabrication sur la 

rétention protéique chez les rats jeunes. Présenté à JED2018, Clermont-Ferrand, France 

(15-14/06/2018) 

- Berrazaga I., Bourlieu-lacanal C., Laleg K., Salles J., Guillet C., Patrac V., Giraudet G., 

Le Bacquer O., Boirie Y., Walrand S., Micard V. (2018). Effet de la consommation des 

pâtes alimentaires mixtes blé-légumineuses sur le métabolisme protéique du rat âgé. 

Présenté à RFL2 2018, Toulouse, France (18-17/10/2018) 

  



 

186 
 

  



 

187 
 

 
 

 

 

 

 

RÉFÉRENCES 

BIBLIOGRAPHIQUES 
  



 

188 
 

  



  Références bibliographiques 

189 
 

Références bibliographiques 

Abdel-Aal, E.-S.M., and P. Hucl. 2002. Amino Acid Composition and In Vitro Protein 

Digestibility of Selected Ancient Wheats and their End Products. J. Food Compos. Anal. 

15:737–747. doi:10.1006/jfca.2002.1094. 

Abecassis, J., R. Abbou, M. Chaurand, M.H. Morel, and P. Vernoux. 1994. Influence of 

extrusion conditions on extrusion speed, temperature, and pressure in the extruder and 

on pasta quality. Cereal Chem. USA. 

Acevedo-Pacheco, L., and S.O. Serna-Saldívar. 2016. In vivo protein quality of selected cereal-

based staple foods enriched with soybean proteins. Food Nutr. Res. 60. 

doi:10.3402/fnr.v60.31382. 

Acquistucci, R. 2000. Influence of Maillard Reaction on Protein Modification and Colour 

Development in Pasta. Comparison of Different Drying Conditions. LWT - Food Sci. 

Technol. 33:48–52. doi:10.1006/fstl.1999.0606. 

Adeghate, E., A.S. Ponery, T. El-Sharkawy, and H. Parvez. 2001. L-arginine stimulates insulin 

secretion from the pancreas of normal and diabetic rats. Amino Acids 21:205–209. 

Akin, Z., and T. Ozcan. 2017. Functional properties of fermented milk produced with plant 

proteins. LWT 86:25–30. doi:10.1016/j.lwt.2017.07.025. 

Aliya, S., and P. Geervani. 1981. An assessment of the protein quality and vitamin b content of 

commonly used fermented products of legumes and millets. J. Sci. Food Agric. 32:837–

842. doi:10.1002/jsfa.2740320814. 

Alm, L. 1982. Effects of Fermentation on Curd Size and Digestibility of Milk Proteins In Vitro 

of Swedish Fermented Milk Products. J. Dairy Sci. 65:509–514. doi:10.3168/jds.S0022-

0302(82)82227-3. 

Almeida, C.C., M.L.G. Monteiro, B.R.C. da Costa-Lima, T.S. Alvares, and C.A. Conte-Junior. 

2015. In vitro digestibility of commercial whey protein supplements. LWT - Food Sci. 

Technol. 61:7–11. doi:10.1016/j.lwt.2014.11.038. 



  Références bibliographiques 

190 
 

Alonso, R., G. Grant, G. Frühbeck, and F. Marzo. 2002. Muscle and liver protein metabolism 

in rats fed raw or heat-treated pea seeds. J. Nutr. Biochem. 13:611–618. 

doi:10.1016/S0955-2863(02)00186-9. 

Amice-Quemeneur, N., J.-P. Haluk, J. Hardy, and T.P. Kravtchenko. 1995. Influence of the 

Acidification Process on the Colloidal Stability of Acidic Milk Drinks Prepared from 

Reconstituted Nonfat Dry Milk. J. Dairy Sci. 78:2683–2690. doi:10.3168/jds.S0022-

0302(95)76899-0. 

Anese, M., M.C. Nicoli, R. Massini, and C.R. Lerici. 1999. Effects of drying processing on the 

Maillard reaction in pasta. Food Res. Int. 32:193–199. doi:10.1016/S0963-

9969(99)00076-9. 

ANSES. 2007. Apport en protéines : consommation, qualité, besoins et recommandations. 

Agence nationale de sécurité sanitaire des aliments, de l’environnement et du travail. 

Anthony, J.C., T.G. Anthony, S.R. Kimball, and L.S. Jefferson. 2001. Signaling pathways 

involved in translational control of protein synthesis in skeletal muscle by leucine. J. 

Nutr. 131:856S–860S. doi:10.1093/jn/131.3.856S. 

Anthony, J.C., T.G. Anthony, and D.K. Layman. 1999. Leucine supplementation enhances 

skeletal muscle recovery in rats following exercise. J. Nutr. 129:1102–1106. 

Arnal, M.A., L. Mosoni, Y. Boirie, P. Gachon, M. Genest, G. Bayle, J. Grizard, M. Arnal, J.M. 

Antoine, B. Beaufrère, and P.P. Mirand. 2000. Protein turnover modifications induced 

by the protein feeding pattern still persist after the end of the diets. Am. J. Physiol. 

Endocrinol. Metab. 278:E902-909. doi:10.1152/ajpendo.2000.278.5.E902. 

Arnal, M.A., L. Mosoni, Y. Boirie, M.L. Houlier, L. Morin, E. Verdier, P. Ritz, J.M. Antoine, 

J. Prugnaud, B. Beaufrère, and P.P. Mirand. 1999. Protein pulse feeding improves 

protein retention in elderly women. Am. J. Clin. Nutr. 69:1202–1208. 

doi:10.1093/ajcn/69.6.1202. 

Arnal, M.-A., L. Mosoni, D. Dardevet, M.-C. Ribeyre, G. Bayle, J. Prugnaud, and P. Patureau 

Mirand. 2002. Pulse protein feeding pattern restores stimulation of muscle protein 

synthesis during the feeding period in old rats. J. Nutr. 132:1002–1008. 

doi:10.1093/jn/132.5.1002. 



  Références bibliographiques 

191 
 

Arshad, M., M. Paulsson, and P. Dejmek. 1993. Rheology of Buildup, Breakdown, and 

Rebodying of Acid Casein Gels. J. Dairy Sci. 76:3310–3316. doi:10.3168/jds.S0022-

0302(93)77668-7. 

Artaud-Wild, S.M., S.L. Connor, G. Sexton, and W.E. Connor. 1993. Differences in coronary 

mortality can be explained by differences in cholesterol and saturated fat intakes in 40 

countries but not in France and Finland. A paradox. Circulation 88:2771–2779. 

Aryee, A.N.A., and J.I. Boye. 2016. Improving the Digestibility of Lentil Flours and Protein 

Isolate and Characterization of Their Enzymatically Prepared Hydrolysates. Int. J. Food 

Prop. 19:2649–2665. doi:10.1080/10942912.2015.1123269. 

Asif, M., L.W. Rooney, R. Ali, and M.N. Riaz. 2013. Application and opportunities of pulses 

in food system: a review. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 53:1168–1179. 

doi:10.1080/10408398.2011.574804. 

Aussel, C., E. Woelffle, P. Lemoigne, L. Depailler, and O. Bouillanne. 2013. Une nouvelle 

stratégie nutritionnelle pour lutter contre la dénutrition et la sarcopénie : le régime 

protéique pulsé. Cah. Nutr. Diététique 48:33–40. doi:10.1016/j.cnd.2012.11.001. 

Azim, Z., M. Corredig, M. Koxholt, and M. Alexander. 2010. Sol gel transitions during acid 

gelation of milk containing modified waxy maize starch. Differences between chemical 

and bacterial acidification measured using rheological and spectroscopic techniques. 

Int. Dairy J. 20:785–791. doi:10.1016/j.idairyj.2010.04.004. 

Babault, N., G. Deley, P. Le Ruyet, F. Morgan, and F.A. Allaert. 2014. Effects of soluble milk 

protein or casein supplementation on muscle fatigue following resistance training 

program: a randomized, double-blind, and placebo-controlled study. J. Int. Soc. Sports 

Nutr. 11:36. doi:10.1186/1550-2783-11-36. 

Bailey, C.J., and D. Boulter. 1972. The structure of vicilin of Vicia faba. Phytochemistry 11:59–

64. doi:10.1016/S0031-9422(00)89967-7. 

Barać, M., S. Čabrilo, M. Pešić, S. Stanojević, M. Pavlićević, O. Maćej, and N. Ristić. 2011. 

Functional Properties of Pea (Pisum sativum, L.) Protein Isolates Modified with 

Chymosin. Int. J. Mol. Sci. 12:8372–8387. doi:10.3390/ijms12128372. 



  Références bibliographiques 

192 
 

Barbé, F., O. Ménard, Y.L. Gouar, C. Buffière, M.-H. Famelart, B. Laroche, S.L. Feunteun, D. 

Rémond, and D. Dupont. 2014. Acid and rennet gels exhibit strong differences in the 

kinetics of milk protein digestion and amino acid bioavailability. Food Chem. 143:1–8. 

doi:10.1016/j.foodchem.2013.07.100. 

Barbé, F., O. Ménard, Y. Le Gouar, C. Buffière, M.-H. Famelart, B. Laroche, S. Le Feunteun, 

D. Dupont, and D. Rémond. 2013. The heat treatment and the gelation are strong 

determinants of the kinetics of milk proteins digestion and of the peripheral availability 

of amino acids. Food Chem. 136:1203–1212. doi:10.1016/j.foodchem.2012.09.022. 

Bauer, J., G. Biolo, T. Cederholm, M. Cesari, A.J. Cruz-Jentoft, J.E. Morley, S. Phillips, C. 

Sieber, P. Stehle, D. Teta, R. Visvanathan, E. Volpi, and Y. Boirie. 2013. Evidence-

based recommendations for optimal dietary protein intake in older people: a position 

paper from the PROT-AGE Study Group. J. Am. Med. Dir. Assoc. 14:542–559. 

doi:10.1016/j.jamda.2013.05.021. 

Baumgartner, R.N., K.M. Koehler, D. Gallagher, L. Romero, S.B. Heymsfield, R.R. Ross, P.J. 

Garry, and R.D. Lindeman. 1998. Epidemiology of sarcopenia among the elderly in 

New Mexico. Am. J. Epidemiol. 147:755–763. 

Beliciu, C.M., and C.I. Moraru. 2011. The effect of protein concentration and heat treatment 

temperature on micellar casein–soy protein mixtures. Food Hydrocoll. 25:1448–1460. 

doi:10.1016/j.foodhyd.2011.01.011. 

Beliciu, C.M., and C.I. Moraru. 2013. Physico-chemical changes in heat treated micellar casein 

– Soy protein mixtures. LWT - Food Sci. Technol. 54:469–476. 

doi:10.1016/j.lwt.2013.06.013. 

Ben-Harb, S., M. Panouillé, D. Huc-Mathis, G. Moulin, A. Saint-Eve, F. Irlinger, P. Bonnarme, 

C. Michon, and I. Souchon. 2018. The rheological and microstructural properties of pea, 

milk, mixed pea/milk gels and gelled emulsions designed by thermal, acid, and enzyme 

treatments. Food Hydrocoll. 77:75–84. doi:10.1016/j.foodhyd.2017.09.022. 

Bennet, W.M., A.A. Connacher, C.M. Scrimgeour, R.T. Jung, and M.J. Rennie. 1990. 

Euglycemic hyperinsulinemia augments amino acid uptake by human leg tissues during 

hyperaminoacidemia. Am. J. Physiol. 259:E185-194. 

doi:10.1152/ajpendo.1990.259.2.E185. 



  Références bibliographiques 

193 
 

Bernstein, A.M., Q. Sun, F.B. Hu, M.J. Stampfer, J.E. Manson, and W.C. Willett. 2010. Major 

dietary protein sources and risk of coronary heart disease in women. Circulation 

122:876–883. doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.109.915165. 

Biliaderis, C.G., M.M. Khan, and G. Blank. 1992. Rheological and sensory properties of yogurt 

from skim milk and ultrafiltered retentates. Int. Dairy J. 2:311–323. doi:10.1016/0958-

6946(92)90035-K. 

Boirie, Y., M. Dangin, P. Gachon, M.P. Vasson, J.L. Maubois, and B. Beaufrère. 1997a. Slow 

and fast dietary proteins differently modulate postprandial protein accretion. Proc. Natl. 

Acad. Sci. U. S. A. 94:14930–14935. 

Boirie, Y., P. Gachon, and B. Beaufrère. 1997b. Splanchnic and whole-body leucine kinetics in 

young and elderly men. Am. J. Clin. Nutr. 65:489–495. 

Boirie, Y., P. Gachon, N. Cordat, P. Ritz, and B. Beaufrère. 2001. Differential insulin 

sensitivities of glucose, amino acid, and albumin metabolism in elderly men and 

women. J. Clin. Endocrinol. Metab. 86:638–644. doi:10.1210/jcem.86.2.7193. 

Boirie, Y., P. Gachon, S. Corny, J. Fauquant, J.L. Maubois, and B. Beaufrère. 1996. Acute 

postprandial changes in leucine metabolism as assessed with an intrinsically labeled 

milk protein. Am. J. Physiol. 271:E1083-1091. doi:10.1152/ajpendo.1996.271.6.E1083. 

Boirie, Y., and C. Guillet. 2018. Fast digestive proteins and sarcopenia of aging. Curr. Opin. 

Clin. Nutr. Metab. Care 21:37–41. doi:10.1097/MCO.0000000000000427. 

Borack, M.S., P.T. Reidy, S.H. Husaini, M.M. Markofski, R.R. Deer, A.B. Richison, B.S. 

Lambert, M.B. Cope, R. Mukherjea, K. Jennings, E. Volpi, and B.B. Rasmussen. 2016. 

Soy-Dairy Protein Blend or Whey Protein Isolate Ingestion Induces Similar 

Postexercise Muscle Mechanistic Target of Rapamycin Complex 1 Signaling and 

Protein Synthesis Responses in Older Men. J. Nutr. 146:2468–2475. 

doi:10.3945/jn.116.231159. 

Borreani, J., E. Llorca, A. Quiles, and I. Hernando. 2017. Designing dairy desserts for weight 

management: Structure, physical properties and in vitro gastric digestion. Food Chem. 

220:137–144. doi:10.1016/j.foodchem.2016.09.202. 



  Références bibliographiques 

194 
 

Bos, C., B. Juillet, H. Fouillet, L. Turlan, S. Daré, C. Luengo, R. N’tounda, R. Benamouzig, N. 

Gausserès, D. Tomé, and C. Gaudichon. 2005. Postprandial metabolic utilization of 

wheat protein in humans. Am. J. Clin. Nutr. 81:87–94. 

Bos, C., C.C. Metges, C. Gaudichon, K.J. Petzke, M.E. Pueyo, C. Morens, J. Everwand, R. 

Benamouzig, and D. Tomé. 2003. Postprandial Kinetics of Dietary Amino Acids Are 

the Main Determinant of Their Metabolism after Soy or Milk Protein Ingestion in 

Humans. J. Nutr. 133:1308–1315. 

Bouillanne, O., E. Curis, B. Hamon-Vilcot, I. Nicolis, P. Chrétien, N. Schauer, J.-P. Vincent, 

L. Cynober, and C. Aussel. 2013. Impact of protein pulse feeding on lean mass in 

malnourished and at-risk hospitalized elderly patients: a randomized controlled trial. 

Clin. Nutr. Edinb. Scotl. 32:186–192. doi:10.1016/j.clnu.2012.08.015. 

Bouillanne, O., N. Neveux, I. Nicolis, E. Curis, L. Cynober, and C. Aussel. 2014. Long-lasting 

improved amino acid bioavailability associated with protein pulse feeding in 

hospitalized elderly patients: a randomized controlled trial. Nutr. Burbank Los Angel. 

Cty. Calif 30:544–550. doi:10.1016/j.nut.2013.10.006. 

Bouzerzour, K., F. Morgan, I. Cuinet, C. Bonhomme, J. Jardin, I. Le Huërou-Luron, and D. 

Dupont. 2012. In vivo digestion of infant formula in piglets: protein digestion kinetics 

and release of bioactive peptides. Br. J. Nutr. 108:2105–2114. 

doi:10.1017/S000711451200027X. 

Boye, J., F. Zare, and A. Pletch. 2010. Pulse proteins: Processing, characterization, functional 

properties and applications in food and feed. Food Res. Int. 43:414–431. 

doi:10.1016/j.foodres.2009.09.003. 

Bryan, D.D.S.L., D.A. Abbott, and H.L. Classen. 2018. Development of an in vitro protein 

digestibility assay mimicking the chicken digestive tract. Anim. Nutr. 1–9. 

doi:10.1016/j.aninu.2018.04.007. 

Campbell, W.W., M.L. Barton, D. Cyr-Campbell, S.L. Davey, J.L. Beard, G. Parise, and W.J. 

Evans. 1999. Effects of an omnivorous diet compared with a lactoovovegetarian diet on 

resistance-training-induced changes in body composition and skeletal muscle in older 

men. Am. J. Clin. Nutr. 70:1032–1039. doi:10.1093/ajcn/70.6.1032. 



  Références bibliographiques 

195 
 

Campbell, W.W., M.C. Crim, G.E. Dallal, V.R. Young, and W.J. Evans. 1994. Increased 

protein requirements in elderly people: new data and retrospective reassessments. Am. 

J. Clin. Nutr. 60:501–509. doi:10.1093/ajcn/60.4.501. 

Campbell, W.W., T.A. Trappe, R.R. Wolfe, and W.J. Evans. 2001. The recommended dietary 

allowance for protein may not be adequate for older people to maintain skeletal muscle. 

J. Gerontol. A. Biol. Sci. Med. Sci. 56:M373-380. 

Casagrandi, D.A., S.G. Canniatti-Brazaca, J.M. Salgado, A. Pizzinato, and N.J. Novaes. 1999. 

Technological, nutritional and sensorial analysis of macaroni elaborated with wheat and 

pigeon pea flours. Rev. Nutr. 12:137–143. doi:10.1590/S1415-52731999000200003. 

Castaneda, C., J.M. Charnley, W.J. Evans, and M.C. Crim. 1995. Elderly women accommodate 

to a low-protein diet with losses of body cell mass, muscle function, and immune 

response. Am. J. Clin. Nutr. 62:30–39. doi:10.1093/ajcn/62.1.30. 

Cayot, P., and D. Lorient. 1998. Structure et technofonctions des protéines du lait. Tec & Doc, 

Lavoisier, Arilait Recherche, Paris. 

Chandan, R.C. 2006. Manufacturing Yogurt and Fermented Milks. Blackwell Publishing, 

Ames, IA, USA. 

Chandra-Hioe, M.V., C.H.M. Wong, and J. Arcot. 2016. The Potential Use of Fermented 

Chickpea and Faba Bean Flour as Food Ingredients. Plant Foods Hum. Nutr. Dordr. 

Neth. 71:90–95. doi:10.1007/s11130-016-0532-y. 

Chanet, A., S. Verlaan, J. Salles, C. Giraudet, V. Patrac, V. Pidou, C. Pouyet, N. Hafnaoui, A. 

Blot, N. Cano, N. Farigon, A. Bongers, M. Jourdan, Y. Luiking, S. Walrand, and Y. 

Boirie. 2017. Supplementing Breakfast with a Vitamin D and Leucine-Enriched Whey 

Protein Medical Nutrition Drink Enhances Postprandial Muscle Protein Synthesis and 

Muscle Mass in Healthy Older Men. J. Nutr. 147:2262–2271. 

doi:10.3945/jn.117.252510. 

Charby, J., P. Hébel, and S. Vaudaine. 2017. Les produits laitiers en France : évolution du 

marché et place dans la diète Dairy products in France: market evolution and role in the 

diet. Cah. Nutr. Diététique 52S:S25–S34. 



  Références bibliographiques 

196 
 

Cheison, S.C., M.-Y. Lai, E. Leeb, and U. Kulozik. 2011. Hydrolysis of β-lactoglobulin by 

trypsin under acidic pH and analysis of the hydrolysates with MALDI–TOF–MS/MS. 

Food Chem. 125:1241–1248. doi:10.1016/j.foodchem.2010.10.042. 

Chihi, M., N. Sok, and R. Saurel. 2018. Acid gelation of mixed thermal aggregates of pea 

globulins and β-lactoglobulin. Food Hydrocoll. 85:120–128. 

doi:10.1016/j.foodhyd.2018.07.006. 

Chihi, M.-L., J. Mession, N. Sok, and R. Saurel. 2016. Heat-Induced Soluble Protein 

Aggregates from Mixed Pea Globulins and β-Lactoglobulin. J. Agric. Food Chem. 

64:2780–2791. doi:10.1021/acs.jafc.6b00087. 

Chillo, S., J. Laverse, P.M. Falcone, A. Protopapa, and M.A. Del Nobile. 2008. Influence of the 

addition of buckwheat flour and durum wheat bran on spaghetti quality. J. Cereal Sci. 

47:144–152. doi:10.1016/j.jcs.2007.03.004. 

Chillo, S., J.A. Monro, S. Mishra, and C.J. Henry. 2010. Effect of incorporating legume flour 

into semolina spaghetti on its cooking quality and glycaemic impact measured in vitro. 

Int. J. Food Sci. Nutr. 61:149–160. doi:10.3109/09637480903476423. 

Coda, R., L. Melama, C.G. Rizzello, J.A. Curiel, J. Sibakov, U. Holopainen, M. Pulkkinen, and 

N. Sozer. 2015. Effect of air classification and fermentation by Lactobacillus plantarum 

VTT E-133328 on faba bean (Vicia faba L.) flour nutritional properties. Int. J. Food 

Microbiol. 193:34–42. doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2014.10.012. 

Coda, R., J. Varis, M. Verni, C.G. Rizzello, and K. Katina. 2017. Improvement of the protein 

quality of wheat bread through faba bean sourdough addition. LWT - Food Sci. Technol. 

82:296–302. doi:10.1016/j.lwt.2017.04.062. 

Combe, E., T. Achi, and R. Pion. 1991. Compared Metabolic and Digestive Utilizations of Faba 

Bean, Lentil and Chick Pea. Reprod. Nutr. Dev. 31:631–646. 

doi:10.1051/rnd:19910603. 

Combe, E., T. Pirman, J. Stekar, M.-L. Houlier, and P.P. Mirand. 2004. Differential effect of 

lentil feeding on proteosynthesis rates in the large intestine, liver and muscle of rats. J. 

Nutr. Biochem. 15:12–17. 



  Références bibliographiques 

197 
 

Comfort, S., and N.K. Howell. 2002. Gelation properties of soya and whey protein isolate 

mixtures. Food Hydrocoll. 16:661–672. doi:10.1016/S0268-005X(02)00033-4. 

Cozzone, P., L. Pasero, B. Beaupoil, and G. Marchis-Mouren. 1970. Characterization of 

Porcine Pancreatic Isoamylases Chemical and Physical Studies. Biochim. Biophys. 

Acta BBA - Protein Struct. 207:490–504. doi:10.1016/S0005-2795(70)80012-5. 

Croy, R.R., M.S. Hoque, J.A. Gatehouse, and D. Boulter. 1984. The major albumin proteins 

from pea (Pisum sativum L). Purification and some properties.. Biochem. J. 218:795–

803. 

Cruz-Jentoft, A.J., J.P. Baeyens, J.M. Bauer, Y. Boirie, T. Cederholm, F. Landi, F.C. Martin, 

J.-P. Michel, Y. Rolland, S.M. Schneider, E. Topinková, M. Vandewoude, and M. 

Zamboni. 2010. Sarcopenia: European consensus on definition and diagnosis. Age 

Ageing 39:412–423. doi:10.1093/ageing/afq034. 

Cruz-Jentoft, A.J., G. Bahat, J.M. Bauer, Y. Boirie, O. Bruyère, T. Cederholm, C. Cooper, F. 

Landi, Y. Rolland, S. Avan Aihie, S.M. Schneider, C.C. Sieber, E. Topinkova, M. 

Vandewoude, M. Visser, and M. Zamboni. 2018. Sarcopenia: revised European 

consensus on definition and diagnosis. Age Ageing 0:1–16. 

Cunin, C., S. Handschin, P. Walther, and F. Escher. 1995. Structural changes of starch during 

cooking of durum wheat pasta. LWT - Food Sci. Technol. 28:323–328. 

doi:10.1016/S0023-6438(95)94552-0. 

Cuthbertson, D., K. Smith, J. Babraj, G. Leese, T. Waddell, P. Atherton, H. Wackerhage, P.M. 

Taylor, and M.J. Rennie. 2005. Anabolic signaling deficits underlie amino acid 

resistance of wasting, aging muscle. FASEB J. Off. Publ. Fed. Am. Soc. Exp. Biol. 

19:422–424. doi:10.1096/fj.04-2640fje. 

Dalgleish, D.G. 2011. On the structural models of bovine casein micelles—review and possible 

improvements. Soft Matter 7:2265–2272. doi:10.1039/C0SM00806K. 

Dangin, M., Y. Boirie, C. Garcia-Rodenas, P. Gachon, J. Fauquant, P. Callier, O. Ballèvre, and 

B. Beaufrère. 2001. The digestion rate of protein is an independent regulating factor of 

postprandial protein retention. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 280:E340-348. 



  Références bibliographiques 

198 
 

Dangin, M., Y. Boirie, C. Guillet, and B. Beaufrère. 2002. Influence of the protein digestion 

rate on protein turnover in young and elderly subjects. J. Nutr. 132:3228S–33S. 

Dangin, M., C. Guillet, C. Garcia-Rodenas, P. Gachon, C. Bouteloup-Demange, K. Reiffers-

Magnani, J. Fauquant, O. Ballèvre, and B. Beaufrère. 2003. The rate of protein digestion 

affects protein gain differently during aging in humans. J. Physiol. 549:635–644. 

doi:10.1113/jphysiol.2002.036897. 

Dardevet, D., L. Mosoni, M.-A. Peyron, I. Papet, I. Savary-Auzeloux, and D. Rémond. 2013. 

Sarcopénie et protéines alimentaires: Lesquelles ? Comment ? Seules ?. Innov. Agron. 

33:25–36. 

Dardevet, D., D. Rémond, M.-A. Peyron, I. Papet, I. Savary-Auzeloux, and L. Mosoni. 2012. 

Muscle wasting and resistance of muscle anabolism: the “anabolic threshold concept” 

for adapted nutritional strategies during sarcopenia. Sci. World J. 2012:269–531. 

doi:10.1100/2012/269531. 

Dardevet, D., C. Sornet, D. Attaix, V.E. Baracos, and J. Grizard. 1994. Insulin-like growth 

factor-1 and insulin resistance in skeletal muscles of adult and old rats. Endocrinology 

134:1475–1484. doi:10.1210/endo.134.3.8119189. 

Dardevet, D., C. Sornet, M. Balage, and J. Grizard. 2000. Stimulation of in vitro rat muscle 

protein synthesis by leucine decreases with age. J. Nutr. 130:2630–2635. 

doi:10.1093/jn/130.11.2630. 

Dardevet, D., C. Sornet, G. Bayle, J. Prugnaud, C. Pouyet, and J. Grizard. 2002. Postprandial 

stimulation of muscle protein synthesis in old rats can be restored by a leucine-

supplemented meal. J. Nutr. 132:95–100. 

Dawson, B., J. Taylor, and E.J. Favaloro. 2008. Potential benefits of improved protein intake 

in older people. Nutr. Diet. 65:151–156. doi:10.1111/j.1747-0080.2008.00250.x. 

De Zorzi, M., A. Curioni, B. Simonato, M. Giannattasio, and G. Pasini. 2007. Effect of pasta 

drying temperature on gastrointestinal digestibility and allergenicity of durum wheat 

proteins. Food Chem. 104:353–363. doi:10.1016/j.foodchem.2006.11.057. 



  Références bibliographiques 

199 
 

Delcour, J.A., I.J. Joye, B. Pareyt, E. Wilderjans, K. Brijs, and B. Lagrain. 2012. Wheat gluten 

functionality as a quality determinant in cereal-based food products. Annu. Rev. Food 

Sci. Technol. 3:469–492. doi:10.1146/annurev-food-022811-101303. 

Derbyshire, E., D.J. Wright, and D. Boulter. 1976. Legumin and vicilin, storage proteins of 

legume seeds. Phytochemistry 15:3–24. doi:10.1016/S0031-9422(00)89046-9. 

Deutz, N.E., M.J. Bruins, and P.B. Soeters. 1998. Infusion of soy and casein protein meals 

affects interorgan amino acid metabolism and urea kinetics differently in pigs. J. Nutr. 

128:2435–2445. 

Deutz, N.E.P., J.M. Bauer, R. Barazzoni, G. Biolo, Y. Boirie, A. Bosy-Westphal, T. Cederholm, 

A. Cruz-Jentoft, Z. Krznariç, K.S. Nair, P. Singer, D. Teta, K. Tipton, and P.C. Calder. 

2014. Protein intake and exercise for optimal muscle function with aging: 

Recommendations from the ESPEN Expert Group. Clin. Nutr. 33:929–936. 

doi:10.1016/j.clnu.2014.04.007. 

Dexter, J.E., M.A. Doust, C.N. Raciti, G.M. Lombardo, F.R. Clarke, J.M. Clarke, B.A. 

Marchylo, L.M. Schlichting, and D.W. Hatcher. 2004. Effect of durum wheat (Triticum 

turgidum L. var. durum) semolina extraction rate on semolina refinement, strength 

indicators and pasta properties. Can. J. Plant Sci. 84:1001–1013. doi:10.4141/P03-205. 

Di Cagno, R., M. De Angelis, P. Lavermicocca, M. De Vincenzi, C. Giovannini, M. Faccia, 

and M. Gobbetti. 2002. Proteolysis by Sourdough Lactic Acid Bacteria: Effects on 

Wheat Flour Protein Fractions and Gliadin Peptides Involved in Human Cereal 

Intolerance. Appl. Environ. Microbiol. 68:623–633. doi:10.1128/AEM.68.2.623-

633.2002. 

Domenek, S., M.-H. Morel, A. Redl, and S. Guilbert. 2003. Rheological investigation of 

swollen gluten polymer networks: effects of process parameters on cross-link density. 

Macromol. Symp. 200:137–146. doi:10.1002/masy.200351014. 

Donato, L., and F. Guyomarc’h. 2009. Formation and properties of the whey protein/kappa-

casein complexes in heated skim milk – A review. Dairy Sci. Technol. 89:3–29. 

doi:10.1051/dst:2008033. 



  Références bibliographiques 

200 
 

Dumas, A. 1962. Stickstoffbestimmung nach Dumas. Die Praxis des org. Chemikers. (N-

determination according to Dumas). 41th Ed. Schrag, Nürnberg, Germany. 

Dupont, D., R. Boutrou, O. Ménard, J. Jardin, G. Tanguy, P. Schuck, B.B. Haab, and J. Leonil. 

2010a. Heat Treatment of Milk During Powder Manufacture Increases Casein 

Resistance to Simulated Infant Digestion. Food Dig. 1:28–39. 

Dupont, D., G. Mandalari, D. Molle, J. Jardin, J. Léonil, R.M. Faulks, M.S.J. Wickham, E.N.C. 

Mills, and A.R. Mackie. 2010b. Comparative resistance of food proteins to adult and 

infant in vitro digestion models. Mol. Nutr. Food Res. 54:767–780. 

doi:10.1002/mnfr.200900142. 

Dupont, D., G. Mandalari, D. Mollé, J. Jardin, O. Rolet-Répécaud, G. Duboz, J. Léonil, C.E.N. 

Mills, and A.R. Mackie. 2010c. Food processing increases casein resistance to 

simulated infant digestion. Mol. Nutr. Food Res. 54:1677–1689. 

doi:10.1002/mnfr.200900582. 

Dupont, D., and D. Rémond. 2013. Impact de la structure sur la digestion ; cas des produits 

laitiers. Innov. Agron. 2013 33:81–91. 

Duranti, M. 2006. Grain legume proteins and nutraceutical properties. Fitoterapia 77:67–82. 

doi:10.1016/j.fitote.2005.11.008. 

Duranti, M., and A. Scarafoni. 1999. Modification of Storage Protein Content and Quality in 

Legume Seeds. J. New Seeds 1:17–35. doi:10.1300/J153v01n01_03. 

El Fiel, H.E.A., A.H. El Tinay, and E.A.E. Elsheikh. 2002. Effect of nutritional status of faba 

bean (Vicia faba L.) on protein solubility profiles. Food Chem. 76:219–223. 

doi:10.1016/S0308-8146(00)00314-9. 

El-Moghazy, G., M. Dina, and N. Abd El Ghafar. 2011. Effect of fermentation of faba bean 

(Vicia faba) on its nutritive and sensory properties. J Food Dairy Sci 2:237–250. 

Eskin, N.A.M., and H.M. Henderson. 1974. Lipoxygenase in Vicia faba minor. Phytochemistry 

13:2713–2716. doi:10.1016/0031-9422(74)80228-1. 

Everman, S., C. Meyer, L. Tran, N. Hoffman, C.C. Carroll, W.L. Dedmon, and C.S. Katsanos. 

2016. Insulin does not stimulate muscle protein synthesis during increased plasma 



  Références bibliographiques 

201 
 

branched-chain amino acids alone but still decreases whole body proteolysis in humans. 

Am. J. Physiol. - Endocrinol. Metab. 311:E671–E677. 

doi:10.1152/ajpendo.00120.2016. 

Fang, C.H., B.G. Li, J.J. Wang, J.E. Fischer, and P.O. Hasselgren. 1997. Insulin-like growth 

factor 1 stimulates protein synthesis and inhibits protein breakdown in muscle from 

burned rats. JPEN J. Parenter. Enteral Nutr. 21:245–251. 

doi:10.1177/0148607197021005245. 

FAO. 2013a. Dietary protein evaluation in human nutrition: Report of an FAO Expert 

Consultation 2011, FAO Food and nutrition Paper, 92. Rome: FAO. 

FAO. 2013b. Statistical yearbook. Accessed March, 15, 2017. 

http://www.fao.org/docrep/018/i3107e/i3107e.pdf. 

FAO/WHO. 1991. Protein Quality Evaluation: Report of the Joint FAO/WHO Expert 

Consultation 1989, FAO Food and Nutrition Paper 51. Rome: FAO. 

FAO/WHO/UNU. 1985. Energy and Protein Requirements: Report of a Joint FAO/WHO/UNU 

Expert Consultation, WHO Tech Rep Ser no.724, Geneva: WHO. 

Fasano, A. 2011. Zonulin and its regulation of intestinal barrier function: the biological door to 

inflammation, autoimmunity, and cancer. Physiol. Rev. 91:151–175. 

doi:10.1152/physrev.00003.2008. 

Favier, J.C. 1987. Composition du yaourt.. Cah Nutr Diet 22:373–379. 

Fernandez-Quintela, A., A.S. del Barrio, M.T. Macarulla, and J.A. Martinez. 1998. Nutritional 

evaluation and metabolic effects in rats of protein isolates obtained from seeds of three 

legume species. J. Sci. Food Agric. 78:251–260. doi:10.1002/(SICI)1097-

0010(199810)78:2<251::AID-JSFA112>3.0.CO;2-G. 

Ferranti, P., G. Mamone, G. Picariello, and F. Addeo. 2007. Mass spectrometry analysis of 

gliadins in celiac disease. J. Mass Spectrom. JMS 42:1531–1548. 

doi:10.1002/jms.1361. 

Floury, J., T. Bianchi, J. Thévenot, D. Dupont, F. Jamme, E. Lutton, M. Panouillé, F. Boué, and 

S. Le Feunteun. 2018. Exploring the breakdown of dairy protein gels during in vitro 



  Références bibliographiques 

202 
 

gastric digestion using time-lapse synchrotron deep-UV fluorescence microscopy. Food 

Chem. 239:898–910. doi:10.1016/j.foodchem.2017.07.023. 

Fong, Y., L.L. Moldawer, M. Marano, H. Wei, A. Barber, K. Manogue, K.J. Tracey, G. Kuo, 

D.A. Fischman, and A. Cerami. 1989. Cachectin/TNF or IL-1 alpha induces cachexia 

with redistribution of body proteins. Am. J. Physiol. 256:R659-665. 

doi:10.1152/ajpregu.1989.256.3.R659. 

Fox, P.F., and P.L.H. McSweeney eds. . 2003. Advanced Dairy Chemistry: Volume 1: Proteins, 

Parts A&B. 3rd ed. Springer US. 

Freitas, D., S. Le Feunteun, M. Panouillé, and I. Souchon. 2018. The important role of salivary 

α-amylase in the gastric digestion of wheat bread starch. Food Funct. 9:200–208. 

doi:10.1039/c7fo01484h. 

Fujita, S., E.L. Glynn, K.L. Timmerman, B.B. Rasmussen, and E. Volpi. 2009. 

Supraphysiological hyperinsulinaemia is necessary to stimulate skeletal muscle protein 

anabolism in older adults: evidence of a true age-related insulin resistance of muscle 

protein metabolism. Diabetologia 52:1889–1898. doi:10.1007/s00125-009-1430-8. 

Gaillard, C., E. Alix, Y. Boirie, G. Berrut, and P. Ritz. 2008. Are Elderly Hospitalized Patients 

Getting Enough Protein?. J. Am. Geriatr. Soc. 56:1045–1049. doi:10.1111/j.1532-

5415.2008.01721.x. 

Gaudichon, C., S. Mahé, R. Benamouzig, C. Luengo, H. Fouillet, S. Daré, M. Van Oycke, F. 

Ferrière, J. Rautureau, and D. Tomé. 1999. Net postprandial utilization of [15N]-labeled 

milk protein nitrogen is influenced by diet composition in humans. J. Nutr. 129:890–

895. 

Ghosh, K., and A.K. Ray. 2017. Aquafeed formulation using plant feedstuffs: Prospective 

application of fish-gut microorganisms and microbial biotechnology. Academic Press, 

London, UK. 

Gianibelli, M.C., M.J. Sissons, and I.L. Batey. 2005. Effect of Source and Proportion of Waxy 

Starches on Pasta Cooking Quality. Cereal Chem. 82:321–327. doi:10.1094/CC-82-

0321. 



  Références bibliographiques 

203 
 

Gianoudis, J., C.A. Bailey, and R.M. Daly. 2015. Associations between sedentary behaviour 

and body composition, muscle function and sarcopenia in community-dwelling older 

adults. Osteoporos. Int. J. Establ. Result Coop. Eur. Found. Osteoporos. Natl. 

Osteoporos. Found. USA 26:571–579. doi:10.1007/s00198-014-2895-y. 

Gilani, G.S., and E. Sepehr. 2003. Protein digestibility and quality in products containing 

antinutritional factors are adversely affected by old age in rats. J. Nutr. 133:220–225. 

doi:10.1093/jn/133.1.220. 

Giménez, M.A., S.R. Drago, M.N. Bassett, M.O. Lobo, and N.C. Sammán. 2016. Nutritional 

improvement of corn pasta-like product with broad bean (Vicia faba) and quinoa 

(Chenopodium quinoa). Food Chem. 199:150–156. 

doi:10.1016/j.foodchem.2015.11.065. 

Giménez, M.A., S.R. Drago, D. De Greef, R.J. Gonzalez, M.O. Lobo, and N.C. Samman. 2012. 

Rheological, functional and nutritional properties of wheat/broad bean (Vicia faba) flour 

blends for pasta formulation. Food Chem. 134:200–206. 

doi:10.1016/j.foodchem.2012.02.093. 

Gorissen, S.H., A.M. Horstman, R. Franssen, J.J. Crombag, H. Langer, J. Bierau, F. Respondek, 

and L.J. van Loon. 2016. Ingestion of Wheat Protein Increases In Vivo Muscle Protein 

Synthesis Rates in Healthy Older Men in a Randomized Trial. J. Nutr. 146:1651–1659. 

doi:10.3945/jn.116.231340. 

Gorissen, S.H.M., and O.C. Witard. 2018. Characterising the muscle anabolic potential of dairy, 

meat and plant-based protein sources in older adults. Proc. Nutr. Soc. 77:20–31. 

doi:10.1017/S002966511700194X. 

Granic, A., N. Mendonça, A.A. Sayer, T.R. Hill, K. Davies, A. Adamson, M. Siervo, J.C. 

Mathers, and C. Jagger. 2017. Low protein intake, muscle strength and physical 

performance in the very old: The Newcastle 85+ Study. Clin. Nutr. 1–11. 

doi:10.1016/j.clnu.2017.11.005. 

Greffeuille, V., A. Marsset-Baglieri, N. Molinari, D. Cassan, T. Sutra, A. Avignon, and V. 

Micard. 2015. Enrichment of pasta with faba bean does not impact glycemic or insulin 

response but can enhance satiety feeling and digestive comfort when dried at very high 

temperature. Food Funct. 6:2996–3005. doi:10.1039/C5FO00382B. 



  Références bibliographiques 

204 
 

Grela, E.R., B. Kiczorowska, W. Samolińska, J. Matras, P. Kiczorowski, W. Rybiński, and E. 

Hanczakowska. 2017. Chemical composition of leguminous seeds: part I—content of 

basic nutrients, amino acids, phytochemical compounds, and antioxidant activity. Eur. 

Food Res. Technol. 243:1385–1395. doi:10.1007/s00217-017-2849-7. 

Griggs, R.C., W. Kingston, R.F. Jozefowicz, B.E. Herr, G. Forbes, and D. Halliday. 1989. 

Effect of testosterone on muscle mass and muscle protein synthesis. J. Appl. Physiol. 

Bethesda Md 1985 66:498–503. doi:10.1152/jappl.1989.66.1.498. 

Groen, B.B.L., A.M. Horstman, H.M. Hamer, M. de Haan, J. van Kranenburg, J. Bierau, M. 

Poeze, W.K.W.H. Wodzig, B.B. Rasmussen, and L.J.C. van Loon. 2015. Post-Prandial 

Protein Handling: You Are What You Just Ate. PloS One 10:e0141582. 

doi:10.1371/journal.pone.0141582. 

Groen, B.B.L., A.M.H. Horstman, H.M. Hamer, M. de Haan, J. van Kranenburg, J. Bierau, M. 

Poeze, W.K.W.H. Wodzig, B.B. Rasmussen, and L.J.C. van Loon. 2016. Increasing 

Insulin Availability Does Not Augment Postprandial Muscle Protein Synthesis Rates in 

Healthy Young and Older Men. J. Clin. Endocrinol. Metab. 101:3978–3988. 

doi:10.1210/jc.2016-1436. 

Grygorczyk, A. 2012. A novel approach to structure generation for texture improvement in a 

soymilk-dairy gel. PhD thesis. Guelph Univ., Ontario. 

Gryson, C., S. Walrand, C. Giraudet, P. Rousset, C. Migné, C. Bonhomme, P. Le Ruyet, and 

Y. Boirie. 2014. “Fast proteins” with a unique essential amino acid content as an optimal 

nutrition in the elderly: growing evidence. Clin. Nutr. Edinb. Scotl. 33:642–648. 

doi:10.1016/j.clnu.2013.09.004. 

Gueguen, J. 1983. Legume seed protein extraction, processing, and end product characteristics. 

Plant Foods Hum. Nutr. 32:267–303. doi:10.1007/BF01091191. 

Gueguen, J., and J. Barbot. 1988. Quantitative and qualitative variability of pea (Pisum sativum 

L.) protein composition. J. Sci. Food Agric. 42:209–224. 

Gueguen, J., S. Walrand, and O. Bourgeois. 2016. Les protéines végétales : contexte et 

potentiels en alimentation humaine. Cah. Nutr. Diététique 51:177–185. 

doi:10.1016/j.cnd.2016.02.001. 



  Références bibliographiques 

205 
 

Guerrieri, N., E. Alberti, V. Lavelli, and P. Cerletti. 1996. Use of spectroscopic and 

fluorescence techniques to assess heat-induced molecular modifications of gluten.. 

Cereal Chem. 

Guillamón, E., M.M. Pedrosa, C. Burbano, C. Cuadrado, M. de C. Sánchez, and M. Muzquiz. 

2008. The trypsin inhibitors present in seed of different grain legume species and 

cultivar. Food Chem. 107:68–74. doi:10.1016/j.foodchem.2007.07.029. 

Guillet, C., and Y. Boirie. 2005. Insulin resistance: a contributing factor to age-related muscle 

mass loss?. Diabetes Metab. 31 Spec No 2:5S20-25S26. 

Guillet, C., M. Dangin, C. Garcia-Rodenas, H. Derumeaux, P. Gachon, O. Ballèvre, and B. 

Beaufrère. 2001. Effets des protéines “lentes” et “rapides” au sein d’un repas complet 

sur la rétention protéique postprandiale. Nutr. Clin. Métabolisme 15:26S–27S. 

Guillet, C., M. Prod’homme, M. Balage, P. Gachon, C. Giraudet, L. Morin, J. Grizard, and Y. 

Boirie. 2004a. Impaired anabolic response of muscle protein synthesis is associated with 

S6K1 dysregulation in elderly humans. FASEB J. Off. Publ. Fed. Am. Soc. Exp. Biol. 

18:1586–1587. doi:10.1096/fj.03-1341fje. 

Guillet, C., A. Zangarelli, P. Gachon, B. Morio, C. Giraudet, P. Rousset, and Y. Boirie. 2004b. 

Whole body protein breakdown is less inhibited by insulin, but still responsive to amino 

acid, in nondiabetic elderly subjects. J. Clin. Endocrinol. Metab. 89:6017–6024. 

doi:10.1210/jc.2003-031323. 

Guillon, F., and M.M.-J. Champ. 2002. Carbohydrate fractions of legumes: uses in human 

nutrition and potential for health. Br. J. Nutr. 88 Suppl 3:S293-306. 

doi:10.1079/BJN2002720. 

Guo, M.R., P.F. Fox, A. Flynn, and P.S. Kindstedt. 1995. Susceptibility of beta-lactoglobulin 

and sodium caseinate to proteolysis by pepsin and trypsin. J. Dairy Sci. 78:2336–2344. 

doi:10.3168/jds.S0022-0302(95)76860-6. 

von Haehling, S., J.E. Morley, and S.D. Anker. 2010. An overview of sarcopenia: facts and 

numbers on prevalence and clinical impact. J. Cachexia Sarcopenia Muscle 1:129–133. 

doi:10.1007/s13539-010-0014-2. 



  Références bibliographiques 

206 
 

Hambræus, L., and B. Lönnerdal. 2003. Nutritional Aspects of Milk Proteins. Springer, Boston, 

MA. 

Hartman, J.W., J.E. Tang, S.B. Wilkinson, M.A. Tarnopolsky, R.L. Lawrence, A.V. Fullerton, 

and S.M. Phillips. 2007. Consumption of fat-free fluid milk after resistance exercise 

promotes greater lean mass accretion than does consumption of soy or carbohydrate in 

young, novice, male weightlifters. Am. J. Clin. Nutr. 86:373–381. 

doi:10.1093/ajcn/86.2.373. 

Harwalkar, V.R., and M. Kalab. 1980. Milk gel structure. XI. Electron microscopy of glucono-

δ-lactone-induced skim milk gels. J. Texture Stud. 11:35–49. doi:10.1111/j.1745-

4603.1980.tb00306.x. 

He, T., R.E.J. Spelbrink, B.J. Witteman, and M.L.F. Giuseppin. 2013. Digestion kinetics of 

potato protein isolates in vitro and in vivo. Int. J. Food Sci. Nutr. 64:787–793. 

doi:10.3109/09637486.2013.793300. 

Heger, J., and Z. Frydrych. 1985. Efficiency of utilization of essential amino acids in growing 

rats at different levels of intake. Br. J. Nutr. 54:499–508. 

Hermann, M., and P. Berger. 2001. Hormonal changes in aging men: a therapeutic indication?. 

Exp. Gerontol. 36:1075–1082. 

Hoffman, J.R., and M.J. Falvo. 2004. Protein – Which is Best?. J. Sports Sci. Med. 3:118–130. 

Hoffmann, M. a. M., and P.J.J.M. van Mil. 1997. Heat-induced aggregation of beta-

lactoglobulin: role of the free thiol group and and disulfide bonds. J. Agric. Food Chem. 

USA 45:2942–2948. 

Holm, J., I. Lundquist, I. Björck, A.C. Eliasson, and N.G. Asp. 1988. Degree of starch 

gelatinization, digestion rate of starch in vitro, and metabolic response in rats. Am. J. 

Clin. Nutr. 47:1010–1016. 

Horne, D.S. 2006. Casein micelle structure: Models and muddles. Curr. Opin. Colloid Interface 

Sci. 11:148–153. doi:10.1016/j.cocis.2005.11.004. 

Horne, D.S. 2016. Casein: Micellar Structure (Dual-Binding Model). Elsevier. 



  Références bibliographiques 

207 
 

Horne, D.S., and C.M. Davidson. 1986. The effect of environmental conditions on the steric 

stabilization of casein micelles. Colloid Polym. Sci. 264:727–734. 

doi:10.1007/BF01469535. 

Hossain, M.S., and M.G. Mortuza. 2006. Chemical Composition of Kalimatar, a Locally Grown 

Strain of Faba Bean (Vicia faba L.). Pak. J. Biol. Sci. 9:1817–1822. 

Hove, E.L., and S. King. 1979. Trypsin inhibitor contents of lupin seeds and other grain 

legumes. N. Z. J. Agric. Res. 22:41–42. doi:10.1080/00288233.1979.10420841. 

Ibrahim, S.S., R.A. Habiba, A.A. Shatta, and H.E. Embaby. 2002. Effect of soaking, 

germination, cooking and fermentation on antinutritional factors in cowpeas. Nahr. 

46:92–95. doi:10.1002/1521-3803(20020301)46:2<92::AID-FOOD92>3.0.CO;2-P. 

Icard-Verniere, C., and P. Feillet. 1999. Effects of mixing conditions on pasta dough 

development and biochemical changes. Cereal Chem. 

Ihekoronye, A.I. 1981. A rapid enzymatic and chromatographic predictive model for the in-

vivo rat-based Protein Efficiency Ratio. PhD thesis. Missouri Univ., Columbia. 

Janssen, I., S.B. Heymsfield, and R. Ross. 2002. Low relative skeletal muscle mass (sarcopenia) 

in older persons is associated with functional impairment and physical disability. J. Am. 

Geriatr. Soc. 50:889–896. 

Jarpa‐Parra Marcela. 2017. Lentil protein: a review of functional properties and food 

application. An overview of lentil protein functionality. Int. J. Food Sci. Technol. 

53:892–903. doi:10.1111/ijfs.13685. 

Jayasena, V., and S.M. Nasar-Abbas. 2012. Development and Quality Evaluation of High-

Protein and High-Dietary-Fiber Pasta Using Lupin Flour. J. Texture Stud. 43:153–163. 

doi:10.1111/j.1745-4603.2011.00326.x. 

Jobgen, W., C.J. Meininger, S.C. Jobgen, P. Li, M.-J. Lee, S.B. Smith, T.E. Spencer, S.K. Fried, 

and G. Wu. 2009. Dietary L-arginine supplementation reduces white fat gain and 

enhances skeletal muscle and brown fat masses in diet-induced obese rats. J. Nutr. 

139:230–237. doi:10.3945/jn.108.096362. 



  Références bibliographiques 

208 
 

Jose, J., L. Pouvreau, and A.H. Martin. 2016. Mixing whey and soy proteins: Consequences for 

the gel mechanical response and water holding. Food Hydrocoll. 60:216–224. 

doi:10.1016/j.foodhyd.2016.03.031. 

Jukanti, A.K., P.M. Gaur, C.L.L. Gowda, and R.N. Chibbar. 2012. Nutritional quality and 

health benefits of chickpea (Cicer arietinum L.): a review. Br. J. Nutr. 108:S11–S26. 

doi:10.1017/S0007114512000797. 

Jung, E.Y., H.J. Suh, W.S. Hong, D.G. Kim, Y.H. Hong, I.S. Hong, and U.J. Chang. 2009. 

Uncooked rice of relatively low gelatinization degree resulted in lower metabolic 

glucose and insulin responses compared with cooked rice in female college students. 

Nutr. Res. 29:457–461. doi:10.1016/j.nutres.2009.07.002. 

Kanda, A., K. Nakayama, C. Sanbongi, M. Nagata, S. Ikegami, and H. Itoh. 2016. Effects of 

Whey, Caseinate, or Milk Protein Ingestion on Muscle Protein Synthesis after Exercise. 

Nutrients 8:339. doi:10.3390/nu8060339. 

Kasarda, D.D., J.-C. Autran, E.J.-L. Lew, C.C. Nimmo, and P.R. Shewry. 1983. N-terminal 

amino acid sequences of ω-gliadins and ω-secalins: Implications for the evolution of 

prolamin genes. Biochim. Biophys. Acta BBA - Protein Struct. Mol. Enzymol. 

747:138–150. doi:10.1016/0167-4838(83)90132-2. 

Katsanos, C.S., H. Kobayashi, M. Sheffield-Moore, A. Aarsland, and R.R. Wolfe. 2005. Aging 

is associated with diminished accretion of muscle proteins after the ingestion of a small 

bolus of essential amino acids. Am. J. Clin. Nutr. 82:1065–1073. 

doi:10.1093/ajcn/82.5.1065. 

Katsanos, C.S., H. Kobayashi, M. Sheffield-Moore, A. Aarsland, and R.R. Wolfe. 2006. A high 

proportion of leucine is required for optimal stimulation of the rate of muscle protein 

synthesis by essential amino acids in the elderly. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 

291:E381-387. doi:10.1152/ajpendo.00488.2005. 

Kaya, E., N. Yılmaz Tuncel, and N.B. Tuncel. 2018. Utilization of lentil, pea, and faba bean 

hulls in Turkish noodle production. J. Food Sci. Technol. 55:1734–1745. 

doi:10.1007/s13197-018-3086-1. 



  Références bibliographiques 

209 
 

Kim, M.K., K.H. Baek, K.-H. Song, M. Il Kang, C.Y. Park, W.Y. Lee, and K.W. Oh. 2011. 

Vitamin D deficiency is associated with sarcopenia in older Koreans, regardless of 

obesity: the Fourth Korea National Health and Nutrition Examination Surveys 

(KNHANES IV) 2009. J. Clin. Endocrinol. Metab. 96:3250–3256. doi:10.1210/jc.2011-

1602. 

Kim, Y.A., and W.E. Barbeau. 1991. Changes in the nutritive value of soy protein concentrate 

during autoclaving. Plant Foods Hum. Nutr. 41:179–192. doi:10.1007/BF02194086. 

Kimball, S.R. 2002. Regulation of global and specific mRNA translation by amino acids. J. 

Nutr. 132:883–886. doi:10.1093/jn/132.5.883. 

Kimball, S.R., P.A. Farrell, and L.S. Jefferson. 2002. Invited Review: Role of insulin in 

translational control of protein synthesis in skeletal muscle by amino acids or exercise. 

J. Appl. Physiol. Bethesda Md 1985 93:1168–1180. 

doi:10.1152/japplphysiol.00221.2002. 

Koopman, R., N. Crombach, A.P. Gijsen, S. Walrand, J. Fauquant, A.K. Kies, S. Lemosquet, 

W.H.M. Saris, Y. Boirie, and L.J.C. van Loon. 2009. Ingestion of a protein hydrolysate 

is accompanied by an accelerated in vivo digestion and absorption rate when compared 

with its intact protein. Am. J. Clin. Nutr. 90:106–115. doi:10.3945/ajcn.2009.27474. 

Kopf-Bolanz, K.A., F. Schwander, M. Gijs, G. Vergères, R. Portmann, and L. Egger. 2014. 

Impact of milk processing on the generation of peptides during digestion. Int. Dairy J. 

35:130–138. doi:10.1016/j.idairyj.2013.10.012. 

Koury, O.H., C. Scheede-Bergdahl, and A. Bergdahl. 2014. The role of casein in the 

development of hypercholesterolemia. J. Physiol. Biochem. 70:1021–1028. 

doi:10.1007/s13105-014-0365-9. 

de Kruif, C.G., and E.B. Zhulina. 1996. κ-casein as a polyelectrolyte brush on the surface of 

casein micelles. Colloids Surf. Physicochem. Eng. Asp. 117:151–159. 

doi:10.1016/0927-7757(96)03696-5. 

Kumaraguru Vasagam, K. p., and M. Rajkumar. 2011. Beneficial influences of germination and 

subsequent autoclaving of grain legumes on proximate composition, antinutritional 



  Références bibliographiques 

210 
 

factors and apparent digestibility in black tiger shrimp, Penaeus monodon Fabricius. 

Aquac. Nutr. 17:e188–e195. doi:10.1111/j.1365-2095.2009.00748.x. 

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 

bacteriophage T4. Nature 227:680–685. 

Laguna, L., P. Picouet, M.D. Guàrdia, C.M.G.C. Renard, and A. Sarkar. 2017. In vitro 

gastrointestinal digestion of pea protein isolate as a function of pH, food matrices, 

autoclaving, high-pressure and re-heat treatments. LWT - Food Sci. Technol. 84:511–

519. doi:10.1016/j.lwt.2017.06.021. 

Laleg, K., C. Barron, S. Cordelle, P. Schlich, S. Walrand, and V. Micard. 2017. How the 

structure, nutritional and sensory attributes of pasta made from legume flour is affected 

by the proportion of legume protein. Food Sci. Technol. 79:471–478. 

doi:10.1016/j.lwt.2017.01.069. 

Laleg, K., C. Barron, V. Sante-Lhoutellier, S. Walrand, and V. Micard. 2016a. Protein enriched 

pasta: structure and digestibility of its protein network. Food Funct. 7:1196–1207. 

doi:10.1039/c5fo01231g. 

Laleg, K., D. Cassan, J. Abecassis, and V. Micard. 2016b. Procédé de fabrication de pâte 

destinée à l’alimentation humaine et/ou animale comprenant au moins 35% de 

légumineuse. Institut national de la recherche agronomique (INRA) - centre 

international d’etudes superieures en sciences agronomiques (SupAgro). France. 

WO2016097328 A1. 23 juin 2016. Google Patents. 

Laleg, K., D. Cassan, C. Barron, P. Prabhasankar, and V. Micard. 2016c. Structural, Culinary, 

Nutritional and Anti-Nutritional Properties of High Protein, Gluten Free, 100% Legume 

Pasta. Plos One 11:e0160721. doi:10.1371/journal.pone.0160721. 

Laleg, K., J. Salles, A. Berry, C. Giraudet, V. Patrac, C. Guillet, P. Denis, F.J. Tessier, A. 

Guilbaud, M. Howsam, Y. Boirie, V. Micard, and S. Walrand. 2018. Nutritional 

evaluation of mixed wheat-faba bean pasta in growing rats: impact of protein source 

and drying temperature on protein digestibility and retention. Br. J. Nutr. 1–31. 



  Références bibliographiques 

211 
 

Laligant, A., M.-H. Famelart, G. Brulé, M. Piot, and D. Paquet. 2003. Fermentation by lactic 

acid bacteria at two temperatures of pre-heated reconstituted milk. I - Behaviour of 

proteins and minerals. Le Lait 83:181–192. doi:10.1051/lait:2003008. 

Lang, C.H., R.A. Frost, A.C. Nairn, D.A. MacLean, and T.C. Vary. 2002. TNF-alpha impairs 

heart and skeletal muscle protein synthesis by altering translation initiation. Am. J. 

Physiol. Endocrinol. Metab. 282:E336-347. doi:10.1152/ajpendo.00366.2001. 

Lang, T., T. Streeper, P. Cawthon, K. Baldwin, D.R. Taaffe, and T.B. Harris. 2010. Sarcopenia: 

etiology, clinical consequences, intervention, and assessment. Osteoporos. Int. 21:543–

559. doi:10.1007/s00198-009-1059-y. 

Le, L.T., and J. Sabaté. 2014. Beyond meatless, the health effects of vegan diets: findings from 

the Adventist cohorts. Nutrients 6:2131–2147. doi:10.3390/nu6062131. 

Lee, H., B.A. Friend, and K.M. Shahani. 1988. Factors Affecting the Protein Quality of Yogurt 

and Acidophilus Milk1. J. Dairy Sci. 71:3203–3213. doi:10.3168/jds.S0022-

0302(88)79925-7. 

Lee, W.-J., and J.A. Lucey. 2003. Rheological properties, whey separation, and microstructure 

in set-style yogurt: effects of heating temperature and incubation temperature. J. Texture 

Stud. 34:515–536. doi:10.1111/j.1745-4603.2003.tb01079.x. 

Lee, W.J., and J.A. Lucey. 2010. Formation and Physical Properties of Yogurt. Asian-

Australas. J. Anim. Sci. 23:1127–1136. doi:2010.23.9.1127. 

Li, Q., Y. Xia, L. Zhou, and J. Xie. 2013. Evaluation of the rheological, textural, microstructural 

and sensory properties of soy cheese spreads. Food Bioprod. Process. 91:429–439. 

doi:10.1016/j.fbp.2013.03.001. 

Liene, S., and M.-B. Sandra. 2016. The Characteristics of Extruded Faba Beans (Vicia faba L.). 

Rural Sustain. Res. 36:42–48. doi:10.1515/plua-2016-0013. 

Liener, I.E., R.L. Goodale, A. Deshmukh, T.L. Satterberg, G. Ward, C.M. DiPietro, P.E. 

Bankey, and J.W. Borner. 1988. Effect of a trypsin inhibitor from soybeans (Bowman-

Birk) on the secretory activity of the human pancreas. Gastroenterology 94:419–427. 



  Références bibliographiques 

212 
 

Liu, C.-F., C.-L. Hu, S.-S. Chiang, K.-C. Tseng, R.-C. Yu, and T.-M. Pan. 2009. Beneficial 

preventive effects of gastric mucosal lesion for soy-skim milk fermented by lactic acid 

bacteria. J. Agric. Food Chem. 57:4433–4438. doi:10.1021/jf900465c. 

Löhrke, B., E. Saggau, R. Schadereit, M. Beyer, O. Bellmann, S. Kuhla, and H. Hagemeister. 

2001. Activation of skeletal muscle protein breakdown following consumption of 

soyabean protein in pigs. Br. J. Nutr. 85:447–457. 

Lorieau, L., A. Halabi, A. Ligneul, E. Hazart, D. Dupont, and J. Floury. 2018. Impact of the 

dairy product structure and protein nature on the proteolysis and amino acid 

bioaccessiblity during in vitro digestion. Food Hydrocoll. 82:399–411. 

doi:10.1016/j.foodhyd.2018.04.019. 

Lucena, E.M., S. Alvarez, C. Menéndez, F.A. Riera, and R. Alvarez. 2006. Beta-lactoglobulin 

removal from whey protein concentrates: Production of milk derivatives as a base for 

infant formulas. Sep. Purif. Technol. 52:310–316. doi:10.1016/j.seppur.2006.05.006. 

Lucey, J.A. 2001. The relationship between rheological parameters and whey separation in milk 

gels. Food Hydrocoll. 15:603–608. doi:10.1016/S0268-005X(01)00043-1. 

Lucey, J.A. 2004. Formation, structural properties and rheology of acid-coagulated milk gels. 

Elsevier, Oxford. 

Lucey, J.A., M. Tamehana, H. Singh, and P.A. Munro. 1998. A comparison of the formation, 

rheological properties and microstructure of acid skim milk gels made with a bacterial 

culture or glucono-δ-lactone. Food Res. Int. 31:147–155. doi:10.1016/S0963-

9969(98)00075-1. 

Lucey, J.A., T. van Vliet, K. Grolle, T. Geurts, and P. Walstra. 1997a. Properties of acid casein 

gels made by acidification with glucono-δ-lactone. 1. Rheological properties. Int. Dairy 

J. 7:381–388. doi:10.1016/S0958-6946(97)00027-7. 

Lucey, J.A., T. van Vliet, K. Grolle, T. Geurts, and P. Walstra. 1997b. Properties of acid casein 

gels made by acidification with glucono-δ-lactone. 2. Syneresis, permeability and 

microstructural properties. Int. Dairy J. 7:389–397. doi:10.1016/S0958-6946(97)00028-

9. 



  Références bibliographiques 

213 
 

Luiking, Y.C., N.E.P. Deutz, M. Jäkel, and P.B. Soeters. 2005. Casein and soy protein meals 

differentially affect whole-body and splanchnic protein metabolism in healthy humans. 

J. Nutr. 135:1080–1087. 

Lundin, L., M. Golding, and T.J. Wooster. 2008. Understanding food structure and function in 

developing food for appetite control. Nutr. Diet. 65:S79–S85. doi:10.1111/j.1747-

0080.2008.00266.x. 

Luo, Q., J.W. Borst, A.H. Westphal, R.M. Boom, and A.E.M. Janssen. 2017. Pepsin diffusivity 

in whey protein gels and its effect on gastric digestion. Food Hydrocoll. 66:318–325. 

doi:10.1016/j.foodhyd.2016.11.046. 

Ma, Z., J.I. Boye, B.K. Simpson, S.O. Prasher, D. Monpetit, and L. Malcolmson. 2011. Thermal 

processing effects on the functional properties and microstructure of lentil, chickpea, 

and pea flours. Food Res. Int. 44:2534–2544. doi:10.1016/j.foodres.2010.12.017. 

Mahé, S., N. Roos, R. Benamouzig, L. Davin, C. Luengo, L. Gagnon, N. Gaussergès, J. 

Rautureau, and D. Tomé. 1996. Gastrojejunal kinetics and the digestion of [15N]beta-

lactoglobulin and casein in humans: the influence of the nature and quantity of the 

protein. Am. J. Clin. Nutr. 63:546–552. doi:10.1093/ajcn/63.4.546. 

Mamerow, M.M., J.A. Mettler, K.L. English, S.L. Casperson, E. Arentson-Lantz, M. Sheffield-

Moore, D.K. Layman, and D. Paddon-Jones. 2014. Dietary protein distribution 

positively influences 24-h muscle protein synthesis in healthy adults. J. Nutr. 144:876–

880. doi:10.3945/jn.113.185280. 

Mamone, G., C. Nitride, G. Picariello, F. Addeo, P. Ferranti, and A. Mackie. 2015. Tracking 

the fate of pasta (T. Durum semolina) immunogenic proteins by in vitro simulated 

digestion. J. Agric. Food Chem. 63:2660–2667. doi:10.1021/jf505461x. 

Manson, J.M., R.J. Smith, and D.W. Wilmore. 1988. Growth hormone stimulates protein 

synthesis during hypocaloric parenteral nutrition. Role of hormonal-substrate 

environment.. Ann. Surg. 208:136–142. 

Mantha, O.L., S. Polakof, J.-F. Huneau, F. Mariotti, N. Poupin, D. Zalko, and H. Fouillet. 2018. 

Early changes in tissue amino acid metabolism and nutrient routing in rats fed a high-



  Références bibliographiques 

214 
 

fat diet: evidence from natural isotope abundances of nitrogen and carbon in tissue 

proteins. Br. J. Nutr. 119:981–991. doi:10.1017/S0007114518000326. 

Marcone, M.F., Y. Kakuda, and R.Y. Yada. 1998. Immunochemical examination of the surface 

physico-chemical properties of various dicotyledonous and monocotyledonous globulin 

seed storage proteins. Food Chem. 63:85–95. doi:10.1016/S0308-8146(97)00168-4. 

Marinangeli, C.P.F., and J.D. House. 2017. Potential impact of the digestible indispensable 

amino acid score as a measure of protein quality on dietary regulations and health. Nutr. 

Rev. 75:658–667. doi:10.1093/nutrit/nux025. 

Mariotti, F., S. Mahé, R. Benamouzig, C. Luengo, S. Daré, C. Gaudichon, and D. Tomé. 1999. 

Nutritional value of [15N]-soy protein isolate assessed from ileal digestibility and 

postprandial protein utilization in humans. J. Nutr. 129:1992–1997. 

Márquez-Mota, C.C., C. Rodriguez-Gaytan, P. Adjibade, R. Mazroui, A. Gálvez, O. Granados, 

A.R. Tovar, and N. Torres. 2016. The mTORC1-Signaling Pathway and Hepatic 

Polyribosome Profile Are Enhanced after the Recovery of a Protein Restricted Diet by 

a Combination of Soy or Black Bean with Corn Protein. Nutrients 8:573. 

doi:10.3390/nu8090573. 

Martinez, J., R. Marcos, M. Macarulla, and J. Larralde. 1995. Growth, Hormonal Status and 

Protein-Turnover in Rats Fed on a Diet Containing Peas (pisum-Sativum L) as the 

Source of Protein. Plant Foods Hum. Nutr. 47:211–220. doi:10.1007/BF01088329. 

Martínez, J.A., M. Goena, S. Santidrián, and J. Larralde. 1987. Response of muscle, liver and 

whole-body protein turnover to two different sources of protein in growing rats. Ann. 

Nutr. Metab. 31:146–153. 

Martínez, J.A., and J. Larralde. 1984a. Influence of Diets Containing Different Levels of Vicia 

faba L. as Source of Protein on Body Protein Composition and Nitrogen Balance of 

Growing Rats. Ann. Nutr. Metab. 28:174–180. doi:10.1159/000176800. 

Martínez, J.A., and J. Larralde. 1984b. Muscle protein turnover in rats fed on diets containing 

different levels of Vicia faba L. and casein as source of protein. Rev. Esp. Fisiol. 

40:109–115. 



  Références bibliographiques 

215 
 

Martínez, J.A., and J. Larralde. 1984c. Developmental changes on protein turnover in growing 

rats fed on diets containing field beans (Vicia faba L.) as source of protein. Arch. 

Latinoam. Nutr. 34:466–476. 

Marty, E., Y. Liu, A. Samuel, O. Or, and J. Lane. 2017. A review of sarcopenia: Enhancing 

awareness of an increasingly prevalent disease. Bone 105:276–286. 

doi:10.1016/j.bone.2017.09.008. 

Mater, D.D.G., L. Bretigny, O. Firmesse, M.-J. Flores, A. Mogenet, J.-L. Bresson, and G. 

Corthier. 2005. Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus survive gastrointestinal transit of healthy volunteers consuming yogurt. 

FEMS Microbiol. Lett. 250:185–187. doi:10.1016/j.femsle.2005.07.006. 

Mathai, J.K., Y. Liu, and H.H. Stein. 2017. Values for digestible indispensable amino acid 

scores (DIAAS) for some dairy and plant proteins may better describe protein quality 

than values calculated using the concept for protein digestibility-corrected amino acid 

scores (PDCAAS). Br. J. Nutr. 117:490–499. doi:10.1017/S0007114517000125. 

Matsuo, R.B., J.E. Dexter, and B.L. Dronzek. 1978. Scanning Electron Microscopy Study of 

Spaghetti Processing. Cereal Chem. 55:744–753. 

McNurlan, M.A., and P.J. Garlick. 1980. Contribution of rat liver and gastrointestinal tract to 

whole-body protein synthesis in the rat. Biochem. J. 186:381–383. 

Meek, S.E., M. Persson, G.C. Ford, and K.S. Nair. 1998. Differential regulation of amino acid 

exchange and protein dynamics across splanchnic and skeletal muscle beds by insulin 

in healthy human subjects. Diabetes 47:1824–1835. 

Mession, J.-L., S. Roustel, and R. Saurel. 2017a. Interactions in casein micelle – Pea protein 

system (part I): Heat-induced denaturation and aggregation. Food Hydrocoll. 67:229–

242. doi:10.1016/j.foodhyd.2015.12.015. 

Mession, J.-L., S. Roustel, and R. Saurel. 2017b. Interactions in casein micelle - Pea protein 

system (Part II): Mixture acid gelation with glucono-δ-lactone. Food Hydrocoll. 

73:344–357. doi:10.1016/j.foodhyd.2017.06.029. 



  Références bibliographiques 

216 
 

Mession, J.-L., N. Sok, A. Assifaoui, and R. Saurel. 2013. Thermal denaturation of pea 

globulins (Pisum sativum L.)-molecular interactions leading to heat-induced protein 

aggregation. J. Agric. Food Chem. 61:1196–1204. doi:10.1021/jf303739n. 

Millward, D.J. 1990. The hormonal control of protein turnover. Clin. Nutr. 9:115–126. 

doi:10.1016/0261-5614(90)90042-Q. 

Minekus, M., M. Alminger, P. Alvito, S. Ballance, T. Bohn, C. Bourlieu, F. Carrière, R. 

Boutrou, M. Corredig, D. Dupont, C. Dufour, L. Egger, M. Golding, S. Karakaya, B. 

Kirkhus, S.L. Feunteun, U. Lesmes, A. Macierzanka, A. Mackie, S. Marze, D.J. 

McClements, O. Ménard, I. Recio, C.N. Santos, R.P. Singh, G.E. Vegarud, M.S.J. 

Wickham, W. Weitschies, and A. Brodkorb. 2014. A standardised static in vitro 

digestion method suitable for food – an international consensus. Food Funct. 5:1113–

1124. doi:10.1039/C3FO60702J. 

Mitchell, C.J., P.A. Della Gatta, A.C. Petersen, D. Cameron-Smith, and J.F. Markworth. 2015. 

Soy protein ingestion results in less prolonged p70S6 kinase phosphorylation compared 

to whey protein after resistance exercise in older men. J. Int. Soc. Sports Nutr. 12:6. 

doi:10.1186/s12970-015-0070-2. 

Miyake, K., T. Tanaka, and P.L. McNeil. 2007. Lectin-Based Food Poisoning: A New 

Mechanism of Protein Toxicity. PLOS ONE 2:e687. 

doi:10.1371/journal.pone.0000687. 

Montagne, L., and J.-P. Lallès. 2000. Digestion des matières azotées végétales chez le veau 

préruminant. Quantification des matières azotées endogènes et importance des mucines. 

INRA Prod. Anim. 13:315–324. 

Moore, D.R., T.A. Churchward-Venne, O. Witard, L. Breen, N.A. Burd, K.D. Tipton, and S.M. 

Phillips. 2015. Protein ingestion to stimulate myofibrillar protein synthesis requires 

greater relative protein intakes in healthy older versus younger men. J. Gerontol. A. 

Biol. Sci. Med. Sci. 70:57–62. doi:10.1093/gerona/glu103. 

Moore, D.R., and P.B. Soeters. 2015. The Biological Value of Protein. Nestle Nutr. Inst. 

Workshop Ser. 82:39–51. doi:10.1159/000382000. 



  Références bibliographiques 

217 
 

Morel, M.H., P. Dehlon, J.C. Autran, J.P. Leygue, and C. Bar-L’Helgouac’h. 2000. Effects of 

temperature, sonication time, and power settings on size distribution and extractability 

of total wheat flour proteins as determined by size-exclusion high-performance liquid 

chromatography. Cereal Chem. 

Morell, P., S. Fiszman, E. Llorca, and I. Hernando. 2017. Designing added-protein yogurts: 

Relationship between in vitro digestion behavior and structure. Food Hydrocoll. 72:27–

34. doi:10.1016/j.foodhyd.2017.05.026. 

Mulet-Cabero, A.-I., N.M. Rigby, A. Brodkorb, and A.R. Mackie. 2017. Dairy food structures 

influence the rates of nutrient digestion through different in vitro gastric behaviour. 

Food Hydrocoll. 67:63–73. doi:10.1016/j.foodhyd.2016.12.039. 

Nakayama, K., A. Kanda, R. Tagawa, C. Sanbongi, S. Ikegami, and H. Itoh. 2017. Post-

Exercise Muscle Protein Synthesis in Rats after Ingestion of Acidified Bovine Milk 

Compared with Skim Milk. Nutrients 9:1071. doi:10.3390/nu9101071. 

Narici, M.V., and N. Maffulli. 2010. Sarcopenia: characteristics, mechanisms and functional 

significance. Br. Med. Bull. 95:139–159. doi:10.1093/bmb/ldq008. 

Newman, E., M.J. Heslin, R.F. Wolf, P.W. Pisters, and M.F. Brennan. 1994. The effect of 

systemic hyperinsulinemia with concomitant amino acid infusion on skeletal muscle 

protein turnover in the human forearm. Metabolism. 43:70–78. 

Nguyen, T.T.P., B. Bhandari, J. Cichero, and S. Prakash. 2015. Gastrointestinal digestion of 

dairy and soy proteins in infant formulas: An in vitro study. Food Res. Int. Ott. Ont 

76:348–358. doi:10.1016/j.foodres.2015.07.030. 

Nguyen, T.T.P., B. Bhandari, J. Cichero, and S. Prakash. 2016. In vitro digestion of infant 

formulations with hydrolysed and non-hydrolysed proteins from dairy and soybean. 

Food Funct. 7:4908–4919. doi:10.1039/c6fo01240j. 

Norton, L.E., G.J. Wilson, D.K. Layman, C.J. Moulton, and P.J. Garlick. 2012. Leucine content 

of dietary proteins is a determinant of postprandial skeletal muscle protein synthesis in 

adult rats. Nutr. Metab. 9:67. doi:10.1186/1743-7075-9-67. 



  Références bibliographiques 

218 
 

NRC. 1995. National Research Council. Nutrient Requirements of Laboratory Animals, ed 4 

revised. Washington, National Academic Press, 1995. 

Nyachoti, C.M., C.F.M. de Lange, B.W. McBride, and H. Schulze. 1997. Significance of 

endogenous gut nitrogen losses in the nutrition of growing pigs: A review. Can. J. Anim. 

Sci. 77:149–163. doi:10.4141/A96-044. 

Osborne, T.B. 1907. The Proteins of the Wheat Kernel. Washington, D.C. : Carnegie Institution 

of Washington. 

Overduin, J., L. Guérin-Deremaux, D. Wils, and T.T. Lambers. 2015. NUTRALYS® pea 

protein: characterization of in vitro gastric digestion and in vivo gastrointestinal peptide 

responses relevant to satiety. Food Nutr. Res. 59:25622. doi:10.3402/fnr.v59.25622. 

Pacy, P.J., G.M. Price, D. Halliday, M.R. Quevedo, and D.J. Millward. 1994. Nitrogen 

homeostasis in man: the diurnal responses of protein synthesis and degradation and 

amino acid oxidation to diets with increasing protein intakes. Clin. Sci. 86:103–116. 

Padalino, L., M. Mastromatteo, L. Lecce, S. Spinelli, F. Conto, and M.A. Del Nobile. 2014. 

Chemical composition, sensory and cooking quality evaluation of durum wheat 

spaghetti enriched with pea flour. Int. J. Food Sci. Technol. 49:1544–1556. 

doi:10.1111/ijfs.12453. 

Paddon-Jones, D., and B.B. Rasmussen. 2009. Dietary protein recommendations and the 

prevention of sarcopenia. Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care 12:86–90. 

doi:10.1097/MCO.0b013e32831cef8b. 

Paddon-Jones, D., M. Sheffield-Moore, X.-J. Zhang, E. Volpi, S.E. Wolf, A. Aarsland, A.A. 

Ferrando, and R.R. Wolfe. 2004. Amino acid ingestion improves muscle protein 

synthesis in the young and elderly. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 286:E321-328. 

doi:10.1152/ajpendo.00368.2003. 

Pallet, N., P. Beaune, C. Legendre, and D. Anglicheau. 2006. Rapamycine et inhibition de 

mTOR : des voies de signalisation aux applications cliniques. Ann. Biol. Clin. (Paris) 

64:107–115. 



  Références bibliographiques 

219 
 

Pan, A., Q. Sun, A.M. Bernstein, M.B. Schulze, J.E. Manson, M.J. Stampfer, W.C. Willett, and 

F.B. Hu. 2012. Red Meat Consumption and Mortality: Results from Two Prospective 

Cohort Studies. Arch. Intern. Med. 172:555–563. 

doi:10.1001/archinternmed.2011.2287. 

Pannemans, D.L., A.J. Wagenmakers, K.R. Westerterp, G. Schaafsma, and D. Halliday. 1998. 

Effect of protein source and quantity on protein metabolism in elderly women. Am. J. 

Clin. Nutr. 68:1228–1235. doi:10.1093/ajcn/68.6.1228. 

Pasini, G., B. Simonato, M. Giannattasio, A.D. Peruffo, and A. Curioni. 2001. Modifications 

of wheat flour proteins during in vitro digestion of bread dough, crumb, and crust: an 

electrophoretic and immunological study. J. Agric. Food Chem. 49:2254–2261. 

Paul, G.L. 2009. The rationale for consuming protein blends in sports nutrition. J. Am. Coll. 

Nutr. 28 Suppl:464S–472S. 

Peng, Y., D.S. Horne, and J.A. Lucey. 2009. Impact of preacidification of milk and fermentation 

time on the properties of yogurt. J. Dairy Sci. 92:2977–2990. doi:10.3168/jds.2008-

1221. 

Pennings, B., B.B.L. Groen, J.-W. van Dijk, A. de Lange, A. Kiskini, M. Kuklinski, J.M.G. 

Senden, and L.J.C. van Loon. 2013. Minced beef is more rapidly digested and absorbed 

than beef steak, resulting in greater postprandial protein retention in older men. Am. J. 

Clin. Nutr. 98:121–128. doi:10.3945/ajcn.112.051201. 

Perez-Hidalgo, M.A., E. Guerra-Hernández, and B. Garcı́a-Villanova. 1997. Dietary Fiber in 

Three Raw Legumes and Processing Effect on Chick Peas by an Enzymatic-Gravimetric 

Method. J. Food Compos. Anal. 10:66–72. doi:10.1006/jfca.1997.0522. 

Perrot, C. 1995. Les protéines de pois : de leur fonction dans la graine à leur utilisation en 

alimentation animale. INRA Prod. Anim. 8:151–164. 

Petitot, M., J. Abecassis, and V. Micard. 2009a. Structuring of pasta components during 

processing: impact on starch and protein digestibility and allergenicity. Trends Food 

Sci. Technol. 20:521–532. doi:10.1016/j.tifs.2009.06.005. 



  Références bibliographiques 

220 
 

Petitot, M., C. Barron, M.-H. Morel, and V. Micard. 2010a. Impact of Legume Flour Addition 

on Pasta Structure: Consequences on Its In Vitro Starch Digestibility. Food Biophys. 

5:284–299. doi:10.1007/s11483-010-9170-3. 

Petitot, M., L. Boyer, C. Minier, and V. Micard. 2010b. Fortification of pasta with split pea and 

faba bean flours: Pasta processing and quality evaluation. Food Res. Int. 43:634–641. 

doi:10.1016/j.foodres.2009.07.020. 

Petitot, M., C. Brossard, C. Barron, C. Larré, M.-H. Morel, and V. Micard. 2009b. Modification 

of pasta structure induced by high drying temperatures. Effects on the in vitro 

digestibility of protein and starch fractions and the potential allergenicity of protein 

hydrolysates. Food Chem. 116:401–412. doi:10.1016/j.foodchem.2009.01.001. 

Petitot, M., and V. Micard. 2010. Legume-Fortified Pasta. Impact of Drying and Precooking 

Treatments on Pasta Structure and Inherent In Vitro Starch Digestibility. Food Biophys. 

5:309–320. doi:10.1007/s11483-010-9180-1. 

Phadungath, C. 2005. The mechanism and properties of acid-coagulated milk gels. 

Songklanakarin J. Sci. Technol. 27:433–448. 

Pirman, T., E. Combe, M.C. Ribeyre, J. Prugnaud, J. Stekar, and P. Patureau Mirand. 2006. 

Differential effects of cooked beans and cooked lentils on protein metabolism in 

intestine and muscle in growing rats. Ann. Nutr. Metab. 50:197–205. 

doi:10.1159/000090741. 

Pirman, T., J.M.A. Stekar, E. Combe, and A. Orešnik. 2001. Nutritional value of beans and 

lentils in rats. Krmiva Časopis O Hranidbi Životinja Proizv. Tehnol. Krme 43:133–143. 

Pisulewska, E., and P.M. Pisulewski. 2000. Trypsin inhibitor activity of legume seeds (peas, 

chickling vetch, lentils, and soya beans) as affected by the technique of harvest. Anim. 

Feed Sci. Technol. 86:261–265. doi:10.1016/S0377-8401(00)00167-X. 

Prochazkova, S., K.M. Vårum, and K. Ostgaard. 1999. Quantitative determination of chitosans 

by ninhydrin. Carbohydr. Polym. 38:115–122. doi:10.1016/S0144-8617(98)00108-8. 



  Références bibliographiques 

221 
 

Prod’homme, M., M. Balage, E. Debras, M.-C. Farges, S. Kimball, L. Jefferson, and J. Grizard. 

2005. Differential effects of insulin and dietary amino acids on muscle protein synthesis 

in adult and old rats. J. Physiol. 563:235–248. doi:10.1113/jphysiol.2004.068841. 

Prod’homme, M., I. Rieu, M. Balage, D. Dardevet, and J. Grizard. 2004. Insulin and amino 

acids both strongly participate to the regulation of protein metabolism. Curr. Opin. Clin. 

Nutr. Metab. Care 7:71–77. 

Proll, J., K.J. Petzke, I.E. Ezeagu, and C.C. Metges. 1998. Low nutritional quality of 

unconventional tropical crop seeds in rats. J. Nutr. 128:2014–2022. 

Rafiq, A., S. Sharma, and B. Singh. 2017. In vitro starch digestibility, degree of gelatinization 

and functional properties of twin screw prepared cereal-legume pasta. J. Cereal Sci. 

74:279–287. doi:10.1016/j.jcs.2017.03.001. 

Rafiq, S., N. Huma, I. Pasha, A. Sameen, O. Mukhtar, and M.I. Khan. 2016. Chemical 

Composition, Nitrogen Fractions and Amino Acids Profile of Milk from Different 

Animal Species. Asian-Australas. J. Anim. Sci. 29:1022–1028. 

doi:10.5713/ajas.15.0452. 

Rasmussen, B.B., S. Fujita, R.R. Wolfe, B. Mittendorfer, M. Roy, V.L. Rowe, and E. Volpi. 

2006. Insulin resistance of muscle protein metabolism in aging. FASEB J. Off. Publ. 

Fed. Am. Soc. Exp. Biol. 20:768–769. doi:10.1096/fj.05-4607fje. 

Rasmussen, B.B., R.R. Wolfe, and E. Volpi. 2002. Oral and intravenously administered amino 

acids produce similar effects on muscle protein synthesis in the elderly. J. Nutr. Health 

Aging 6:358–362. 

Rayas-Duarte, P.N.D.S.U., C.M. Mock, and L.D. Satterlee. 1996. Quality of spaghetti 

containing buckwheat, amaranth, and lupin flours. Cereal Chem. USA 73:381–387. 

Reddy, N.R., M.D. Pierson, S.K. Sathe, and D.K. Salunkhe. 1984. Chemical, nutritional and 

physiological aspects of dry bean carbohydrates—A review. Food Chem. 13:25–68. 

doi:10.1016/0308-8146(84)90026-8. 

Reidy, P.T., M.S. Borack, M.M. Markofski, J.M. Dickinson, R.R. Deer, S.H. Husaini, D.K. 

Walker, S. Igbinigie, S.M. Robertson, M.B. Cope, R. Mukherjea, J.M. Hall-Porter, K. 



  Références bibliographiques 

222 
 

Jennings, E. Volpi, and B.B. Rasmussen. 2016. Protein Supplementation Has Minimal 

Effects on Muscle Adaptations during Resistance Exercise Training in Young Men: A 

Double-Blind Randomized Clinical Trial. J. Nutr. 146:1660–1669. 

doi:10.3945/jn.116.231803. 

Reidy, P.T., D.K. Walker, J.M. Dickinson, D.M. Gundermann, M.J. Drummond, K.L. 

Timmerman, M.B. Cope, R. Mukherjea, K. Jennings, E. Volpi, and B.B. Rasmussen. 

2014. Soy-dairy protein blend and whey protein ingestion after resistance exercise 

increases amino acid transport and transporter expression in human skeletal muscle. J. 

Appl. Physiol. Bethesda Md 1985 116:1353–1364. 

doi:10.1152/japplphysiol.01093.2013. 

Reidy, P.T., D.K. Walker, J.M. Dickinson, D.M. Gundermann, M.J. Drummond, K.L. 

Timmerman, C.S. Fry, M.S. Borack, M.B. Cope, R. Mukherjea, K. Jennings, E. Volpi, 

and B.B. Rasmussen. 2013. Protein blend ingestion following resistance exercise 

promotes human muscle protein synthesis. J. Nutr. 143:410–416. 

doi:10.3945/jn.112.168021. 

Rémond, D., M. Machebeuf, C. Yven, C. Buffière, L. Mioche, L. Mosoni, and P. Patureau 

Mirand. 2007. Postprandial whole-body protein metabolism after a meat meal is 

influenced by chewing efficiency in elderly subjects. Am. J. Clin. Nutr. 85:1286–1292. 

doi:10.1093/ajcn/85.5.1286. 

Rieu, I., M. Balage, C. Sornet, E. Debras, S. Ripes, C. Rochon-Bonhomme, C. Pouyet, J. 

Grizard, and D. Dardevet. 2007. Increased availability of leucine with leucine-rich whey 

proteins improves postprandial muscle protein synthesis in aging rats. Nutr. Burbank 

Los Angel. Cty. Calif 23:323–331. doi:10.1016/j.nut.2006.12.013. 

Rieu, I., C. Sornet, G. Bayle, J. Prugnaud, C. Pouyet, M. Balage, I. Papet, J. Grizard, and D. 

Dardevet. 2003. Leucine-supplemented meal feeding for ten days beneficially affects 

postprandial muscle protein synthesis in old rats. J. Nutr. 133:1198–1205. 

Rinaldi, L., L.-E. Rioux, M. Britten, and S.L. Turgeon. 2015. In vitro bioaccessibility of 

peptides and amino acids from yogurt made with starch, pectin, or beta-glucan. Int. 

Dairy J. 46:39–45. doi:10.1016/j.idairyj.2014.09.005. 



  Références bibliographiques 

223 
 

Rizzello, C.G., M. Verni, H. Koivula, M. Montemurro, L. Seppa, M. Kemell, K. Katina, R. 

Coda, and M. Gobbetti. 2017. Influence of fermented faba bean flour on the nutritional, 

technological and sensory quality of fortified pasta. Food Funct. 8:860–871. 

doi:10.1039/c6fo01808d. 

Roesch, R., M. Juneja, C. Monagle, and M. Corredig. 2004. Aggregation of soy/milk mixes 

during acidification. Food Res. Int. 37:209–215. doi:10.1016/j.foodres.2003.11.003. 

Roesch, R.R., and M. Corredig. 2005. Heat-induced soy-whey proteins interactions: formation 

of soluble and insoluble protein complexes. J. Agric. Food Chem. 53:3476–3482. 

doi:10.1021/jf048870d. 

Roesch, R.R., and M. Corredig. 2006. Study of the effect of soy proteins on the acid-induced 

gelation of casein micelles. J. Agric. Food Chem. 54:8236–8243. 

doi:10.1021/jf060875i. 

Rönnegård, E., and P. Dejmek. 1993. Development and breakdown of structure in yoghurt 

studied by oscillatory rheological measurements. Le Lait 73:371–379. 

doi:10.1051/lait:1993434. 

Rosa-Sibakov, N., R.-L. Heinio, D. Cassan, U. Holopainen-Mantila, V. Micard, R. Lantto, and 

N. Sozer. 2016. Effect of bioprocessing and fractionation on the structural, textural and 

sensory properties of gluten-free faba bean pasta. Lwt-Food Sci. Technol. 67:27–36. 

doi:10.1016/j.lwt.2015.11.032. 

Rubio, L.A., A. Pérez, R. Ruiz, M.Á. Guzmán, I. Aranda-Olmedo, and A. Clemente. 2014. 

Characterization of pea (Pisum sativum) seed protein fractions. J. Sci. Food Agric. 

94:280–287. doi:10.1002/jsfa.6250. 

Rutherfurd, S.M., A.C. Fanning, B.J. Miller, and P.J. Moughan. 2015. Protein digestibility-

corrected amino acid scores and digestible indispensable amino acid scores 

differentially describe protein quality in growing male rats. J. Nutr. 145:372–379. 

doi:10.3945/jn.114.195438. 

Ryan, K.N., B. Vardhanabhuti, D.P. Jaramillo, J.H. van Zanten, J.N. Coupland, and E.A. 

Foegeding. 2012. Stability and mechanism of whey protein soluble aggregates 



  Références bibliographiques 

224 
 

thermally treated with salts. Food Hydrocoll. 27:411–420. 

doi:10.1016/j.foodhyd.2011.11.006. 

Sah, B.N.P., A.J. McAinch, and T. Vasiljevic. 2016. Modulation of bovine whey protein 

digestion in gastrointestinal tract: A comprehensive review. Int. Dairy J. 62:10–18. 

doi:10.1016/j.idairyj.2016.07.003. 

Salles, J., A. Chanet, A. Berry, C. Giraudet, V. Patrac, C. Domingues-Faria, C. Rocher, C. 

Guillet, P. Denis, C. Pouyet, C. Bonhomme, P. Le Ruyet, Y. Rolland, Y. Boirie, and S. 

Walrand. 2017. Fast digestive, leucine-rich, soluble milk proteins improve muscle 

protein anabolism, and mitochondrial function in undernourished old rats. Mol. Nutr. 

Food Res. 61:1700287. doi:10.1002/mnfr.201700287. 

Sanchón, J., S. Fernández-Tomé, B. Miralles, B. Hernández-Ledesma, D. Tomé, C. Gaudichon, 

and I. Recio. 2018. Protein degradation and peptide release from milk proteins in human 

jejunum. Comparison with in vitro gastrointestinal simulation. Food Chem. 239:486–

494. doi:10.1016/j.foodchem.2017.06.134. 

Sarwar, G. 1997. The protein digestibility-corrected amino acid score method overestimates 

quality of proteins containing antinutritional factors and of poorly digestible proteins 

supplemented with limiting amino acids in rats. J. Nutr. 127:758–764. 

doi:10.1093/jn/127.5.758. 

Sarwar, G., and R.W. Peace. 1986. Comparisons between true digestibility of total nitrogen and 

limiting amino acids in vegetable proteins fed to rats. J. Nutr. 116:1172–1184. 

doi:10.1093/jn/116.7.1172. 

Sarwar, G., R.W. Peace, H.G. Botting, and D. Brulé. 1989. Digestibility of protein and amino 

acids in selected foods as determined by a rat balance method. Plant Foods Hum. Nutr. 

Dordr. Neth. 39:23–32. 

Savage, G.P. 1988. The Composition and Nutritive Value of Lentils (Lens culinaris). Nutr. 

Abstr. Rev. Ser. A 58:320–343. 

Savoie, L., R.A. Agudelo, S.F. Gauthier, J. Marin, and Y. Pouliot. 2005. In vitro determination 

of the release kinetics of peptides and free amino acids during the digestion of food 

proteins. J. AOAC Int. 88:935–948. 



  Références bibliographiques 

225 
 

Schofield, J.D. 1986. Flour proteins: structure and functionality in baked products. The Royal 

Society of Chemistry, UK. 

Sfakianakis, P., and C. Tzia. 2014. Conventional and Innovative Processing of Milk for Yogurt 

Manufacture; Development of Texture and Flavor: A Review. Foods Basel Switz. 

3:176–193. doi:10.3390/foods3010176. 

Shi, L., K. Mu, S.D. Arntfield, and M.T. Nickerson. 2017. Changes in levels of enzyme 

inhibitors during soaking and cooking for pulses available in Canada. J. Food Sci. 

Technol. 54:1014–1022. doi:10.1007/s13197-017-2519-6. 

Sikalidis, A.K., and M.H. Stipanuk. 2010. Growing Rats Respond to a Sulfur Amino Acid–

Deficient Diet by Phosphorylation of the α Subunit of Eukaryotic Initiation Factor 2 

Heterotrimeric Complex and Induction of Adaptive Components of the Integrated Stress 

Response. J. Nutr. 140:1080–1085. doi:10.3945/jn.109.120428. 

Singh, H., and F. MacRitchie. 2004. Changes in proteins induced by heating gluten dispersions 

at high temperature. J. Cereal Sci. 39:297–301. doi:10.1016/j.jcs.2003.11.004. 

Singh, T.K., S.K. Øiseth, L. Lundin, and L. Day. 2014. Influence of heat and shear induced 

protein aggregation on the in vitro digestion rate of whey proteins. Food Funct. 5:2686–

2698. doi:10.1039/C4FO00454J. 

Smith, F., X. Pan, V. Bellido, G.A. Toole, F.K. Gates, M.S.J. Wickham, P.R. Shewry, S. 

Bakalis, P. Padfield, and E.N.C. Mills. 2015. Digestibility of gluten proteins is reduced 

by baking and enhanced by starch digestion. Mol. Nutr. Food Res. 59:2034–2043. 

doi:10.1002/mnfr.201500262. 

Sokrab, A.M., I.A. Mohamed Ahmed, and E.E. Babiker. 2012. Effect of germination on 

antinutritional factors, total, and extractable minerals of high and low phytate corn (Zea 

mays L.) genotypes. J. Saudi Soc. Agric. Sci. 11:123–128. 

doi:10.1016/j.jssas.2012.02.002. 

Stokes, T., A. Hector, R. Morton, C. McGlory, S. Phillips, T. Stokes, A.J. Hector, R.W. Morton, 

C. McGlory, and S.M. Phillips. 2018. Recent Perspectives Regarding the Role of 

Dietary Protein for the Promotion of Muscle Hypertrophy with Resistance Exercise 

Training. Nutrients 10:180. doi:10.3390/nu10020180. 



  Références bibliographiques 

226 
 

Stuknytė, M., S. Cattaneo, M.A. Pagani, A. Marti, V. Micard, J. Hogenboom, and I. De Noni. 

2014. Spaghetti from durum wheat: Effect of drying conditions on heat damage, 

ultrastructure and in vitro digestibility. Food Chem. 149:40–46. 

doi:10.1016/j.foodchem.2013.10.071. 

Sudha, M.L., and K. Leelavathi. 2012. Effect of blends of dehydrated green pea flour and 

amaranth seed flour on the rheological, microstructure and pasta making quality. J. Food 

Sci. Technol. 49:713–720. doi:10.1007/s13197-010-0213-z. 

Sun, K., Z. Wu, Y. Ji, and G. Wu. 2016. Glycine Regulates Protein Turnover by Activating 

Protein Kinase B/Mammalian Target of Rapamycin and by Inhibiting MuRF1 and 

Atrogin-1 Gene Expression in C2C12 Myoblasts. J. Nutr. 146:2461–2467. 

doi:10.3945/jn.116.231266. 

Sun-Waterhouse, D., M. Zhao, and G. Waterhouse. 2014. Protein Modification During 

Ingredient Preparation and Food Processing: Approaches to Improve Food 

Processability and Nutrition. Food Bioprocess Technol. 7:1853–1893. 

doi:10.1007/s11947-014-1326-6. 

Tang, J.E., D.R. Moore, G.W. Kujbida, M.A. Tarnopolsky, and S.M. Phillips. 2009. Ingestion 

of whey hydrolysate, casein, or soy protein isolate: effects on mixed muscle protein 

synthesis at rest and following resistance exercise in young men. J. Appl. Physiol. 

107:987–992. doi:10.1152/japplphysiol.00076.2009. 

Tavano, O.L., and V.A. Neves. 2008. Isolation, solubility and in vitro hydrolysis of chickpea 

vicilin-like protein. Lwt-Food Sci. Technol. 41:1244–1251. 

doi:10.1016/j.lwt.2007.08.003. 

Tazrart, K., F. Zaidi, C. Lamacchia, and M. Haros. 2016. Effect of durum wheat semolina 

substitution with broad bean flour (Vicia faba) on the Maccheronccini pasta quality. 

Eur. Food Res. Technol. 242:477–485. doi:10.1007/s00217-015-2558-z. 

Thévenot, J., C. Cauty, D. Legland, D. Dupont, and J. Floury. 2017. Pepsin diffusion in dairy 

gels depends on casein concentration and microstructure. Food Chem. 223:54–61. 

doi:10.1016/j.foodchem.2016.12.014. 



  Références bibliographiques 

227 
 

Tomé, D., and C. Bos. 2000. Dietary protein and nitrogen utilization. J. Nutr. 130:1868S–73S. 

doi:10.1093/jn/130.7.1868S. 

Tomé, D., and H. Debabbi. 1998. Physiological Effects of Milk Protein Components. Int. Dairy 

J. 8:383–392. doi:10.1016/S0958-6946(98)00061-2. 

Torres, A., J. Frias, M. Granito, M. Guerra, and C. Vidal‐Valverde. 2007a. Chemical, biological 

and sensory evaluation of pasta products supplemented with α-galactoside-free lupin 

flours. J. Sci. Food Agric. 87:74–81. doi:10.1002/jsfa.2673. 

Torres, A., J. Frias, M. Granito, and C. Vidal-Valverde. 2006. Fermented pigeon pea (Cajanus 

cajan) ingredients in pasta products. J. Agric. Food Chem. 54:6685–6691. 

doi:10.1021/jf0606095. 

Torres, A., J. Frias, M. Granito, and C. Vidal-Valverde. 2007b. Germinated Cajanus cajan seeds 

as ingredients in pasta products: Chemical, biological and sensory evaluation. Food 

Chem. 101:202–211. doi:10.1016/j.foodchem.2006.01.018. 

Traylor, D.A., S.H.M. Gorissen, and S.M. Phillips. 2018. Perspective: Protein Requirements 

and Optimal Intakes in Aging: Are We Ready to Recommend More Than the 

Recommended Daily Allowance?. Adv. Nutr. Bethesda Md 9:171–182. 

doi:10.1093/advances/nmy003. 

Visser, M., and L.A. Schaap. 2011. Consequences of sarcopenia. Clin. Geriatr. Med. 27:387–

399. doi:10.1016/j.cger.2011.03.006. 

Vlahopoulou, I., and A.E. Bell. 1995. Preliminary studies on the gelation processes of 

fermented and GDL-acidified bovine and caprine milk systems. Int. J. Dairy Technol. 

48:112–116. doi:10.1111/j.1471-0307.1995.tb02479.x. 

van Vliet, S., N.A. Burd, and L.J.C. van Loon. 2015. The Skeletal Muscle Anabolic Response 

to Plant- versus Animal-Based Protein Consumption. J. Nutr. 145:1981–1991. 

doi:10.3945/jn.114.204305. 

Volpi, E., A.A. Ferrando, C.W. Yeckel, K.D. Tipton, and R.R. Wolfe. 1998. Exogenous amino 

acids stimulate net muscle protein synthesis in the elderly. J. Clin. Invest. 101:2000–

2007. doi:10.1172/JCI939. 



  Références bibliographiques 

228 
 

Volpi, E., H. Kobayashi, M. Sheffield-Moore, B. Mittendorfer, and R.R. Wolfe. 2003. Essential 

amino acids are primarily responsible for the amino acid stimulation of muscle protein 

anabolism in healthy elderly adults. Am. J. Clin. Nutr. 78:250–258. 

doi:10.1093/ajcn/78.2.250. 

Volpi, E., P. Lucidi, G. Cruciani, F. Monacchia, G. Reboldi, P. Brunetti, G.B. Bolli, and P. De 

Feo. 1996. Contribution of amino acids and insulin to protein anabolism during meal 

absorption. Diabetes 45:1245–1252. 

Volpi, E., B. Mittendorfer, B.B. Rasmussen, and R.R. Wolfe. 2000. The response of muscle 

protein anabolism to combined hyperaminoacidemia and glucose-induced 

hyperinsulinemia is impaired in the elderly. J. Clin. Endocrinol. Metab. 85:4481–4490. 

doi:10.1210/jcem.85.12.7021. 

Volpi, E., B. Mittendorfer, S.E. Wolf, and R.R. Wolfe. 1999. Oral amino acids stimulate muscle 

protein anabolism in the elderly despite higher first-pass splanchnic extraction. Am. J. 

Physiol. 277:E513-520. 

Wall, B.T., H.M. Hamer, A. de Lange, A. Kiskini, B.B.L. Groen, J.M.G. Senden, A.P. Gijsen, 

L.B. Verdijk, and L.J.C. van Loon. 2013. Leucine co-ingestion improves post-prandial 

muscle protein accretion in elderly men. Clin. Nutr. 32:412–419. 

doi:10.1016/j.clnu.2012.09.002. 

Walrand, S. 2016. Les effets musculaires de la vitamine D. Gériatrie Psychol. Neuropsychiatr. 

Vieil. 14:127–134. 

Walrand, S., and Y. Boirie. 2005. Optimizing protein intake in aging. Curr. Opin. Clin. Nutr. 

Metab. Care 8:89–94. 

Walrand, S., C. Gryson, J. Salles, C. Giraudet, C. Migné, C. Bonhomme, P. Le Ruyet, and Y. 

Boirie. 2016. Fast-digestive protein supplement for ten days overcomes muscle anabolic 

resistance in healthy elderly men. Clin. Nutr. 35:660–668. 

doi:10.1016/j.clnu.2015.04.020. 

Walrand, S., C. Guillet, J. Salles, N. Cano, and Y. Boirie. 2011. Physiopathological mechanism 

of sarcopenia. Clin. Geriatr. Med. 27:365–385. doi:10.1016/j.cger.2011.03.005. 



  Références bibliographiques 

229 
 

Walstra, P., P. Walstra, J.T.M. Wouters, and T.J. Geurts. 2005. Dairy Science and Technology, 

Second Edition. CRC Press. 

Wang, P., H. Chen, B. Mohanad, L. Xu, Y. Ning, J. Xu, F. Wu, N. Yang, Z. Jin, and X. Xu. 

2014. Effect of frozen storage on physico-chemistry of wheat gluten proteins: Studies 

on gluten-, glutenin- and gliadin-rich fractions. Food Hydrocoll. 39:187–194. 

doi:10.1016/j.foodhyd.2014.01.009. 

Wang, R., H. Jiao, J. Zhao, X. Wang, and H. Lin. 2018. L-Arginine Enhances Protein Synthesis 

by Phosphorylating mTOR (Thr 2446) in a Nitric Oxide-Dependent Manner in C2C12 

Cells. Oxid. Med. Cell. Longev. 2018. doi:10.1155/2018/7569127. 

WHO/FAO/UNU. 2007. Protein And Amino Acid Requirements In Human Nutrition. WHO 

Technical Report Series 935. Available: http://apps.who.int/iris/handle/10665/43411. 

Wilfart, A., L. Montagne, J. Noblet, J.V. Milgen, H. Simmins, A.-M. Debicki-Garnier, and B. 

Messager. 2006. La teneur en fibres alimentaires affecte la digestibilité des nutriments 

dans tous les segments du tube digestif chez le porc. Journ. Rech. Porc. 38:193–200. 

Wilkinson, S.B., M.A. Tarnopolsky, M.J. Macdonald, J.R. Macdonald, D. Armstrong, and S.M. 

Phillips. 2007. Consumption of fluid skim milk promotes greater muscle protein 

accretion after resistance exercise than does consumption of an isonitrogenous and 

isoenergetic soy-protein beverage. Am. J. Clin. Nutr. 85:1031–1040. 

doi:10.1093/ajcn/85.4.1031. 

Wojtowicz, A., and L. Moscicki. 2014. Influence of legume type and addition level on quality 

characteristics, texture and microstructure of enriched precooked pasta. Lwt-Food Sci. 

Technol. 59:1175–1185. doi:10.1016/j.lwt.2014.06.010. 

Wong, D., T. Vasanthan, and L. Ozimek. 2013. Synergistic enhancement in the co-gelation of 

salt-soluble pea proteins and whey proteins. Food Chem. 141:3913–3919. 

doi:10.1016/j.foodchem.2013.05.082. 

Wood, J.A. 2009. Texture, processing and organoleptic properties of chickpea-fortified 

spaghetti with insights to the underlying mechanisms of traditional durum pasta quality. 

J. Cereal Sci. 49:128–133. doi:10.1016/j.jcs.2008.07.016. 



  Références bibliographiques 

230 
 

Wright, D.J., and D. Boulter. 1974. Purification and subunit structure of legumin of Vicia faba 

L. (broad bean). Biochem. J. 141:413–418. 

Wróblewska, B., J. Juśkiewicz, B. Kroplewski, A. Jurgoński, E. Wasilewska, D. Złotkowska, 

and L. Markiewicz. 2018. The effects of whey and soy proteins on growth performance, 

gastrointestinal digestion, and selected physiological responses in rats. Food Funct. 

9:1500–1509. doi:10.1039/C7FO01204G. 

Yang, Y., T.A. Churchward-Venne, N.A. Burd, L. Breen, M.A. Tarnopolsky, and S.M. Phillips. 

2012. Myofibrillar protein synthesis following ingestion of soy protein isolate at rest 

and after resistance exercise in elderly men. Nutr. Metab. 9:57. doi:10.1186/1743-7075-

9-57. 

Yang, Y., Z. Wang, R. Wang, X. Sui, B. Qi, F. Han, Y. Li, and L. Jiang. 2016. Secondary 

Structure and Subunit Composition of Soy Protein In Vitro Digested by Pepsin and Its 

Relation with Digestibility. BioMed Res. Int. 2016:5498639. 

doi:10.1155/2016/5498639. 

Yao, K., Y.-L. Yin, W. Chu, Z. Liu, D. Deng, T. Li, R. Huang, J. Zhang, B. Tan, W. Wang, and 

G. Wu. 2008. Dietary arginine supplementation increases mTOR signaling activity in 

skeletal muscle of neonatal pigs. J. Nutr. 138:867–872. doi:10.1093/jn/138.5.867. 

Yoo, J.S., H.D. Jang, J.H. Cho, J.H. Lee, and I.H. Kim. 2009. Effects of Fermented Soy Protein 

on Nitrogen Balance and Apparent Fecal and Ileal Digestibility in Weaned Pigs, Effects 

of Fermented Soy Protein on Nitrogen Balance and Apparent Fecal and Ileal 

Digestibility in Weaned Pigs. Asian-Australas. J. Anim. Sci. Asian-Australas. J. Anim. 

Sci. 22:1167–1173. doi:2009.22.8.1167. 

Yousseef, M., C. Lafarge, D. Valentin, S. Lubbers, and F. Husson. 2016. Fermentation of cow 

milk and/or pea milk mixtures by different starter cultures: Physico-chemical and 

sensorial properties. LWT - Food Sci. Technol. 69:430–437. 

doi:10.1016/j.lwt.2016.01.060. 

Zare, F., J.I. Boye, C.P. Champagne, V. Orsat, and B.K. Simpson. 2013. Probiotic Milk 

Supplementation with Pea Flour: Microbial and Physical Properties. Food Bioprocess 

Technol. 6:1321–1331. doi:10.1007/s11947-012-0828-3. 



  Références bibliographiques 

231 
 

Zare, F., J.I. Boye, V. Orsat, C. Champagne, and B.K. Simpson. 2011. Microbial, physical and 

sensory properties of yogurt supplemented with lentil flour. Food Res. Int. 44:2482–

2488. doi:10.1016/j.foodres.2011.01.002. 

Zare, F., C.P. Champagne, B.K. Simpson, V. Orsat, and J.I. Boye. 2012a. Effect of the addition 

of pulse ingredients to milk on acid production by probiotic and yoghurt starter cultures. 

LWT - Food Sci. Technol. 45:155–160. doi:10.1016/j.lwt.2011.08.012. 

Zare, F., V. Orsat, C. Champagne, B.K. Simpson, and J.I. Boye. 2012b. Microbial and Physical 

Properties of Probiotic Fermented Milk Supplemented with Lentil Flour. J. Food Res. 

1:94. doi:10.5539/jfr.v1n1p94. 

Zhao, Y.H., Manthey Frank A., Chang Sam K.C., Hou Home‐Jer, and Yuan Shaohong H. 2005. 

Quality Characteristics of Spaghetti as Affected by Green and Yellow Pea, Lentil, and 

Chickpea Flours. J. Food Sci. 70:s371–s376. doi:10.1111/j.1365-2621.2005.tb11458.x. 

Zheng, B.-A., Y. Matsumura, and T. Mori. 1991. Thermal Gelation Mechanism of Legumin 

from Broad Beans. J. Food Sci. 56:722–725. doi:10.1111/j.1365-2621.1991.tb05366.x. 

Zheng, B.-A., Y. Matsumura, and T. Mori. 1992. Molecular Forces in Thermal Association-

Dissociation and Gelation of Legumin from Broad Beans. J. Food Sci. 57:423–426. 

doi:10.1111/j.1365-2621.1992.tb05508.x. 

Zhu, F., B. Du, and B. Xu. 2018. Anti-inflammatory effects of phytochemicals from fruits, 

vegetables, and food legumes: A review. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 58:1260–1270. 

doi:10.1080/10408398.2016.1251390. 

Žilić, S., M. Barać, M. Pešić, D. Dodig, and D. Ignjatović-Micić. 2011. Characterization of 

Proteins from Grain of Different Bread and Durum Wheat Genotypes. Int. J. Mol. Sci. 

12:5878–5894. doi:10.3390/ijms12095878.



 

232 
 

 

 

  



 

233 
 

Abstract 

Wheat pasta and dairy gels were fortified with legume flours or proteins to evaluate dietary 

quality and metabolic efficiency of mixed foods combining different plant protein sources or 

plant/animal protein sources. The protein structure of these mixed foods was studied on the 

molecular scale. The relationship between the structure and in vitro/in vivo protein digestibility 

was also evaluated. The effect of the formulation and/or manufacturing processes of these 

mixed foods on protein metabolism was studied in young and old rats. The change in pasta 

formulation, i.e. the incorporation of three different legume flours (faba beans, lentils or split 

peas), generated changes in the protein network structure which influenced protein digestibility. 

Animal studies showed that the nutritional quality of legume enriched pasta was comparable to 

that of animal proteins such as casein, regardless of the legume type used. The body protein 

retention and muscle protein synthesis in old rats fed isoproteic diets based on legume-enriched 

pasta or casein were comparable. However, these two parameters remained lower than after 

soluble milk protein intake. Concerning dairy gels, in vivo digestibility of proteins was higher 

in rats fed fermented gel diet containing casein and faba bean proteins compared to its 

counterpart of the same composition but chemically acidified. Protein retention was further 

improved in rats fed fermented gel diet containing casein, faba bean and whey proteins. These 

high-protein-content enriched legume foods, balanced in essential amino acids, could be 

proposed to the older people especially in pathophysiological situations inducing body protein 

loss. 

Key words: wheat/legume mixed foods; milk/legume mixed foods; Protein structure; in vitro 

and in vivo protein digestibility; protein metabolism; old rat 



 

 
 

  



 

 
 

  



 

 
 

  



 

 
 

Résumé  

Afin d’évaluer la qualité alimentaire et l’efficacité métabolique des aliments mixtes combinant 

différentes sources protéiques végétales ou des sources protéiques végétales/animales, deux 

aliments de base, les pâtes alimentaires et les gels laitiers, ont été choisis comme vecteur et ont 

été enrichis par des farines ou des protéines de légumineuses. La structure de la fraction 

protéique des aliments mixtes a été étudiée à l’échelle moléculaire. La relation entre cette 

structure et la digestibilité in vitro et in vivo des protéines a été évaluée. L’effet de la formulation 

et/ou du procédé de fabrication de ces aliments mixtes sur le métabolisme protéique in vivo a 

été étudié chez des rats jeunes en croissance et des rats âgés. Le changement de la formulation 

des pâtes alimentaires, c'est à dire l’incorporation de trois farines de légumineuses différentes 

(fèverole, lentille ou pois cassé), génère des modifications de structure du réseau protéique 

influençant la digestibilité des protéines. Les études animales montrent que la qualité 

alimentaire des pâtes enrichies en légumineuses est comparable à celle d’une protéine animale 

comme la caséine et ce, quel que soit le type de légumineuses utilisé. La rétention protéique 

corporelle et la synthèse protéique musculaire des rats âgés, consommant des régimes iso-

protéiques à base de pâtes alimentaires enrichies en légumineuses ou de caséine, sont 

comparables. Elles restent cependant inférieures à celles induites par les protéines solubles du 

lait. L’utilisation de gels laitiers enrichis en protéines de fèverole chez le rat a révélé un effet 

de la formulation et du procédé de gélification sur la digestion et la rétention protéiques. La 

digestibilité in vivo des protéines est plus élevée chez les rats consommant le régime contenant 

le gel fermenté mixte composé de protéines de caséine et de fèverole comparativement à son 

homologue de même composition mais acidifié par voie chimique. La rétention protéique est 

encore améliorée chez les rats ayant consommé le régime contenant le gel fermenté composé 

de protéines de caséine, de fèverole et de lactosérum. Ces aliments enrichis en légumineuses, 

riches en protéines, équilibrés en acides aminés indispensables commencent à être disponibles 

sur le marché. Ils pourraient être proposés à la population âgée notamment dans des situations 

physiopathologiques impliquant une perte de protéines corporelles. 

Mots clés : Aliments mixtes blé/légumineuse ; Aliments mixtes lait/légumineuse ; 

Structure protéique; Digestibilité protéique in vitro et in vivo ; métabolisme protéique ; rats âgés 


