
HAL Id: tel-03851501
https://theses.hal.science/tel-03851501v1

Submitted on 14 Nov 2022

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Étude de la composition biochimique et de la
physico-chimie d’un modèle alimentaire à base de

protéines de Parkia biglobosa
Mamadou Lamarana Souare

To cite this version:
Mamadou Lamarana Souare. Étude de la composition biochimique et de la physico-chimie d’un modèle
alimentaire à base de protéines de Parkia biglobosa. Alimentation et Nutrition. Université Bourgogne
Franche-Comté, 2022. Français. �NNT : 2022UBFCK026�. �tel-03851501�

https://theses.hal.science/tel-03851501v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

 

 

 

 

 

THESE DE DOCTORAT DE L’ETABLISSEMENT UNIVERSITE 

BOURGOGNE FRANCHE-COMTE 

 
PREPAREE A L’INSTITUT AGRO DIJON 

UMR PAM 

 

 

Ecole Doctorale Environnements Santé 
Doctorat de Biotechnologies Agro-Alimentaires 

 

 

Par 

 

SOUARE Mamadou Lamarana 
 

 

 

Étude de la composition biochimique et de la physico-chimie d’un 

modèle alimentaire à base de protéines de Parkia biglobosa 
 

 

 

 

 

Thèse présentée et soutenue à Dijon, le 15 juin 2022 

 

Composition du Jury :  

Pr. SAUREL Rémi  L’institut Agro Dijon   Président  

Dr. SOUCHON Isabelle INRAE Avignon   Rapporteur 

Pr. DEGRAEVE Pascal Université Lyon 1   Rapporteur 

Pr.  SIDIME Youssouf CREVIST- Guinée   Examinatreur 

Dr. LUBBERS Samuel L’institut Agro Dijon   Directeur de thèse 

Dr. HUSSON Florence L’institut Agro Dijon   Co-directeur de thèse 

Pr. TRAORE Lonseny UGANC, Guinée   Co-directeur de thèse 



 

 

 

 

 



Remerciements 

 

 

 

Remerciements  

  

Les travaux de recherche qui font l’objet de cette thèse ont été réalisés au sein de 

l’Institut National Supérieur des Sciences Agronomiques de l’Alimentation et de 

l’Environnement Institut Agro de Dijon spécifiquement au sein de l’équipe PCAV 

(Physico-Chimie des Aliments et du Vin ) de l’UMR Procédés Alimentaires et 

Microbiologiques (PAM) de l’ institut de la même ville, dans le cadre d’une bourse 

d'études en alternance du Service de Coopération et d'Action Culturelle de l’ Ambassade 

de France en Guinée. 

 

Tout d’abord je tiens à remercier Dieu le tout puissant pour le courage qu’il m’a 

accordé pour réaliser cette thèse. 

Je tiens en plus à remercier Pr. Laurent BENEY et Thomas KARBOWIAK de m’avoir 

accueilli au sein de leur équipe de recherche directeurs respectifs de l’UMR-PAM,  

- J’adresse mes remerciements les plus sincères à mes directeurs de thèse :  

Dr. Samuel LUBBERS, Directeur de thèse, Maître de conférences au sein de l’UMR PAM, 

toute ma gratitude à lui pour m’avoir confié ce projet transversal, passionnant et surtout de 

m’avoir fait confiance malgré les connaissances plutôt légères que j’avais en abordant cette 

thèse sur les protéines végétales.  J’apprécie à sa juste valeur son enthousiasme, sa capacité 

d’analyse, ses nombreux conseils scientifiques, ses encouragements qui m’ont permis 

d’avancer au mieux. Merci beaucoup pour vos qualités humaines et votre soutien levain 

indispensable. Je garde d’excellents souvenirs pour toute votre bataille diplomatique et vos 

écrits pour rendre heureux mes séjours en terre française de Dijon chaque fois que le cas se 

pose. J’ai pris autant de plaisir au cours de cette thèse à vos côtés. 

Dr. Florence HUSSON, Co- directrice de thèse Maître de conférences au sein de 

l’UMR PAM, pour son encadrement et sa contribution à mon travail quotidien, ainsi que 

pour ses conseils précieux et son aide durant ce projet de thèse. Merci aussi pour votre 

grande patience et à vos qualités humaines incomparables.  

Pr. Lonseny TRAORE, co-directeur de thèse au sein du département génie chimique de 

l’université Gamal Abdel Nasser de Conakry chaire de technologie alimentaire, pour la 

qualité de son encadrement, ses nombreux conseils précieux, sa continuelle disponibilité, son 

soutien et ses encouragements qui m’ont permis d’avancer au mieux dans ce travail.  

 



Remerciements 

 

 

Mes remerciements s’adressent également à ceux qui me font l’honneur d’accepter la 

responsabilité d’évaluer le travail de cette thèse : Madame SOUCHON Isabelle et Pr 

DEGREAVE Pascal en tant que rapporteurs et Pr GAIANI Claire et Pr SAUREL Rémi 

en tant qu’examinateurs, qui m’ont fait l’honneur de s’intéresser à ce travail et de se réunir 

pour le juger. 

 

- Je n’oublie pas de remercier tous les stagiaires qui ont contribué à l’avancement de cette 

thèse : Abir NHIRI, Emeline CHAMBARD, Mathilde DUDOGNON, Raphaël MARTIN, 

  

- Merci à tous mes collègues thésards pour les partages de connaissances et les moments 

sympathiques :  Amel, François, Yanis , Pierre, Dha, Maxime, Julie Mersha,….  

 

- Mes remerciements s’adressent aussi à tous ceux qui m’ont aidé et ouvert leur porte pendant 

mes années de thèse à AgroSup Dijon : Bonastre, Bernadette, Chi, Anne-Sophie, Sandy, 

Camille, Nicolas,  Nassredine, Adrien, Alexandra, Jérôme, et encore tous les membres de 

PMB et PCAV,  pour leur implication de près ou de loin dans ce travail. 

 

J’adresse mes remerciements les plus sincères à Pr Youssouf SIDIME, Directeur 

Général de l’Institut Supérieur de Sciences et de Médecine Vétérinaire (ISSMV), de 

m’avoir accordé une bourse supplementaire pour réaliser cette thèse et à travers lui tout 

le personnel de l’ISSMV tous trop nombreux pour être cité ici pour leur soutien et 

accompagnement. 

 

- Je remercie également tous les amis africains et d’ailleurs qui ont agrémenté mes séjours 

par des soirées, repas, sorties ou autres. Je tiens à remercier tout particulièrement Amadou 

Tafsir DIALLO, Sékou KOUYATE, Mousslihoudine Chanfi, UMAR, Mussa, Usama, 

Hameedullah Khan, Aliyu Isah etc. qui étaient une vraie famille pour moi durant cette thèse.  

- Mes derniers remerciements iront évidemment à tous ceux qui forment mon "cocon" 

familial. Je pense tout d’abord à mes parents sans qui l’enfant que j’étais ne serait pas devenu 

l’homme que je suis. C’est avec émotion qu’à mon tour je leur dévoile le fruit de mes efforts. 

J’espère être à la hauteur de leur confiance et leur fierté inconditionnelles. Je tiens également 

à remercier mes beaux-parents pour leur soutien et leur présence sans faille. Après m’avoir 

offert leur confiance, ils m’ont également réservé une place de choix dans leur cœur. J’ai 



Remerciements 

 

 

également une pensée émue pour mes frères, mes sœurs, mon beau-frère Mamadou Lamarana 

Bâ et ma belle-sœur Kadiatou bobo Bâ qui m’ont toujours encouragé.  

Un grand merci qui ne suffit pas pour exprimer ma reconnaissance à ma Mère 

pour ses prièrres et sacrifices ainsi son accompagnement tout au long de ce projet. 

 

Enfin, aucun mot ne peut exprimer ma reconnaissance à mon épouse, Aissatou Kombé Bah, 

pour sa présence à mes côtés, pour les sacrifices qu’elle a faits et pour son courage de me 

supporter tous les jours. Je lui remercie à elle ainsi qu’à nos enfants, Mamadou Saidou, 

Mamadou Bobo, Kadiatou Bhoye et Mariama Ciré, pour le bonheur qu’ils me procurent au 

fil des jours. Je vous aime !



Résumé  / Abstract 

IV 

 

Résumé  

En Afrique de l’ouest, la graine du Néré (Parkia biglobosa) est utilisée en 

pharmacopée traditionnelle et surtout en alimentation humaine sous forme d’un 

condiment. Cette légumineuse très riche en protéines et en lipides demeure une source de 

protéines encore mal exploitée. Notre thèse porte sur la valorisation des graines du Néré 

pour le développement de nouveaux produits riches en protéines d’origine 

végétale comme alternative à l’usage du soja comme ingrédient de base. Les objectifs 

visés ont été : (i)la caractérisation biochimique et physico-chimique d’isolats protéiques 

issus de farine de graines de Néré en fonction du procédé d’extraction, (ii) la sélection de 

bactéries lactiques protéolytiques capables de fermenter le jus de Néré, réduire les 

facteurs antinutritionnels afin d’accroître la biodisponibilité des nutriments, (iii) obtention 

d’un modèle alimentaire riche en protéines.  

A partir d’une farine de graines de Néré, les rendements d’extraction en protéines 

par extraction en solution aqueuse ont été déterminés en fonction du pH, de la force 

ionique et de la présence de la matière grasse. Les protéines isolées présentent une 

solubilité maximale à pH bas 2-3 et pH élevé 8-10. Le profil des protéines par SDS-PAGE 

est similaire à celui d’autres légumineuses à graines : albumines, globulines et leurs sous-

unités.  

Les effets de l’utilisation de souches de Lactobacillus plantarum sur la réduction 

des facteurs antinutritionnels et l’amélioration de la digestibilité des protéines contenues 

dans le jus cru et fermenté de la graine du Néré ont été étudiés. Le traitement thermique 

réduit considérablement les facteurs antinutritionnels comme les phytates, les tanins, les 

inhibiteurs de la trypsine. Toutes les souches de Lactobacillus plantarum utilisées ont 

amélioré la digestibilité des protéines (in vitro) et contribué, de façon variable, à la 

réduction des teneurs en facteurs antinutritionnels.  

L’aptitude à la gélification thermique des isolats protéiques d’albumines et 

globulines du Néré a été déterminée en fonction du pH. A pH 7, la concentration minimale 

pour la formation de gel thermique est comprise entre 100-120g/l. Il apparait que le 

développement d’un modèle alimentaire à partir d’isolats de protéines est peu adapté à 

l’Afrique de l’ouest, car il semble préférable de limiter les pertes de protéines dans un 

long processus de séparation/purification des fractions protéiques. Ainsi un modèle 

permettant de maximiser l’utilisation des protéines disponibles dans la graine de Néré a 

été mis en place. Sur la base de la technique du tofu de soja, des jus de Néré et de soja 

ont subi un traitement thermique en présence de sels bivalents (MgCl2 et CaCl2) à 

différentes concentrations. Les échantillons de tofu préparés avec les concentrations 20 

et 40 mM de MgCl2 et CaCl2 respectivement, présentaient un coagulum important et 

permettaient l’obtention d’un type de tofu « ferme ». L'analyse en compression uni-axiale 

a révélé que la dureté et la cohésion des échantillons sont fonction de la nature et la 

concentration en sels bivalents, tandis que l’adhésion n'est pas affectée de manière 

significative. La rhéologie à contrainte imposée a permis d’observer une prédominance 

du caractère élastique sur le caractère visqueux. La meilleure combinaison a permis 

d’obtenir un tofu de Néré avec une matière sèche de 30,9 % et des teneurs de 13 % en 

protéines et 7,2 % en matière grasse.  

Les travaux de cette thèse montrent une voie de valorisation des potentialités 

nutritionnelles de cette légumineuse tropicale et de développement de produits 

alimentaires de type boisson et tofu destinés à l’alimentation humaine en Afrique.   
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Abstract 

In West Africa, the seed of Néré (Parkia biglobosa) is used in traditional 

pharmacopoeia and especially in human food as a condiment. This legume is very rich in 

proteins and lipids and is still a poorly exploited source of protein. Our thesis focuses on 

the valorization of Néré seeds for the development of new protein-rich products of plant 

origin as an alternative to the use of soybean as a basic ingredient. The objectives were : 

(i)the biochemical and physicochemical characterization of protein isolates from Néré 

seed flour according to the extraction process, (ii) the selection of proteolytic lactic acid 

bacteria capable of fermenting Néré juice, reducing anti-nutritional factors in order to 

increase the bioavailability of nutrients, (iii) obtaining a protein-rich food model.  

From Nere seed meal, protein extraction yields by aqueous solution extraction 

were determined as a function of pH, ionic strength and the presence of fat. The isolated 

proteins showed maximum solubility at low pH 2-3 and high pH 8-10. The protein profile 

by SDS-PAGE is similar to that of other seed legumes: albumins, globulins and their 

subunits.  

The effects of using Lactobacillus plantarum strains on reducing anti-nutritional 

factors and improving the digestibility of proteins contained in the raw and fermented 

juice of Néré seed were studied. Heat treatment considerably reduces anti-nutritional 

factors such as phytates, tannins, trypsin inhibitors. All strains of Lactobacillus plantarum 

used improved protein digestibility (in vitro) and contributed, in a variable way, to the 

reduction of anti-nutritional factors contents.  

The thermal gelability of the protein isolates of albumins and globulins of cowpea 

was determined as a function of pH. At pH 7, the minimum concentration for thermal gel 

formation is between 100-120g/l. It appears that the development of a food model from 

protein isolates is not well suited to West Africa, as it seems preferable to limit protein 

losses in a long separation/purification process of protein fractions. Thus, a model was 

developed to maximize the use of the proteins available in the Néré seed. Based on the 

soybean tofu technique, Nere and soybean juices were heat treated in the presence of 

bivalent salts (MgCl2 and CaCl2) at different concentrations. Tofu samples prepared with 

20 and 40 mM concentrations of MgCl2 and CaCl2, respectively, showed significant 

coagulum and resulted in a "firm" type of tofu. Uni-axial compression analysis revealed 

that the hardness and cohesion of the samples were a function of the nature and 

concentration of divalent salts, while adhesion was not significantly affected. The 

rheology at imposed stress allowed to observe a predominance of the elastic character 

over the viscous character. The best combination resulted in a Néré tofu with a dry matter 

content of 30.9% and protein contents of 13% and 7.2%.  

The work of this thesis shows a way to valorize the nutritional potential of this 

tropical legume and to develop food products such as beverages and tofu for human 

consumption in Africa.   
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Introduction 

Pour répondre aux besoins alimentaires de l'humanité d'ici 2050, le système 

agricole mondial doit à la fois produire plus de nourriture pour une population croissante, 

fournir des revenus aux populations rurales pauvres qui dépendent de l'agriculture pour 

leur subsistance, et réduire les impacts environnementaux (Searchinger et al., 2014). La 

sécurité alimentaire se pose déjà dans la plupart des pays en développement, où la pénurie 

alimentaire est un problème majeur en raison de l'explosion de la croissance 

démographique, de la concurrence pour les terres fertiles et de l'instabilité des politiques 

gouvernementales en matière d'agriculture (Sadik, 1991). Ces pays doivent faire face à la 

malnutrition protéino-énergétique qui résulte d'un apport insuffisant en protéines de 

bonne qualité. Le coût élevé des sources de protéines animales telles que la viande, le 

poisson et les produits avicoles met ces produits hors de portée des populations pauvres. 

Par conséquent, les sources de protéines végétales, qui sont moins chères et facilement 

disponibles, sont indispensables pour l'alimentation humaine et animale (El Youssef et 

al., 2020). 

Parmi les sources de protéines végétales, les légumineuses alimentaires sont 

particulièrement appréciées pour leurs produits riches en nutriments, notamment la graine 

et, très souvent, la partie végétale (feuilles et gousses) (Dixon and Sumner, 2003). Les 

légumineuses offrent l’avantage de fournir des protéines avec un coût de production 

réduit, une facilité de transformation et une  efficacité énergétique supérieure à celle 

fournie par les protéines animales notamment par la présence de glucides (Balogun and 

Fetuga, 1986). Les avantages nutritionnels des légumineuses ne s’arrêtent pas du fait de 

leur teneur élevée en protéines. Ces plantes apportent également un complément unique 

d’acides aminés (tryptophane et lysine, notamment) (Asif et al., 2013). En plus elles 

offrent une source extrêmement importante de vitamines du groupe B, de fer, de zinc, de 

magnésium et de calcium (Messina, 1999). Les composés phytochimiques et les fibres 

alimentaires figurent également parmi les avantages nutritionnels d’une alimentation 

riche en légumineuses. Il faut souligner que certains de ces composés ont des propriétés 

antinutritionnelles, notamment d’inhibiteurs d’enzyme, de lectines, de polyphénols et, 

dans certains cas, de tanins (Odeny, 2007). De tels composés sont souvent associés à une 

moindre valeur nutritionnelle de la légumineuse, car ils entraînent une diminution de la 

digestibilité, ainsi que de la biodisponibilité de certains minéraux. Un traitement des 

graines de légumineuses par des moyens mécaniques ou biologiques (fermentation, par 
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exemple) ou par la chaleur est souvent nécessaire pour éliminer ces facteurs 

antinutritionnels (Deshpande et al., 1982) et améliorer la biodisponibilité des protéines et 

des minéraux. 

Les protéines végétales représentent environ 65 % des apports en protéines pour 

l'alimentation humaine au niveau mondial. Parmi celles-ci, la plus employée notamment 

comme substitut des protéines animales est le soja. Il associe des propriétés 

technologiques (fixation de l'eau, liaison, émulsion, texturation...) et nutritionnelles avec 

une teneur élevée en protéines (40%), très intéressantes, qui ont été particulièrement 

étudiées. Dans un contexte de sécurisation des apports en protéines pour la population de 

Guinée Conakry, il serait intéressant d’avoir recours à des produits plus endémiques que 

le soja. En effet le soja n’a été introduit dans l’agriculture en Guinée qu’assez récemment 

et il est encore essentiellement destiné à l’alimentation animale. La République de Guinée 

est riche en ressources végétales non ou mal exploitées qui ont des remarquables qualités 

nutritionnelles de fait leur teneur en protéines. Ces sources de protéines non 

conventionnelles peuvent être utilisées à la place de la viande ou comme enrichissant 

d’autres aliments. Il est donc opportun de s'interroger sur la faisabilité de trouver de 

nouvelles sources de protéines végétales de production locale en Guinée. 

Les fruits de Parkia biglobosa (Néré) sont consommés non seulement pour leur 

pulpe farineuse, mais aussi et surtout pour les graines. Avant d'être utilisées, ces graines 

sont traitées (bouillies, lavées et fermentées), la méthode exacte variant d'un endroit à 

l'autre (Urua, 2011).  Cette farine de graines fermentées fournit un condiment utilisé en 

cuisine. Ce condiment certes riche en protéines améliore la diète journalière en protéines 

mais ne constitue pas pour autant un apport protéique suffisant. Or les graines de Néré 

présentent une composition en protéines et en lipides comparable à celle du soja (Koura 

et al., 2014). Ainsi les graines pourraient être une alternative intéressante à l'usage du soja 

comme ingrédient de base pour le développement de nouveaux produits riche en protéines 

d’origine végétale : jus végétal, tofu. Néanmoins une utilisation plus large de ces protéines 

se heurte à des verrous qui concernent les propriétés techno-fonctionnelles, 

nutritionnelles et organoleptiques de cette source protéique. Si de nombreuses études ont 

porté sur les procédés de décorticage des gousses et la fermentation des graines, il n’existe 

pas à notre connaissance d’étude portant sur l’utilisation autre que condimentaire d’isolats 

protéiques issus du Néré. Comme beaucoup de protéines de source végétale, des facteurs 

nutritionnels sont associés aux protéines ; des traitements spécifiques notamment 
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thermiques ou fermentaires sont alors nécessaires pour les éliminer. Des procédés 

thermiques modérés et le recours à une fermentation de type lactique pourraient améliorer 

ces propriétés (Zare et al., 2012).  

L’objectif principal de cette thèse est de concourir à la production de 

connaissances sur les effets de la fermentation lactique sur la composition biochimique et 

la physico-chimie de produits protéinés fermentés à base de graines de Néré. Les actions 

scientifiques cibleront : l’étude de la valorisation des graines du Néré pour le 

développement de nouveaux produits riches en protéines d’origine végétale. 

 Les objectifs visés ont été :  

(i) La caractérisation biochimique et physico-chimique d’isolats protéiques issus 

de farine de graines de Néré en fonction du procédé d’extraction. Ce premier objectif 

étudie plus spécifiquement, les rendements d’extraction en protéines en solution aqueuse 

et l’extraction des protéines en fonction du pH, de la force ionique et de la présence de la 

matière grasse, la solubilité des isolats d’albumine et de globuline en fonction du pH et 

de la force ionique ainsi que le profil SDS-PAGE des isolats protéiques. 

 (ii) La sélection de bactéries lactiques protéolytiques capables de fermenter le jus 

de Néré, réduire les facteurs antinutritionnels afin d’accroître la biodisponibilité des 

nutriments. Ce second objectif s’est focalisé fondamentalement sur les effets de 

l’utilisation de souches de Lactobacillus plantarum sur la réduction des facteurs 

antinutritionnels et l’amélioration de la digestibilité des protéines contenues dans le jus 

cru et fermenté de la graine du Néré. Les effets de traitements thermiques sur la réduction 

des facteurs antinutritionnels comme les phytates, les tanins, les inhibiteurs de la trypsine 

et l’amélioration de la digestibilité des protéines (in vitro) par les souches de 

Lactobacillus plantarum et leur contribution, à la réduction des teneurs en facteurs 

antinutritionnels ont été étudiés.  

 (iii) L’obtention d’un modèle alimentaire riche en protéines. Cet objectif est 

consacré à l’étude de l’aptitude à la gélification thermique des isolats protéiques 

d’albumines et globulines du Néré en fonction du pH et la concentration en protéines, la 

mise en place d’un modèle alimentaire permettant de maximiser l’utilisation des protéines 

disponibles dans la graine de Néré et enfin l’étude des facteurs concourant à l’obtention 

d’un tofu de Néré.  
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La tradition alimentaire de nombreuses populations a montré qu’il était possible 

d’équilibrer un régime végétarien en consommant des graines riches en protéines. Les 

produits extraits du soja et de l’arachide sont variés et occupent une grande place dans la 

nutrition azotée des peuples d’Asie et d’Afrique (Rizzo and Baroni, 2018). Dans les pays 

industrialisés, ces sources de protéines bon marché ont permis le développement de 

productions animales mais sont maintenant incorporées à de nombreux aliments de 

l’homme. Les propriétés technologiques des protéines végétales, et l’apparition des 

aliments diététiques ont contribué à ce développement. D’une façon générale, la teneur 

en protéines des graines de céréales est faible (10-12% de la matière sèche) comparée aux 

graines de légumineuses (20-35% de la matière sèche). Les légumineuses à graines sont 

donc particulièrement intéressantes pour constituer une source de protéines à moindre 

coût.  

 

I.1 Généralités sur les légumineuses 

Les légumineuses sont des dicotylédones appartenant à la famille botanique des 

fabacées (Fabaceae) qui représente la troisième famille de plantes par le nombre 

d’espèces à savoir (18 000 référencées), après les composées (astéracées) et les orchidées. 

La plupart des légumineuses cultivées appartiennent à une des sous familles (les 

Faboideae ou Papilionoideae) et plus précisément aux tribus des Fabeae, des Phaseoleae 

et des Trifolieae. Les Faboideae peuvent être des arbres, des arbustes ou des herbes. 

En France on connait environ 376 espèces de légumineuses naturelles ou sub-

spontanées (y compris les légumineuses cultivées en grandes parcelles) soit seulement 

2% de la flore mondiale de légumineuses. En Afrique de l’Ouest, les légumineuses 

(Fabaceae) sont connues comme l'une des familles de plantes les plus importantes en 

termes de nombre d'espèces utilisées, non seulement comme sources d'aliments et de 

médicaments pour les humains et les animaux, mais aussi comme sources d'autres 

matériaux tels que le bois de construction, les combustibles, les teintures, les fibres, les 

gommes et insecticides (Lewis et al., 2005).  

Les légumineuses sont caractérisées par :  

 Des fleurs papilionacées (en forme de papillon) pour la plupart des espèces 

cultivées, 
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 Une gousse contenant des graines (la gousse étant le fruit issu de l’ovaire de la 

fleur), pour la majorité des membres de cette famille, la capacité d’utiliser l’azote 

atmosphérique (N2) pour produire ses propres composants protéiques. Cette 

capacité est permise par la symbiose avec des bactéries du sol fixatrices de l’azote 

(genre Rhizobium) au sein d’organes spécialisés (les nodules) qui se développent 

sur les racines (Schneider and Huyghe, 2015). 

I.2 Intérêt économique des légumineuses 

Le coût élevé des protéines animales a suscité l'intérêt vers plusieurs protéines de 

graines de légumineuses comme potentielles sources de protéines végétales pour 

l'alimentation humaine et l'alimentation du bétail. Parmi les espèces végétales, les 

légumineuses à graines sont considérées comme la principale source de protéines 

alimentaires. 

Les légumineuses contribuent de manière importante à la nutrition et la santé grâce 

à leur contenu élevé en protéines et en acides aminés essentiels, mais aussi parce qu’elles 

constituent une source de glucides complexes et contiennent plusieurs vitamines et 

minéraux (Organisation des Nations Unies pour l’Alimentation et l’Agriculture(FAO), 

2018). La famille des légumineuses comprend comme plantes cultivées : le haricot, le 

pois, la lentille, l'arachide, le soja... La culture des légumineuses vivrières est reconnue 

comme l’une des meilleures et des moins coûteuses des solutions pour l’alimentation des 

populations des pays en voie de développement où la consommation des protéines 

animales peut être limitée pour des raisons économiques, par des facteurs sociaux, 

culturels ou religieux (Gerard, 1996). 

 

I.2.1 Les légumineuses pour l’alimentation humaine 

Les légumineuses fournissent des protéines de qualité, une faible teneur en matière 

grasse (pour la plupart), une richesse en fibres, et un faible indice glycémique. Elles sont 

indispensables dans les régimes végétariens et conseillées pour les sports d’endurance. 

Leur consommation régulière peut aussi contribuer à prévenir des maladies chroniques. 

Au-delà de leurs propriétés nutritionnelles, les légumineuses sont aussi utilisées par 

l’industrie comme des ingrédients techno-fonctionnels (Schneider and Huyghe, 2015). 
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I.2.2 Protéines 

La consommation simultanée des protéines issues des légumineuses et des 

céréales permet un apport en acides aminés soufrés essentiels équilibré et proche de celui 

des produits animaux. Les protéines de légumineuses sont en effet relativement riches en 

lysine (un atout) et pauvres en acides aminés soufrés (une faiblesse), alors que les 

protéines de céréales sont pauvres en lysine et plus riches en acides aminés soufrés. En 

cela, les légumes secs constituent un complément idéal aux céréales dans une 

alimentation pauvre ou dépourvue de protéines d’origine animale. Le mélange des 

protéines de légumineuses avec celles des céréales permet donc de compenser le 

déséquilibre en acides aminés soufrés. Par exemple, un mélange mais –haricot (76 et 24%, 

respectivement ) permet de couvrir les besoins azotés d’enfant d’âge préscolaire (Tomé, 

2012). 

 

Tableau 1: Teneur en protéines, lysine et méthionine des quelques 

légumineuses comparées à celle d’autres aliments courants CIQUAL (AFSSA, 2007)  

Noms de aliment Protéines 

(g/100g) 

Lysine 

(mg/100g de protéine ) 

Méthionine 

(mg/100g de 

protéine ) 

Haricots rouges cuits à 

l’eau 

9,1 68,90 15,05 

Lentilles cuites à l’eau 9,0 70,00 8,56 

Lupin, graines cuites à 

l’eau 

15,6 53,33 7,05 

Pois cassés cuits à l’eau 8,3 72,53 10,24 

Soja, graines cuites à 

l’eau 

16,6 66,75 13,49 

Œuf entier cuit à l’eau 12,6 71,75 41,11 

Lait entier 3,3 78,89 24,85 

Pâtes alimentaires cuites 4,85 22,12 16,13 
 

I.2.3 Fibres 

Les légumineuses étant riches en fibres, peuvent contribuer à une augmentation 

des apports en fibres dans l’alimentation humaine. Il n’existe pas, à l’heure actuelle de 

recommandations qualitatives concernant ce constituant végétal mais il est généralement 

indiqué que l’alimentation doit comporter des fibres solubles et insolubles. Les 

légumineuses sont des sources de fibres insolubles (téguments et parois végétales) mais 

également solubles (parois végétales et contenu intracellulaire). Les légumineuses 
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contiennent également des α-galactosides (raffinose, stachyose, verbascose) oligosides 

hydrosolubles et très fermentescibles (Schneider and Huyghe, 2015). 

I.2.4 Microconstituants (autres que les micronutriments) 

Les légumineuses contiennent, en dehors des macronutriments (protéines, 

glucides, lipides et fibres alimentaires) et micronutriments (minéraux et vitamines), de 

nombreux composés qui jouent souvent un rôle de protection pour la plante. Parmi ces 

composés, plusieurs ont été longtemps qualifiés de facteurs “antinutritionnels” (FAN), 

car ils réduisent la biodisponibilité des macro ou des micronutriments et/ou ont des effets 

délétères lorsqu’ils sont absorbés en grande quantité par les espèces monogastriques. 

Parmi ces substances, plusieurs de nature protéique ou glycoprotéique (inhibiteurs 

de la trypsine et de chymotrypsine, de l’α-amylase, lectines) sont dénaturées (en totalité 

ou au moins en grande partie) par les traitements hydrothermiques, dont les traitements 

classiques de cuisson des légumes secs. 

Les oxalates limitent la biodisponibité des minéraux mais sont présents en très 

faibles quantités dans les légumineuses par rapport à certains végétaux verts (par exemple 

épinards). 

Les phytates, non dénaturés à la cuisson, limitent la biodisponibilité des minéraux, 

comme le fer et le zinc, qui sont présents en quantité nutritionnellement intéressante dans 

les graines de légumineuses. Des traitements, tels que la germination ou l’addition de 

certaines épices (ail, oignon…), semblent améliorer la biodisponibilité de ces minéraux 

(Schneider and Huyghe, 2015) 

Des composés phénoliques, notamment les isoflavones, présents en particulier 

dans les graines de soja peuvent être considérés comme FAN, car caractérisées de phyto-

œstrogènes. Les tanins pourraient être responsables d’une plus faible biodisponibilité des 

protéines de légumineuses, qui vont en partie complexées avec les tanins (Schneider and 

Huyghe, 2015).  

 

I.3 Parkia biglobosa ou Néré 

Les graines du Néré sont riches en protéines et généralement fermentées en un 

condiment alimentaire appelé soumbala (en bambara) qui est utilisé comme exhausteur 

de goût pour les soupes et ragoûts. Il peut être une source de protéines dans les régimes 
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très déficitaires en protéines (Dike and Odunfa, 2003; Ikenebomeh and Kok, 1984). 

Cependant, l'utilisation des graines de Néré crues est limitée par la présence de facteurs 

antinutritionnels. Pour étendre l’usage des graines de Néré au-delà de sa transformation 

en soumbala, des travaux sont nécessaires pour améliorer la qualité nutritionnelle et 

l'acceptabilité organoleptique de produits à base de graines de Néré. 

 

I.3.1 Généralités sur Parkia biglobosa 

Le genre Parkia biglobosa (Parkia biglobosa (Jacq.) R. Br.) appartient à la famille des 

Fabaceae et plus précisément à la sous-famille des Mimosoideae (Bonkoungou, 1987). 

Le Parkia biglobosa entre donc dans la grande famille des légumineuses à graines. Le 

Néré est un ligneux qui se rencontre fréquemment en petites tâches grégaires (Ouédraogo, 

1995). Les Parkia se reconnaissent par leurs belles inflorescences en boules, à colorations 

roses ou rouges suspendues à l'extrémité de longs pédoncules et par leurs grappes 

constituées de longues gousses qui pendent d'un réceptacle en massue (Aubréville, 1950). 

Le Néré porte aussi les noms de : Nété, Mimosa pourpre, Arbre à farine, Caroubier 

africain, African locust bean. 

 

I.3.2 Caractéristiques et description botanique de Parkia biglobosa 

Le Néré est un arbre de 7 à 25 m  (Ake Assi and Guinko, 1991). Le fût du Néré 

est généralement droit et robuste, cylindrique avec des empattements en bourrelets plus 

ou moins développés. Le tronc, recouvert d'une écorce gris-cendre à gris brun souvent 

noirâtre, est profondément strié, donnant un aspect écailleux en plaquettes à l'arbre adulte, 

qui résiste aux feux de brousse (Satabié, 1989) 

Les feuilles sont bipennées alternes comportant 6 à 18 paires de pennes 

(Ouédraogo, 1995). Les inflorescences sont des capitules sphériques pendant à l'extrémité 

d'un long pédoncule de 10 à 35 cm. Les fleurs sont rouges, brunâtres, gamopétales 

(pétales soudés) et hermaphrodites. L'arbre rentre en feuillaison en début de saison 

hivernale (avril, mai) et en floraison entre novembre et janvier. Les fruits sont matures 

quelques semaines avant la saison pluvieuse (mars à avril). 

Le système racinaire du Néré dispose d'une racine pivotante avec un diamètre qui 

devient moins important plus la racine explore les profondeurs du sol (Breman and 
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Kessler, 1995). En dehors de la racine pivotante, on rencontre aussi des racines latérales 

dont la longueur peut atteindre 10 m.  

I.3.3 Importance socio-économique et culturelle de Parkia biglobosa 

P. biglobosa est présent dans 20 pays d'Afrique, de l'Ouest : Bénin, Burkina Faso, 

Côte d'ivoire, Gambie, Ghana, Guinée, Guinée Bissau, Mali, Niger, Nigeria, Sénégal, 

Sierra Leone, Togo, du Centre :Cameroun, Centrafrique, Tchad, République 

Démocratique du Congo, de l'Est : Soudan, Ouganda (Shao, 2000). 

L'importance du Néré pour les populations d'Afrique soudano-guinéenne, surtout 

pour les populations rurales, lui a valu les qualificatifs d'espèce à usages multiples 

(Bonkoungou, 1987). Depuis ses racines jusqu'aux feuilles, le Néré arrive à satisfaire des 

besoins sur le plan alimentaire, dans la pharmacopée traditionnelle, sur le plan 

commercial et en agroforesterie.  

Dans plusieurs sociétés, le Néré est aussi perçu comme symbole de paix, 

d'harmonie de la vie sociale et du bien-être des communautés. Les produits issus du Néré 

interviennent dans plusieurs rituels marquant les différentes étapes de la vie dont les 

naissances, les baptêmes, les mariages, les funérailles (Ouédraogo, 1995). 

Au cours de l'année 2012, dans la région des hauts-bassins la vente de la pulpe du 

Néré, des graines et du soumbala (condiment de graines de Néré fermentées), représente 

10.5% de la vente totale des produits forestiers non ligneux. La vente des produits du fruit 

du Néré est connue pour générer des revenus importants pour de nombreuses femmes 

(Guinko et Pasgo, 1992 ). 

La pulpe de Néré, riche en glucides (60%), se consomme directement ou après 

délayage à l'eau pour constituer une boisson sucrée (Sacandé and Clethero, 2007). La 

pulpe est également utilisée dans la préparation de couscous ou de gâteaux après addition 

de farine de mil, de maïs ou de blé (Bonkoungou, 1987; Ki, 1994; Ouédraogo, 1995). 

Les graines de Néré sont majoritairement transformées en soumbala mais dans 

certaines provinces (Kénédougou au Burkina Faso), les graines grillées sont utilisées 

comme café.  
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I.3.4 Caractéristiques de la gousse de Néré  

La gousse est composée de la cosse qui représente 43 % de la masse du fruit, de 

la pulpe représente 39 % ; elle est consommable et des graines 18 % du fruit 

(Rateau,1995).Chaque gousse peut contenir jusqu'à 23 graines (Figure 1). 

 Figure 1: Graines de Néré mûres dans leurs gousses 

 

La partie comestible des graines se situe à l’intérieur d’une enveloppe bien plus 

épaisse et plus dure que celles rencontrées d’ordinaire chez les légumineuses. Un arbre 

produit en moyenne entre 25 à 100 kg de gousses par an. Ce rendement est variable d’un 

arbre à l’autre et d’une année à l’autre. La pulpe de la gousse est souvent consommée 

dans les mois qui suivent la récolte. Très riche en saccharose, elle constitue un excellent 

aliment énergétique. Le plus souvent, la pulpe est consommée par les propriétaires des 

arbres et son commerce est bien plus localisé que celui des graines.  

 

I.3.5 Utilisation de la graine de Néré 

Son aire de consommation dépasse largement les régions productrices et son usage 

alimentaire concerne aussi bien les populations rurales qu’urbaines. 

La graine de Néré est essentiellement transformée en soumbala (soumbara, ou 

encore netetou). Il s’agit en fait d’une version traditionnelle artisanale du bouillon cube 

industriel. La préparation est presque exclusivement l’apanage des femmes. Après un 

long processus de cuisson et décorticage, les graines sont réduites en pâte, modelée en 

petites formes allongées qui sont enfin mises à sécher au soleil. Au cours du séchage, une 

fermentation spontanée se met en place à l’origine de composés organoleptiques 

caractéristiques. Certains acides aminés naturels du soumbala, notamment glutamique et 
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aspartique, jouent un rôle important dans la flaveur des aliments en tant qu’exhausteurs 

de goût (Dike and Odunfa, 2003). 

 

Tableau 2 : Composition de la graine de Néré crue et fermentée (Odunfa, 

1985) 

 

Grammes pour 100 grammes de graines 

 Crue Fermentée 

Eau 7,3 14,8 

Protéines 34,6 35 

Lipides 21 29 

Glucides totaux 32 16,4 

Matière minérale 4,3 4,8 

 

Le soumbala après fermentation  (Tableau 2) conserve une teneur en protéines 

élevée de 30 à 40 % , en matière grasse 15 à 20 %, en glucides 10 à 15 %, en sels minéraux 

4 % et en vitamines (Diawara and al., 2004). Cependant, le soumbala en tant que 

condiment ne peut pas être considéré comme une source de protéine à part entière car il 

est ajouté aux plats principaux en faible quantité. L’augmentation de la teneur en 

protéines du plat est donc faible. 

 

I.4 Caractéristiques des protéines végétales 

Les protéines végétales alimentaires proviennent majoritairement des graines et 

sont présentes en quantité importante dans les produits céréaliers (blé), les produits issus 

du soja (tonyu, tofu), les produits à base de légumineuses (pois, fève, lupin). 

On distingue selon leurs propriétés de solubilité 4 grandes familles de protéines : 

• Albumines solubles dans l’eau ;  

• Globulines solubles dans les solutions salines ;  

• Prolamines solubles dans les mélanges hydro-alcooliques (60-70% alcool v/v) ;  

• Glutélines solubles en milieu très alcalin (pH10).  

Les graines des monocotylédones (blé, …), contenant entre 5 et 15 % de protéines 

sont riches en prolamines et glutélines, localisées dans l’albumen. Les graines des 

dicotylédones (pois…) possèdent entre 15 et 35 % de protéines constituées surtout de 

globulines situées dans l’embryon. 
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Les globulines, les prolamines et les glutélines sont des protéines de réserve, qui 

ont pour fonction de stocker dans la graine le carbone et l’azote mobilisable au moment 

de la germination. Cette fonction leur confère des caractéristiques très particulières de 

composition en acides aminés, avec des teneurs très élevées en amides (glutamine, 

asparagine). Les albumines ont un profil plus équilibré en acides aminés et ont 

principalement un rôle métabolique (enzymes, transporteurs, protéines de stress...), ou un 

rôle de défense (inhibiteurs d’enzymes, lectines, protéines entomotoxiques, 

antifongiques, antimicrobiennes...)  (Guéguen et al., 2016a). 

 

I.4.1 Globulines et Albumines : 

Les albumines et globulines sont classées selon leurs coefficients de 

sédimentation suivant la méthodologie de fractionnement développée en 1898 par 

Osborne & Campbell. Dans la majorité des plantes dicotylédones, les globulines (7S/11S) 

représentent entre 65 et 80% de l’azote protéique total, tandis que le reste appartient aux 

albumines (2S) et quelques pourcents d’autres protéines insolubles (Guéguen & Barbot, 

1988 ; Kimura et al., 2008). Pour la plupart des légumineuses, les globulines sont des 

protéines hexamèriques (11 S) ou trimèriques (7 S) qui ont une structure compacte qui 

peut les rendre peu accessibles aux enzymes. Les albumines sont des protéines de type 2 

S de nature dimérique. 

I.4.2 Globulines  

Les globulines sont oligomériques et présentent une grande hétérogénéité de 

structure typique des protéines végétales. Le ratio 11S/7S varie entre les cultivars, par 

exemple, de 0,5 à 1,7 dans le soja, 0,2 à 1,5 dans le pois, 0,3 à 0,5 dans le haricot.  

Ces protéines possèdent des appellations différentes suivant les espèces (Tableau 

3) mais présentent au sein de chaque famille de grandes similarités de structure et de 

propriétés physicochimiques. 

Les globulines de type 11S sont hexamèriques (300-360 kDa) dénommées 

glycinine chez le soja, légumine chez le pois et la fève. Les protéines de type 7S, 

trimériques (150-180 kDa) sont des glycoprotéines dont le nom varie en fonction des 

espèces : β conglycinine du soja, viciline du pois, phaséoline du haricot vert.  

 



Chapitre I : Etude bibliographique 

14 

 

 

 

 

Tableau 3 : Principales classes structurales de protéines de réserve dans des graines 

de dicotylédones et exemple de nomenclature (Gueguen, 2016) 

 

 Soja Pois  Lupin  Colza Tournesol Lin 

Albumin 2s -

conglycinine 

 

PA1 

 

Conglutine-δ 

 

Napine 

 

SFA 

 

Conlinine 

Globuline 7s -

conglycinine 

Viciline Conglutine-β - - - 

Globuline 11/12s Glycinine Légumine Conglutine-γ Cruciférine Hélianthinine linine 

 

I.4.3 Les albumines  

Les albumines sont des protéines dimériques. Par exemple pour le pois, 

l’albumine est composée principalement d’une fraction abondante PA2, qui est un 

homodimère de polypeptides de 26 kDa ou 25 kDa, et d’une petite fraction PA1 de 11 

kDa composée de deux polypeptides de 6 kDa (A Gatehouse et al., 1985). Contrairement 

aux autres albumines (2S), les dimères PA1 et PA2 ne sont pas liées par des liaisons 

disulfures (Le Gall et al., 2005). La fraction albumine contient aussi la lectine, inhibiteur 

de protéase et la lipoxygénase (Le Gall et al., 2007a).  

 

I.4.4 Composition en acides aminés et qualité des protéines 

Les valeurs nutritives des différentes protéines alimentaires sont en grande partie 

déterminées par la concentration et la disponibilité des différents acides aminés essentiels 

et de l'azote total (Boye et al., 2012). La plupart des protéines d'origine animale 

fournissent ces acides aminés indispensables dans des proportions équilibrées, mais de 

nombreuses protéines d'origine végétale fournissent des proportions sous-optimales. Les 

compositions typiques en acides aminés des protéines végétales provenant de diverses 

céréales, légumineuses et oléagineux sont présentées dans le tableau 4. L'un des acides 

aminés indispensables, la lysine, est à une concentration plus faible dans toutes les 
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principales protéines végétales par rapport aux protéines animales. En outre, les acides 

aminés contenant du soufre (méthionine et cystine) sont également relativement plus 

faible proportion dans les légumineuses par rapport aux quantités trouvées dans les 

protéines d'origine animale telles que les produits laitiers, les œufs et la viande. Les 

exceptions sont les protéines de soja et de canola qui ont une composition en acides 

aminés bien équilibrée (tableau 4). La teneur en acides aminés n'est que l'un des facteurs 

déterminant la qualité nutritionnelle globale des protéines alimentaires. D'autres facteurs, 

tels que la digestibilité et la disponibilité de la protéine, peuvent également affecter 

l'utilisation des protéines par l'homme (WHO et al., 2007). 

 

Tableau 4: Composition en acides aminés totaux (mg/g de protéines) des protéines 

végétales de diverses céréales, légumineuses et oléagineux (Food and Agriculture 

Organisation, 1981). 

Concentration en acides aminés (mg / g protéine) 

 Blé Avoine Mais Riz Sorgo Soja Lupin Pois Pois 

chiche 

Canola 

Essentiels            

Arginine 48 50 43 79 34 73 98 102 98 58 

Histidine 24 22 28 24 22 26 27 25 28 31 

Isoleucine 34  38 38 44 41 46 45 46 46 23 

Leucine 69  71 128 86 138 79 74 73 78 71 

Lysine 30  37 27 38 21 65 55 81 71 56 

Methionine 16 18 20 22 14 13 8 10 11 21 

Cystine 26  24 16 16 16 13 14 12 12 24 

Phenylalanine 47 54 50 50 51 50 38 49 60 68 

Tyrosine 31 33 39 33 28 32 37 29 31 32 

Threonine 30 35 37 34 31 39 38 44 39 44 

Tryptophan 11 16 7 27 13 13 10 10 9 13 

Valine 46  53 50 60 52 49 42 51 47 55 

Non- 

essentiels 

          

Alanine 37 42 77 59 87 43 37 44 45 44 

Aspartic acid*2 51  60 64 99 65 119 113 118 121 73 

Glutamic 

acid*2 

309  249 194 199 219 190 227 174 165 181 

Glycine 41 41 38 45 31 42 43 44 42 49 

Proline 103  115 92 49 84 56 42 42 44 60 

Serine 48 43 51 48 43 52 52 47 53 40 
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I.4.5 Cas de la graine de Néré  

Le tableau 5 montre la composition en acides aminés des protéines de graines 

entières de Néré.  Les acides aminés ont été observés comme étant présents en quantités 

raisonnables par rapport au besoin en acides aminés essentiels définis par FAO/WHO. Le 

Parkia biglobosa possède une quantité appréciable de lysine, d'acides aminés soufrés et 

d’acides aminés aromatiques ; il est donc idéal pour des applications de fortification avec 

diverses formulations alimentaires. 

Tableau 5: Composition en acides aminés totaux du P. biglobosa ( g/100g protéines  

(Hassan and Umar, 2005). 

Acides aminés Graines entières 

FAO/WHO/UNU* 

Profil de référence 

Isoleucine  2.40 2.8 

Leucine  7.35 6.6 

Lysine  6.56 5.8 

Cystine  1.23 - 

Méthionine  1.62 - 

Total AA soufrés  2.85 2.5 

Phenylalanine  4.88 - 

Tyrosine  3.28 - 

Total AA aromatiques 8.16 6.3 

Threonine  2.81 3.4 

Valine  4.05 3.5 

Alanine  3.66  
Arginine  6.80  
Aspartic acid  6.87  
Glutamic acid  14.12  
Glycine  4.71  
Histidine  2.65  
Proline  2.63  
Serine  4.84  

* Moyenne besoin en acides aminés essentiels FAO/WHO/UNU (1991) 

I.5 Extraction des protéines végétales  

Différents parcours d’extraction / purification permettent l’obtention d’isolats  

protéiques  de  qualité  variable, dont  dépendront  leurs  propriétés physicochimiques 

futures (Boye et al., 2010a; Fredrikson et al., 2001; Fuhrmeister and Meuser, 2003a; 
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Guéguen, 1983; Shand et al., 2007a). Un schéma type d’extraction passe par la 

fragmentation des graines (broyage, trituration), la délipidation, la séparation des 

fractions protéiques, le fractionnement et la purification de classe spécifique de protéines 

(globulines, albumines). 

L’extraction des protéines végétales au stade industriel permet de disposer de 

concentrés et d’isolats dénommés MPV (matières protéiques végétales), issus d'espèces 

végétales de grande culture de légumineuses et de céréales. Les principales classes sont 

mentionnées dans le tableau 6. 

 

Tableau 6 : les différentes classes de protéines végétales issues de légumineuses et 

utilisables pour le développement des nouveaux produits agroalimentaires (MPV) 

(Voisin et al., 2013) 

Classe  Teneur en protéines 

 (N*6,25 sur sec ) 

Sources végétales disponibles 

Farine 50-65% Soja, lupin, féverole 

Concentré  65-90% Soja, lupin, féverole 

Isolat ≥ 90% Soja, pois, 

Protéines de feuilles  88% Luzerne 

 

Ces concentrés et isolats sont utilisés en agroalimentaire particulièrement pour 

leurs propriétés fonctionnelles. Ils peuvent être incorporés dans des sauces, produits à 

base de viande, jusqu’à 30 % du produit fini. Ils servent également à la fabrication 

d’analogues végétariens de viande (Colot and Louis, 2012; Fredot, 2009).  

 

I.5.1 Broyage 

Le broyage mécanique pose le problème des micro-échauffements lors du contact 

lame-graine, probablement préjudiciable à la structure native des globulines (Koyoro and 

Powers, 1987). D’autres auteurs préconisent en conséquence un cryo-broyage (O’Kane 

et al., 2004a). Un trempage au préalable permettrait d’éliminer certains facteurs 

antinutritionnels, type oligosaccharides (Boye et al., 2010; Fredrikson et al., 2001; 

Guéguen, 1983). Cependant, des globulines fortement compactées à l’état sec seraient 

moins sensibles à des dénaturations mécaniques. 
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I.5.2 Délipidation  

Pour une extraction industrielle de globulines à usage alimentaire, la délipidation 

par solvants (éther de pétrole) sur la farine sèche n’est pas viable économiquement et pose 

le problème des résidus de solvants dans le produit fini. Par la suite, extraire les globulines 

à partir d’une farine brute pose le problème de la contamination de la fraction protéique 

par des lipides ; les interactions lipides-protéines sont dues à la nature de la matière grasse 

et à leur localisation (Shand et al., 2007). Les lipides  associés  modifieraient  la solubilité  

dans  l’eau  et augmenteraient la turbidité des suspensions protéiques (Li et al., 2007).  En 

général, la délipidation permet d’accroitre les rendements d’extraction en protéines et 

aussi d’avoir des fractions plus pures mais on constate aussi des effets négatifs sur la 

solubilité des fractions isolées des protéines.  

 

I.5.3 Précipitation acide 

Les fractions de globulines et d’albumines sont généralement obtenues par 

précipitation sélective au point isoélectrique. Le choix des conditions d’extraction est fait 

en prenant en compte l’application industrielle en vue d’obtenir un produit d’intérêt 

technologique et nutritionnel et pour éviter la présence des lipides et autres composés 

antinutritionnels.  

L’extraction des globulines de graines de légumineuses commence par une 

solubilisation de la farine de graines dans un tampon alcalin , puis d’une précipitation au 

pH de minimum de solubilité des protéines, de l’ordre de 4,5-4,8 (Koyoro and Powers, 

1987; Shand et al., 2007a). 

 Dans ce domaine de pH, les interactions entre oligosaccharides de légumineuses 

et protéines sont réduites (Guéguen, 1983). Cependant la solubilité des globulines peut 

être altérée par le fait qu’elles soient glycosylées ou phosphorylées (Marcone, 1999). La 

présence de phytates ou d’oses liés à la protéine modifierait leur charge globale de 

surface, altérant leur solubilité selon le pH (Fuhrmeister and Meuser, 2003a; Pedrosa et 

al., 1997). Une acidification trop rapide serait à l’origine de dénaturations ou de 

dissociations partielles des globulines. Les globulines extraites sont resolubilisées à pH 

alcalin (>7) par ajout d’une solution de soude. Après dialyse, la suspension protéique est 

enfin séchée ; l’atomisation est la méthode industrielle la plus employée, malgré des 

températures élevées potentiellement dénaturantes. Une lyophilisation est préférable à 

l’échelle du laboratoire. 
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I.6 Paramètres influençant la solubilité des protéines végétales  

La solubilité est la quantité de protéines dans un échantillon qui se dissout dans la 

solution. Les applications potentielles des protéines peuvent être considérablement 

élargies si elles possèdent une solubilité élevée. (Kinsella and Melachouris, 1976) ont 

suggéré que la solubilité des protéines est le facteur le plus important, un excellent indice 

de leur fonctionnalité. Elle dépend du pH de la solution, de la force ionique et des 

conditions d’extraction préalables. 

 

I.6.1 pH du milieu 

Le degré de solubilité des protéines dans un milieu aqueux est le résultat des 

interactions électrostatiques et hydrophobes entre les molécules de protéines entre elles 

et avec l’eau. La solubilité est augmentée si la répulsion électrostatique entre les 

molécules est supérieure aux interactions hydrophobes (Kinsella and Melachouris, 1976).  

Au point isoélectrique (PI), les protéines ont une charge nette nulle, les forces 

attractives prédominent et les molécules ont la solubilité la plus faible. A des valeurs de 

pH supérieures ou inférieures au pI la solubilité est accrue. Les interactions protéine-eau 

augmentent parce que les protéines portent une charge nette positive ou négative. Si on 

suit la solubilité de la protéine en fonction du pH, on obtient une courbe en forme de V, 

où le minimum correspond au pI. La solubilité et le rendement d'extraction sont plus 

importants à un pH alcalin qu'à un pH acide et peuvent être améliorés en augmentant la 

force ionique du milieu (Zayas, 1997). 

La plupart des globulines de légumineuses montrent un domaine de minimum de 

solubilité à des pH compris entre 4 et 5,5 (Kimura et al., 2008). La solubilité augmente 

fortement de pH 6 à 7 et atteint de 70 à plus de 90% à des pH alcalins (8-9) (Subirade et 

al., 1992 ; Lakemond et al., 2003). 

I.6.2 Force ionique 

Le mécanisme de l'effet de la force ionique sur la solubilité des protéines est mal 

compris, et implique probablement des phénomènes de solvatation, d'électrostatique, de 

salage et d'élimination de sel (kinsella, 1979). Les ions chlorures augmentent la solubilité 

par répulsion électrostatique après s'être liés aux groupes de protéines chargés 

positivement. De faibles concentrations de sels neutres à des molarités de l'ordre de 0,5-
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1,0 M peuvent augmenter la solubilité des protéines. Dans les solutions salines, la 

solubilité des protéines augmente initialement (salting in) et après une maximisation de 

la solubilité, elle commence à diminuer (salting out). Une augmentation de la 

concentration en sel supérieure à 1,0 M entraîne une diminution de la solubilité des 

protéines. Les molécules d'eau sont fortement liées au sel et il y a une compétition entre 

les ions du sel et les molécules de protéines pour les molécules d'eau. 

I.6.3 L'effet du chauffage 

La structure moléculaire de la plupart des protéines en milieu aqueux est sensible 

aux changements de température. La solubilité des protéines est influencée par la 

température et augmente avec la température entre 0 et 40-50 °C. A des températures 

supérieures à 40-50°C, la solubilité des protéines est inférieure à celle des protéines 

natives. La dénaturation des protéines entraîne une réduction marquée et irréversible de 

la solubilité des protéines. Par exemple, l’indice de solubilité de l'azote (ISN) pour les 

farines de soja, les concentrés et isolats de soja varie de 10 à 90 % selon les conditions de 

traitement thermique. Les profils de solubilité des protéines sont des indicateurs efficaces 

du degré de dénaturation des protéines au cours du traitement et sont utilisés pour 

contrôler les processus d'émulsification, de moussage, d'extraction et de gélification.   

 

I.7 Mécanisme d’agrégation des protéines globulaires à pH neutre  

L’agrégation est l’étape qui succède à la dénaturation des protéines globulaires 

entrainant l’exposition des groupements hydrophobes et des fonctions thiols. Cette étape 

est dépendante de conditions externes dont le couple chauffage/temps d’incubation, du 

pH, de la force ionique et de la concentration protéique. A un pH supérieur au pI des 

protéines et à faible concentration en sel, la dénaturation et l’association de ces protéines 

génèrent des agrégats solubles (Baussay et al., 2004; Clark et al., 2001; Li et al., 2007a). 

Les différentes caractéristiques structurales de ces agrégats (poids moléculaire et 

taille des particules) sont liées à la nature des interactions intermoléculaires impliquées 

entre les protéines lors du chauffage (Bryant and McClements, 1998). 

La thermodénaturation des globulines végétales  (sarrasin, soja, haricot) dans 

différentes conditions de force ionique, de température de dénaturation, génère des macro 

agrégats de hauts poids moléculaires (jusqu’au 8×106 kDa) avec un diamètre apparent 

très important (200nm) (Choi and Ma, 2006; Guo et al., 2015; Mori et al., 1982). Dans 
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certains cas, la formation des macro agrégats est accompagnée d’une précipitation de la 

matière protéique sous forme de macro agrégats insolubles à force ionique élevée. 

 

I.7.1 Gélification des protéines globulaires 

I.7.1.1 Comparaison des différentes propriétés des gels en fonction de l’origine de 

protéines  

La gélification des protéines globulaires est l’étape qui suit la thermodénaturation 

et l’agrégation de ces protéines. Si la concentration en protéines est suffisante 

(concentration protéique supérieure à la concentration minimale de gélification thermique 

Cg th, les agrégats solubles vont s’agglomérer et former un réseau de gel. Ce dernier 

continue à se développer même au cours du refroidissement. Le processus de gélification 

est dépendant de plusieurs paramètres comme la concentration protéique, la force ionique 

et le pH. En fonction des conditions opératoires, on peut obtenir deux types de gels 

thermiques : 

• Des gels fibrillaires (filamenteux) qui sont formés à un pH éloigné du point 

isoélectrique (pI) des protéines et à haut niveau de répulsions électrostatiques (force 

ionique faible). Ces gels sont caractérisés par un réseau homogène et une structure fine 

qui présente un aspect transparent ou translucide. Ce type de structure est dû à 

l’arrangement  linéaire  des  sous-unités protéiques lors de  l’agrégation thermique (Bryant 

and McClements, 1998; Totosaus et al., 2002). En ce qui concerne les globulines 

végétales, il a été montré qu’à pH 7,6 et en absence de sel, les agrégats protéiques de soja 

s’agglomèrent en fibrilles d’une façon similaire à la βlg afin de donner un gel thermique 

(Renkema, 2004). 

• Dans le cas des gels particulaires qui sont formés à une force ionique élevée 

(faibles répulsions électrostatiques), l’agrégation est accélérée conduisant à la formation 

d’amas protéiques sphériques et denses. Ces gels présentent un aspect opaque et une 

structure hétérogène caractérisée par une faible capacité de rétention d’eau et un module 

d’élasticité faible par rapport aux gels fibrillaires (Nicolai and Durand, 2013). 

Afin de suivre la cinétique de gélification et d’évaluer les propriétés structurales 

des gels formés, plusieurs méthodes ont été utilisées dans la littérature : la Microscopie 

Electronique à Balayage (MEB) ou à Transmission (MET), la Microscopie Confocale à 

Balayage laser (MCBL) et la rhéologie aux faibles/grandes déformations. 
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L’augmentation de la température de chauffage accélère la cinétique de 

gélification pour différentes concentrations étudiées (25, 50, 76 g/L) et l’augmentation de 

la force ionique diminue sensiblement la Cg th ; la force de gel est dépendante de la 

concentration protéique selon différentes forces ioniques (0 et 100 mM NaCl) (Pouzot et 

al., 2004). 

 

I.7.2 Etude du modèle alimentaire tofu  

Le tofu est un aliment traditionnel bien connu dans de nombreux pays d'Asie de 

l'Est (Rossi et al., 2016). Le tofu a été distribué dans le monde entier en raison de sa haute 

teneur en nutriments et de plusieurs avantages potentiels pour la santé humaine (Li et al., 

2012; Yang et al., 2012). 

I.7.2.1 Préparation du tofu  

La production de tofu à partir de graines de soja sèches est un processus complexe, 

résumé dans la figure 2, qui implique de multiples opérations unitaires pour produire du 

lait de soja, qui est ensuite soumis à une coagulation chimique pour former la structure 

du caillé, à une séparation pour éliminer le lactosérum, avant d'être moulé dans la forme 

souhaitée et pressé pour extraire davantage le lactosérum (Cai and Chang, 1998). 

Le tofu type a une composition approximative de 85% d'eau et de 7,5% de protéines 

(Smith et al., 1960; Tsai et al., 1981). 

 

 

 

 Figure 2: Organigramme de la production de tofu (Joo and Cavender, 2020) 
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I.7.2.2 Coagulants utilisés : 

La coagulation du lait de soja est l'étape la plus importante du processus de 

fabrication du tofu. Le sulfate de calcium, le chlorure de calcium, le sulfate de magnésium 

et le chlorure de magnésium sont plusieurs des différents types de coagulants utilisés à 

l'échelle industrielle pour la préparation du tofu. La coagulation se produit en raison de la 

réticulation des molécules de protéines du soja avec les cations divalents (Prabhakaran et 

al., 2006). La coagulation du lait de soja repose sur une relation complexe entre la teneur 

en matières sèches, la température de cuisson du lait de soja, le volume, le pH et le type 

de coagulant (Cai and Chang, 1998). L’acidification par le jus de citron ou le vinaigre 

peuvent être utilisés comme alternatives au sulfate de calcium car ils réduisent le pH du 

système et permettent aux protéines de s'agréger. Les différents coagulants produisent du 

tofu avec des propriétés de texture et de saveur plus ou moins spécifiques (Beddows and 

Wong, 1987; Mullin et al., 2001). 

 

I.7.2.3 Mécanisme de coagulation : 

Les coagulants à base de sels minéraux (MgCl2 MgSO4, et CaCl2) reposent sur la 

combinaison de ces cations avec des groupes phosphate déprotonés de l'acide phytique 

du lait de soja. Ceci, à son tour, provoque une baisse du pH en raison de la libération des 

anions chlorure ou sulfate les plus forts qui étaient liés aux cations divalents (Kanauchi 

et al., 2015). Les coagulants acides, tels que la GDL (glucono delta-lactone), reposent sur 

la création de conditions acides dues à la formation de l'acide gluconique pendant 

l'hydrolyse du GDL. Bien que les mécanismes impliqués soient différents, dans les deux 

cas, le pH de la matrice du lait de soja est abaissé au point isoélectric (pH 4,5 en moyenne) 

de la protéine de soja (Kanauchi et al., 2015; Malhotra and Coupland, 2004), en éliminant 

la charge nette des protéines, ce qui permet d'obtenir des interactions hydrophobes et des 

réactions d'échange -SH/S-S (Liu et al., 2004) pour faciliter la formation d'un réseau de 

gel par agrégation de protéines (Kohyama et al., 1995, 1992). 

 

I.7.2.4 Facteurs influençant la coagulation du lait végétal : 

La coagulation du lait de soja est le processus clé qui détermine la qualité et le 

rendement du tofu lors de sa transformation. La coagulation du lait végétal dépend de : la 

température, de pH, de la force ionique. Les effets de ces différents paramètres ont été 

présentés précédemment dans le paragraphe I.5. 
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I.8 Les facteurs antinutritionnels associés aux protéines végétales  

I.8.1  Les différents types de facteurs antinutritionnels 

Les facteurs antinutritionnels sont des substances, naturelles ou synthétiques, 

présentes dans l'alimentation humaine ou animale, qui ont un effet négatif sur la valeur 

nutritionnelle globale en interférant avec des processus tels que la digestion, l'absorption 

et l'utilisation des nutriments (par exemple, les vitamines et les minéraux) ou qui affectent 

le taux métabolique de l'organisme ou exercent des effets toxiques directs (Soetan et al., 

2014). 

Ces composés appartiennent à des classes chimiques très différentes et se 

manifestent par des effets extrêmement variés. Certains ont un caractère ubiquitaire : les 

inhibiteurs d’enzymes, les lectines, les polyphénols et les phytates. D’autres sont 

beaucoup plus spécifiques et ne se rencontrent que dans quelques espèces ou familles 

végétales : les composés cyanogènes du manioc par exemple. 

 

I.8.1.1  Les phytates 

L'acide phytique est présent dans les céréales, les légumes, les noix et les huiles 

naturelles ; il représente environ 1 % à 5 % en poids et 60 % à 90 % du phosphore total 

présent dans les graines utilisées dans l'alimentation humaine et animale (Graf and Eaton, 

1990; Lolas et al., 1976). L’acide phytique ou acide myo-inositol hexaphosphorique de 

formule brute C6H18O24P6, est composé d’un radical inositol estérifié par 6 radicaux 

phosphates. La localisation des phytates varie avec le type de plante ; dans les graines de 

légumineuses, l’acide phytique est dispersé dans les cotylédons. 

Les phytates se présentent comme les principaux agents chélateurs des graines de 

légumineuses. Au cours de la digestion, ils forment des complexes avec de très nombreux 

minéraux (Mg2+, Fe2+, Zn2+, Ca2+…). Ces complexes sont peu ou pas dissociables in 

vivo. Tous les minéraux n’ont pas la même affinité pour les phytates. La stabilité de ces 

derniers et leur affinité pour les cations varient ainsi dans l’ordre : 

Fe<Ca<Mn<Co<Cu<Zn (Erdman, 1979). Pour ces propriétés de chélation, l’acide 

phytique est considéré comme un agent de désassimilation minérale réduisant la part des 

éléments minéraux disponibles biologiquement  (Chang et al., 1977 ; Davies and 
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Nightingale, 1975 ; Welch and Van Campen, 1975 ; Guenter et Sell, 1974 ; Oberleas, 

1973 ; De Boland et al., 1975).  

Les phytates peuvent aussi former avec les protéines des complexes : soit 

directement en établissant des liaisons de type ionique, soit indirectement par 

l’intermédiaire d’un cation tel que le calcium, avec les groupements chargés négativement 

(Wise, 1995). Les complexes formés phytates-protéines, phytates–minérales-protéines 

entravent la digestion et la biodisponibilité des protéines (Harland and Morris, 1995). 

Les phytates peuvent également interagir avec l’amidon, soit directement par la 

formation de liaison hydrogène avec un groupement phosphate, soit indirectement par 

l’intermédiaire de protéines ce qui entraîne une diminution de la solubilité et de la 

digestibilité de l’amidon. 

 Les phytates inhibent également plusieurs enzymes protéolytiques et amylases,  

réduisant la biodisponibilité des protéines et amidons mais aussi d’autres 

microconstituants comme les vitamines (Deshpande and Cheryan, 1984; Singh and 

Krikorian, 1982). 

 

I.8.1.2 Les composés phénoliques  

Les polyphénols constituent un ensemble de molécules très largement répandues 

dans le règne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. 

Les polyphénols regroupent un ensemble de substances chimiques comprenant au moins 

un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyle, en plus d’autres constituants 

(Salunkhe, 1990). Au plan nutritionnel, les polyphénols, généralement antioxydants, 

interviennent dans la prévention des cancers, des maladies cardio-vasculaires et d’autres 

maladies dégénératives liées au stress oxydant (Chen and al, 2004; Navindra, 2008; 

Stanley, 2003). Cependant, certaines classes de polyphénols comme les tannins, 

entrainent un effet néfaste sur la digestibilité des nutriments et notamment des protéines.  

 

I.8.1.3 Les tanins  

Les tanins se trouvent couramment dans un grand nombre des espèces végétales 

supérieures, tant herbacées que ligneuses. Ils peuvent s'accumuler en grande quantité 

(souvent plus de 10 % du poids sec) dans des organes ou tissus particuliers : écorce, bois, 
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feuilles, fruits ou racines. Les tanins sont répartis en deux groupes selon leurs structures 

: les proanthocyanidines (tanins condensés) et les tanins hydrolysables (Haslam, 1989). 

Les tanins hydrolysables sont des esters d'acides phénoliques et d'un ose, 

généralement du glucose. Les acides phénoliques sont soit l'acide gallique dans les 

gallotannins, soit les acides dérivés de l'oxydation de l'acide gallique dans les 

ellagitannines. Les tanins condensés, appelés aussi tanins catéchiques ou 

proanthocyanidines sont des polymères de flavanols (500 à 3000 unités). Les 

proanthocyanidines sont présentes dans de nombreux produits alimentaires tels que le thé, 

le cacao, le sorgho ou les gousses de caroube. 

Les tanins diffèrent de la plupart des autres composés phénoliques naturels dans 

leur capacité à précipiter les protéines (Spencer et al., 1988) . Ils se lient par 

l’intermédiaire de liaisons covalentes aux résidus lysine des protéines après leur 

oxydation, ce qui provoque une diminution de leur qualité nutritionnelle : baisse de la 

digestibilité des protéines et blocage de la biodisponibilité de la lysine  (Malewiak, 1992). 

Les résidus de méthionine réagissent également avec les tanins les rendant indisponibles 

pendant la digestion (Davis, 1981). Ils inhibent aussi les enzymes digestives et réduisent 

ainsi la digestibilité de la plupart des nutriments, en particulier des protéines et des 

glucides (Reddy et al., 1985). 

 

I.8.1.4 Les lectines 

Les lectines sont définies comme des glycoprotéines de structures hétérogènes 

possédant au moins un domaine non catalytique par lequel elles se lient de manière 

réversible à des monosaccharides ou oligosaccharides spécifiques (Van Damme et al., 

1998). Elles ont des poids moléculaires élevés de 36000 à 132000 daltons et sont 

thermostables.  

Les lectines sont présentes en forte concentration dans la plupart des graines de 

légumineuses sèches (lentilles, fèves, pois). Elles se forment au cours de la maturation et 

disparaissent lors de la germination  (Besancon, 1994). 

 L’ingestion des lectines chez les animaux supérieurs réduit l’efficacité de 

l’absorption des produits de la digestion. Certaines lectines sont partiellement résistantes 

à la dégradation des enzymes protéolytique in vivo (Nakata and Kimura, 1985). L’action 

de la lectine sur l’intestin se manifeste par des lésions sévères de la membrane de la 
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bordure en brosse, une réduction de la taille de villosités, un développement anormal des 

microvillosités, suivi d’une réduction considérable des capacités de digestion et 

d’absorption de l’intestin. Les effets des lectines sur la croissance se manifestent surtout 

par une diminution de l’assimilation de l’azote et de la vitamine B12 (Bruneton, 1987).  

 

I.8.1.5  L-DOPA 

La L-Dopa, ou 3,4-dihydroxyphenylalanine, est un acide aminé non protéique, 

substance intermédiaire dans la synthèse de la dopamine. La  L-Dopa a été isolée pour la 

première fois à partir des graines de Vicia faba (Brain, 1976) mais sa présence a été 

observée chez plusieurs espèces de légumineuses notamment dans le genre Mucuna 

(Dahouda et al., 2009). 

Une consommation excessive de produits riche en L-Dopa peut entrainer des 

effets physiologiques comme une augmentation de la température corporelle, des états de 

confusion des vomissements et de la diarrhée (Afolabi et al., 1985; Infante et al., 1990). 

 De plus, il a été montré que les produits d’oxydation de la L-Dopa interagissent 

avec les résidus sulfhydriles des protéines pour former le complexe 5-S-cysteinyldopa 

conduisant à la polymérisation des protéines. Le complexe 5-S-cysteinyldopa peut 

constituer un des facteurs limitant la digestibilité des protéines  (Dossa et al., 1998). 

 

I.8.1.6 Inhibiteurs de la trypsine : mesure de la digestibilité in vitro 

Les inhibiteurs trypsiques sont des protéines qui ralentissent l’hydrolyse des 

protéines alimentaires par les enzymes pancréatiques (trypsine et chymotrypsine) et donc 

diminuent leur assimilation dans l’organisme (Phillippy, 2003 ; Afssa, 2005). L'inhibiteur 

de la trypsine est omniprésent dans le règne végétal  en quantités variables (Ryan, 1981). 

Dans les plantes, les inhibiteurs trypsiques protègent le cytoplasme contre les 

corps contenant de la trypsine. Ils agissent comme un moyen de défense contre certains 

micro-organismes et insectes mais leur présence fait baisser la digestibilité des protéines.  

Leur teneur devrait être réduite ou supprimée par les méthodes de cuisson afin d'améliorer 

la valeur nutritive des légumineuses (Duhan et al., 1995). 
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I.9 Digestibilité in vitro 

 Différentes méthodes existent pour quantifier la valeur nutritionnelle des 

protéines. Certaines se basent sur des études in vitro : la valeur biologique, le score 

d'acides aminés (SAA), la digestibilité des protéines in vitro. D’autres nécessitent des 

études in vivo : le coefficient d'efficacité protéique ou l'utilisation nette des protéines 

(Boye et al., 2012). 

Le Score chimique d’Acides Aminés Corrigé de la Digestibilité des Protéines ou 

PDCAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score, en anglais) est 

actuellement la méthode reconnue par la FAO/ OMS pour déterminer la qualité 

nutritionnelle des protéines.  Cette échelle est fonction de deux critères : les besoins en 

acides aminés de l’homme et la digestibilité des protéines in vivo. Le PDCAAS est un 

score obtenu en exprimant la teneur en premier acide aminé limitant indispensable dans 

la protéine testée en tant que fraction de la teneur en acide aminé correspondant dans un 

modèle de référence et en le multipliant par la digestibilité fécale réelle de l'azote mesurée 

dans un essai clinique (Schaafsma, 2012). 

Une autre méthode Digestible Indispensable Amino Acid Score (DIAAS), prenant 

en compte la digestibilité iliaque, est en cours de développement et permet de corriger les 

lacunes de la méthode PDCAAS mais le manque de données humaines limite, pour le 

moment, son utilisation (Lee et al., 2016). Le PDCAAS reste donc la méthode préférée 

pour la prédiction de routine de la qualité des protéines des produits alimentaires. 

La détermination du PDCAAS nécessitant des essais cliniques, l’utilisation de 

méthodes de digestibilité in vitro ont été développées et améliorées au cours des 

décennies. Ces méthodes permettent en outre de mettre en évidence la présence éventuelle 

de facteurs antinutrionnels, notamment les inhibiteurs des enzymes impliqués dans la 

digestion. 

La digestibilité in vitro des protéines se fait généralement en systèmes tampons, à 

37°C, en présence des protéases majeures : pepsine, trypsine et chymotrypsine. Elle peut 

se faire dans des tubes à essai, dans des sacs à dialyse ou dans un réacteur thermostaté à 

pH régulé. 

 Lorsqu’elle est effectuée dans des sacs à dialyse, elle permet de mesurer l’azote 

libéré au cours de l’hydrolyse par les protéases (Dierick et al., 1985). 
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Le réacteur thermostaté utilise un système multi – enzymes à pH constant tout au 

long de l’hydrolyse par ajout d’une solution de NaOH à 0,1 ou 1 N. La mesure de la 

digestibilité dans ces conditions donne le degré d’hydrolyse des liaisons peptidiques 

d’une protéine. Le volume de NaOH ajouté pour maintenir le pH constant est corrélé au 

nombre de liaisons peptidiques rompues (Alonso et al., 2000). 

Pour les méthodes en tubes (ou erlen), une méthode inter laboratoire a été mise au 

point. La digestion in vitro est décomposée en deux phases : gastrique et intestinale, dans 

des systèmes tampons spécifiques. La limite majeure de cette méthode est que les produits 

d’hydrolyse restant dans le milieu réactionnel ceci peuvent modifier les cinétiques 

enzymatiques (Minekus et al., 2014). 

 

I.10  Les procédés permettant d’éliminer les facteurs antinutritionnels (FAN) 

D’une manière générale, les procédés biologiques et thermiques sont utilisables 

pour réduire ou éliminer les FAN dans les graines de légumineuses et accroître la 

biodisponibilité des nutriments. Le trempage, le décorticage et la germination des graines 

de légumineuses ont aussi montré leur efficacité pour accroitre la digestibilité in vitro des 

protéines (Bishnoi and Khetarpaul, 1994).  

 

I.10.1 Trempage 

Le trempage s’effectue en général avec environ trois fois le volume des graines. 

Il dure en moyenne 8 à 12 heures à la température ambiante. Cette opération permet en 

premier lieu d’attendrir la matière première pour faciliter le broyage ultérieur, et en 

second lieu de solubiliser la plupart des sucres solubles responsables de flatulence et 

même d’éliminer les protéines produisant l’amertume propre chez les légumineuses 

(Fredlund et al., 1997). Une partie des minéraux diffuse dans le milieu environnant 

(Purchas et al., 2003) ainsi que des inhibiteurs de biodisponibilité comme les phytates 

(Gibson and Hotz, 2001). Il a été montré qu’après trempage de pois bambara (Vigna 

subterrunea) la teneur en phytates pouvait être réduite de 20 à 53% (Rahelimandimby, 

2011). 
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I.10.2 Procédés thermiques-extrusion 

La cuisson est un traitement thermique couramment utilisé pour réduire la quantité 

des FAN présents dans les graines comme les oxalates, tanins, phytates, inhibiteurs de 

trypsine, les composés cyanogénétiques (Gonzalo et al., 2002).Ces réductions sont dues, 

soit à une diffusion des FAN dans l’eau de cuisson, soit à une hydrolyse enzymatique due 

à l’activation des enzymes au début de la cuisson (Lestienne, 2004). 

Le principe de la cuisson-extrusion consiste à soumettre aux effets conjugués de 

la pression (jusqu’à 200 bars) et de la température (de 90 à 250° C) durant un temps court 

(inférieur à 30 secondes), une matière première. La cuisson-extrusion entraîne des 

modifications profondes des caractéristiques physico-chimiques des produits. Elle 

inactive quasi-totalement les facteurs antitrypsiques des graines brutes ou préalablement 

décortiquées. La cuisson-extrusion peut réduire les teneurs en composés phénoliques et 

les phytates. Des réductions de 54 et 84% des teneurs en tanins et de 29 et 46% des teneurs 

en polyphénols totaux, respectivement pour la fève et le haricot ont été notées après 

cuisson extrusion (Alonso et al., 2000). 

 

I.10.3 Procédés biologiques 

I.10.3.1 Germination 

La germination déclenche les processus enzymatiques des graines notamment des 

activités protéasiques et amylasiques. Ces enzymes permettent l’hydrolyse de certains 

inhibiteurs présents dans les graines : inhibiteurs d’amylases, facteurs antitrypsiques, 

hémagglutinines. La germination permet aussi de réduire de manière significative les 

teneurs en phytates (Razafindrazaka, 2006).  

Par ailleurs, il a été montré que la teneur en certaines vitamines (comme celles du 

groupe B) augmente, et que certains éléments minéraux (fer) deviennent plus 

assimilables. De plus, les sucres fermentescibles disparaissent ou sont partiellement 

dégradés. Les acides aminés comme la méthionine et la cystéine deviennent aussi plus 

biodisponibles (King and Puwastien, 1987).  

I.10.3.2 Fermentation 

L'utilisation de la fermentation en tant que partie intégrante des processus de 

désintoxication alimentaire est largement pratiquée. Une grande variété d'aliments 
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fermentés sont produits et consommés dans le monde entier.  La fermentation a été 

traditionnellement appliquée aux légumineuses dans beaucoup de pays, surtout hors 

d’Europe, les légumineuses principalement utilisées étant le soja, le pois chiche et le 

haricot (Humblot and Guyot, 2008). Le développement d'aliments fermentés a été 

préconisé par les nutritionnistes en raison des avantages nutritionnels intrinsèques 

associés à ces produits. Elle présente de nombreux avantages dont, entre autres, la 

réduction des risques de développement de microorganismes pathogènes par acidification 

du milieu, et la dégradation de certains facteurs antinutritionnels (Blandino et al., 2003; 

Nout, 1994). Certaines bactéries responsables de la fermentation sont capables 

d’hydrolyser les phytates et ainsi de diminuer leurs effets inhibiteurs sur l'absorption des 

minéraux.  

Les graines peuvent être fermentées en tant que telles lors de fermentations 

fongiques et bactériennes/fongiques mixtes à l'état solide, par exemple de type tempeh, 

ou sous forme de suspension dans l'eau au cours de processus bactériens submergés. Le 

type le plus populaire de fermentation submergée des graines de légumineuses est la 

fermentation lactique, spontanée ou induite par l'inoculum de souches bactériennes (Frias 

et al., 1996; Krishna, 2005). 

L'effet de la fermentation sur le contenu en Facteurs Antinutritionnels (FAN) a été 

étudié dans différentes légumineuses. Dans les haricots, une élimination partielle ou 

complète de α-galactosides, tanins, acide phytique et activité inhibitrice de la trypsine a 

été obtenue par fermentation naturelle (Granito et al., 2002). Dans le cas de pois, une 

réduction de l'acide phytique et de facteurs antitrypsiques a été obtenue par fermentation 

avec une souche L. plantarum (Starzyńska-Janiszewska and Stodolak, 2011).  

Globalement il est montré une augmentation des teneurs en acides aminés libres,  

de la digestibilité des protéines et de la valeur biologique dans les légumineuses (Ejiofor 

and Oti, 1987 ; Barampama and Simard, 1993).  

 

I.10.3.3 Lactobacillus plantarum dans les produits alimentaires  

Les bactéries lactiques (LAB), dont le statut est généralement reconnu comme sûr 

GRAS (Generally Recognised As Safe), présentent un grand intérêt pour la fermentation 

alimentaire (Klupsaite et al., 2017). Elles sont connues pour leur contribution à 

l'amélioration des propriétés sensorielles et à l'amélioration de l'arôme des aliments (Coda 

et al., 2015). Parmi les LAB , Lactobacillus plantarum , espèce hautement hétérogène et 
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polyvalente (Di Cagno et al., 2011), très souvent rencontrée dans les fermentations de 

légumes et de fruits, de produits laitiers, de viande et de blé et comme habitant naturel du 

tractus gastro-intestinal chez l'homme et les animaux (Filya et al., 2004; Noonpakdee et 

al., 2004).  

L. plantarum est un groupe de lactobacilles Gram-positifs, micro-aérophiles, 

tolérants à l’acide, non sporifères, non respirant, à faible teneur en G + C, présentant une 

gamme d’applications dans l'industrie alimentaire comme culture de départ et 

conservateurs (Valan Arasu et al., 2013). Cette bactérie non sporulée produit des acides 

organiques tels que l'acide acétique, l'acide succinique et l'acide lactique en tant que 

métabolites principaux.  

L’adaptation de L. plantarum à différents milieux est expliquée par : sa capacité à 

fermenter une large gamme de glucides (Bringel et al., 2001), à métaboliser plusieurs 

composés polyphénoliques (Rodriguez et al., 2008),  ou la possession d’un large 

portefeuille d’enzymes : β-glucosidase, décarboxylase de l’acide p-coumarique, 

décarboxylase générale (Rodriguez et al., 2008). L. plantarum, comme d’autres LAB, est 

capable de synthétiser, dans certaines conditions, plusieurs composés antimicrobiens, 

antifongiques, augmentant ainsi son succès d’implantation dans un milieu (Helander et 

al., 1997; Rejiniemon et al., 2015). 

Les LAB ont donc été largement utilisées pour la fermentation des légumineuses 

au cours de la dernière décennie. Cependant, leur effet est fortement lié au type de 

légumineuse, à la souche de LAB et aux conditions de fermentation (Rui et al., 2017). 

La fermentation lactique peut affecter la structure et la teneur en protéines des 

légumineuses. Cela peut être attribué à l'activité protéolytique bactérienne pendant la 

fermentation (Meinlschmidt et al., 2016 ; Lampart-Szczapa et al., 2006).  Les 

changements de conformation et de structure des protéines modifient alors la 

fonctionnalité et les propriétés nutritionnelles des produits finaux (Masiá et al., 2020 ; 

Sozer et al., 2019). 

 

Conclusion  

La partie la plus précieuse du Néré est la graine qui est riche en protéines, en 

glucides et est une bonne source de lipides et de calcium pour les habitants des zones 

rurales. La forme de consommation la plus populaire des graines du Néré est dans sa 

fermentation traditionnelle condiment alimentaire savoureux appelé soumbala, nététou, 
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dawadawa, afintin, kinda, Iru connu sous différents noms dans différents pays de l’Afrique 

de l’Ouest qui est utilisé comme renforçateur de goût pour les soupes et les ragoûts et 

ajoute également des protéines à un régime pauvre en protéines. L'utilisation de graines 

locales fermentées de Parkia biglobosa comme condiments est plus saine que les 

condiments riches en glutamate monosodique (MSG) qui sont actuellement importés. 

Sur le plan nutritionnel, le Parkia biglobosa est une plante légumineuse avec une qualité 

remarquable des protéines et sa composition en acides aminés a été rapporté par plusieurs 

chercheurs. 

Le Parkia biglobosa est présent dans une diversité de zones, allant des forêts tropicales 

avec des précipitations élevées et bien réparties aux zones arides où les précipitations 

annuelles moyennes peuvent être inférieures à 400 mm.  

 L’utilisation de graines du Parkia biglobosa comme source de protéines est limitée par 

la présence de facteurs antinutritionnels qui sont une gamme diversifiée de composés 

naturels dans de nombreuses plantes tropicales. Les facteurs antinutritionnels provoquent 

une mauvaise digestibilité des protéines chez l'Homme et les animaux et sont capables de 

précipiter d'autres effets délétères. Les manifestations de toxicité résultant de la 

consommation de légumineuses contenant des facteurs antinutritionnels vont d'une 

réduction sévère de l'apport alimentaire et de la disponibilité ou de l'utilisation des 

nutriments, à des effets neurologiques profonds et même à la mort.  

Pour améliorer la qualité nutritionnelle et l'acceptabilité organoleptique des graines de 

légumineuses, des techniques de transformation ont été employées pour réduire ou 

détruire les antinutriments présents dans celles-ci. Certaines des techniques de traitement 

couramment utilisées comprennent le trempage dans l'eau, ébullition à haute température 

dans l'eau, germination, autoclavage, torréfaction, décorticage, traitement aux micro-

ondes, blanchiment à la vapeur et fermentation. 

À l'avenir, les protéines végétales peuvent jouer un rôle plus important dans la 

satisfaction de la demande en protéines alimentaires tout en contribuant à une sécurité 

alimentaire renforcée et à un environnement durable. D’avantage de travail doit être fait 

pour améliorer ce qui a été accompli jusqu'à présent et pour relever le défi d'utiliser 

pleinement les protéines provenant de diverses sources végétales qui auront le potentiel 

et la promesse de nourrir la population mondiale croissante à l'avenir.
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Objectifs et plan de déroulement du travail  

On s’est proposé dans cette thèse de rechercher et d’améliorer les propriétés techno-

fonctionnelles et organoleptiques d’une source de protéines produite localement en 

Guinée : le Parkia biglobosa ou Néré. 

Le plan de travail que nous avons suivi est résumé sur la figure 3. 

L’originalité de notre travail réside dans le fait comme constaté dans l’étude 

bibliographique (Chapitre I), que contrairement à d’autres légumineuses, peu d’études se 

sont intéressées à la caractérisation de la composition biochimique et physico-chimique 

d’isolats protéiques issus de la graine de Néré et à leurs aptitudes technologiques. Le 

travail a consisté à optimiser les paramètres d’extraction et de purification des fractions 

albumines et globulines en combinant précipitation isoélectrique et ultrafiltration, puis à 

réaliser des gels thermiques afin d’évaluer leur aptitude de gélification.  L’étude de la 

solubilité des protéines en fonction du pH a été étudiée. Le profil des protéines par SDS-

PAGE a été comparé à celui d’autres légumineuses à graines : albumines, globulines et 

leurs sous-unités.  

Dans un deuxième temps, un protocole de traitement thermique, une fermentation 

par des souches de Lactobacillus plantarum ont été mis en place sur le jus de Néré obtenu 

à partir de la farine de graines. Le suivi de croissance des bactéries, la mesure du pH et 

l’acidité titrable ont été étudiés dans le but de choisir les souches qui avaient des 

paramètres de croissance optimale dans la matrice protéique Néré. Puis sachant que des 

facteurs antinutritionnels et des problèmes de digestibilité sont associés aux 

légumineuses, nous avons opté pour une étude de la digestibilité in vitro, des dosages des 

facteurs antinutritionnels et la détermination de la protéolyse des jus de Néré fermentés.  

La dernière partie a alors été consacrée à l’étude de l’aptitude à la gélification thermique 

des isolats protéiques d’albumines et globulines du Néré en fonction du pH. Il est apparu 

que le développement d’un modèle alimentaire à partir d’isolats de protéines sera peu 

adapté à l’Afrique de l’ouest, car il semble préférable de limiter les pertes de protéines 

dans un long processus de séparation/purification des fractions protéiques. Ainsi un 

modèle permettant de maximiser l’utilisation des protéines disponibles dans la graine de 

Néré a été mis en place. Sur la base de la technique du tofu de soja, des jus de Néré et de 

soja ont subi un traitement thermique en présence de sels bivalents (MgCl2 et CaCl2) à 
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différentes concentrations. Les propriétés rhéologiques des échantillons de tofu ont alors 

été analysées. 

Pour finaliser notre étude nous voulions initialement étudier avec un panel de 

consommateurs en Guinée, l’acceptabilité de notre tofu de Néré fermenté. 

Malheureusement étant donné le contexte de pandémie mondiale de la Covid 19 et les 

difficultés techniques de mise en place de la fermentation lactique dans des conditions 

sanitaires satisfaisante pour les juges à l’ISSMV de Dalaba , cette étude n’a pu être mise 

en place.  
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          Etudier la composition biochimique d’isolats protéiques issus de grains de Néré obtenus selon le mode d’extraction et leurs aptitudes technologiques  

Filtration et ultrafiltration 

Sechage et lyophilisation  

Réaliser la caractérisation biochimique et 

physico-chimique d’isolats protéiques issus de la 

farine de grains de Néré en fonction du procédé de 

préparation 

Selectioner des bactéries lactiques protéolytiques, réduire les facteurs antinutritionnels contenus dans le Néré afin d’acroitre la biodisponibilité des nutriments  

 Facteurs antinutritionnels 

(extraction et dosage) 

Digestibilité in vitro en presence 

de la pepsine et de la trypsine 

(digestion gastrique et 

inttestinale) 

Dosage des polypeptides  

Comprendre les modifications biochimiques et 

physico-chimiques du système protéique en relation avec 

les activités de la flore selectionnée 

Caractériser les gels en fonction  des sels bivalents MgCl2 et CaCl2),  étude des propriétés viscoélastiques en rhéométrie dynamique du modèle alimentaire type tofu à partir de Néré  

Effet des sels bivalents (MgCl2 et 

CaCl2) sur l’obtention du tofu 

Rhéologie des gels tofu 

Analyse sensorielle du tofu Néré 

Comprendre les propriétés viscoélastiques en, 

rhéometrie dynamique et l’analyse sensorielle du 

modèle alimentaire  

Etape
s 

Objectif
s  

Caractérisation
s  

Délipidation éther et éthanol 

96% 
Ratio farine, solvant 

Fermentation souches jus de 
 Néré, traitement thermique et 

incubation à 37°C pdt 24h  

Modèle alimentaire : tofu Néré 

avec témoins tofu soja   

• Rendement d’extraction de protéines 

• Solubilité et fractionnement de protéines du Néré 

• Extractabilité en fonction du pH et de la force ionique 

• Caractérisation physico-chimique  

• Solubilité des isolats d’albumines et globulines  

• Dénombrement sur MRS gélosé 

• Mesure du pH, acidité titrable et dénombrement après 24h de 
fermentation  

• Dosage des FAN dans la matière première et le produit fermenté 

• Digestibilité in vitro dans le jus de Néré cru, traité thermiquement et 

fermenté  

• Dosage des peptides par la tyrosine    

• Teneur en matière sèche fixe 

• Analyse au turbiscan  

• Pénétrométrie  

• Viscoélasticité du gel : structure du réseau 

• Caractéristiques rhéologiques et 

organoleptiques   

Figure 3 : déroulement  schématique  de la  démarche scientifique de la 

thèse 
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I.11 Matériel végétal  

I.11.1 Obtention de la farine de Néré avec et sans tégument  

Quinze kilogrammes de graines de Néré (Parkia biglobosa) ont été obtenus sur 

un marché local de Dalaba (République de Guinée). Les graines ont été conditionnées 

dans un récipient en plastique et ont été stockées en chambre froide à 4°C UMR/PAM 

(Unité Mixte de Recherche /Procédés Alimentaires et Microbiologiques) Agrosup Dijon. 

Pour séparer les graines de Néré de leurs résidus de pulpe farineuse, elles ont été trempées 

30 min dans de l’eau à 40°C. Puis les graines ont été lavées, égouttées à l’aide d’un tamis 

de 5mm de mailles et dépelliculées à la main. Les graines obtenues ont été étalées sur un 

papier filtre et mises à l’étuve à 35°C pour un séchage pendant 12 heures.  

  

Figure 4 : aspect de présentation des graines de Néré a) graines brutes, b) graines 

avec tégument, c) graines sans tégument 

 

Dans le but d’enlever le tégument, un bord de la graine de Néré a été frotté sur du 

papier de verre fin pour poncer le tégument juste pour atteindre l’amande. Les graines 

poncées ont été trempées dans de l’eau froide pendant 12 heures. L’eau ayant une brèche 

sur le tégument facilitant l’hydratation atteint l’amande, elle a fait gonfler les graines. 

Cette pratique a permis de retirer le tégument facilement de l’amande. Les graines 

humidifiées ont été séchées à l’étuve préalablement réglée à 35°C pendant une nuit. 

Les graines séchées avec et sans tégument sont broyées avec un broyeur IKA 

WERKE Model 20   pour obtenir des farines. Les farines sont alors tamisées sur un tamis 

métallique de 0,71 mm de mailles (figure 5). 
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Figure 5: Farine de Néré avec tégument (a) ; Farine de Néré sans tégument (b) 

 

I.11.2 Délipidation de la farine de Néré  

La farine de Néré a été délipidée 3x2h avec un ratio de 100g pour 1 litre d’éther 

de pétrole et puis 2x2h par de l'éthanol (96%) avec le ratio 100g pour 1 litre de solvant. 

Entre chaque lavage, les solvants sont éliminés par une filtration sur verre filtré n°4. La 

poudre délipidée est ensuite étalée sur papier filtre et mise à sécher à température 

ambiante sous Sorbonne. 

 

I.11.3 Préparation de la farine de soja 

 

Un kg (1000g) du soja jaune (Markal bio, Saint-Marcel- Les-Valence, France) a été 

triés pour éliminer les débris et les graines endommagées. Les graines de soja ont été 

lavées, blanchies pendant 10 minutes dans de l'eau bouillante, puis trempées dans 3000 

ml d'eau du robinet (rapport soja/eau pendant une nuit à température ambiante. Les sojas 

hydratés ont été égouttés, rincés et décortiqués manuellement. Les graines humidifiées 

ont été séchées à l’étuve préalablement réglée à 35°C pendant une nuit. Les graines 

séchées sans tégument sont broyées avec un broyeur IKA WERKE Model 20   pour 

obtenir des farines. Les farines sont alors tamisées sur un tamis métallique de 0,71 mm 

de mailles. 
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I.12 Analyses physico-chimiques des matières premières 

Des analyses physico-chimiques de la farine de la graine de Néré non délipidée et 

de la farine de la graine de Néré délipidée ont été effectuées. Les paramètres suivants ont 

été déterminés : taux de matière sèche, matière minérale, matière grasse, teneur en 

protéines. 

I.12.1 Mesure de la teneur en matière sèche 

Le taux de matière sèche a été déterminé selon la méthode 923.03 (AOAC, 925.10, 

2005). Un échantillon de 1 g est pesé dans une capsule en aluminium préalablement taré. 

Il est ensuite mis à l’étuve à 105 °C jusqu’à l’obtention d’une masse constante, puis il est 

refroidi dans un dessiccateur pendant 2 heures. La masse sèche est moyennée sur trois 

mesures. Le pourcentage en matière sèche (MS) est déterminé par l’équation (II.1):  

Équation 0-1 

% 𝑀𝑆 =
𝑀 𝑠𝑒𝑐

𝑀𝐼
× 100 …………… (II.1) 

Mi : masse de l’échantillon initial (g) ; 

M sec : masse de l’échantillon sec (g) après passage dans l’étuve à 105 °C. 

 

I.12.2 Mesure de la teneur en matière minérale 

La teneur en matière minérale est déterminée par la méthode 923.03 (AOAC, 

2012). 

Il est basé sur la calcination d’une prise d’essai dans un four à moufle à une 

température de 600±25 °C jusqu’à l’obtention des cendres blanches puis suivi de la pesée du 

résidu. 

Les échantillons déshydratés sont placés dans un four à 600 °C pendant au moins 

une nuit. La quantité de sels des échantillons est moyennée sur trois mesures. Le 

pourcentage de matière minérale est calculé par l’ Équation ( 0-2) 

% 𝑀𝑀 =
𝑀 𝑐𝑒𝑛𝑑𝑟𝑒𝑠 

𝑀 𝑠𝑒𝑐
× 100…………………….. (II.2) 

M sec : masse de l’échantillon en (g) après passage à l’étuve à 105 °C ; 

M cendres : masse des cendres en (g) issue de l’échantillon après calcination à 

600 °C. 
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I.12.3  Teneur en lipides extractibles par l’éther de pétrole 

La matière grasse présente dans les différents échantillons a été extraite selon la 

méthode 922.06 (AOAC, 922.06) : éther de pétrole et appareil de Soxhlet. Une quantité 

de 10 g d’échantillon est introduite dans des cartouches en cellulose et 150 ml d’éther de 

pétrole sont introduits dans le ballon contenant des pierres ponces pour assurer une 

agitation permanente durant le chauffage. L’éther de pétrole est chauffé à reflux pendant 

5-6 heures. Durant le chauffage, les vapeurs de solvant traversent un système de 

réfrigération, ce qui provoque la condensation des vapeurs dans les siphons, conduisant 

ainsi au retour du solvant dans le ballon, accompagné des lipides extraits. Le solvant 

continue alors de s’évaporer, alors que les lipides restent piégés dans le ballon. Les 

échantillons sont ensuite étuvés à 50°C pendant 24 heures. La teneur en matière grasse 

des différents échantillons est ensuite calculée selon l’Équation 0-3  

% 𝑀𝐺 =
𝑚1−𝑚0

𝑚∗(%𝑀𝑆)/100
× 100 ………………………(II.3) 

MG: la teneur en lipides par rapport à la matière sèche de l’échantillon (%) ; 

m0 : la masse du ballon vide contenant les quelques pierres ponce (g) ; 

m1 : la masse du ballon contenant les quelques pierres ponce et l’extrait lipidique 

sec (g) ; 

m : la masse de l’échantillon introduit dans la cartouche (g) ; 

% MS : matière sèche de l’échantillon de départ (%). 

 

I.12.4 Mesure de la teneur en protéine par dosage de l’azote total 

Le dosage de l’azote total a été réalisé selon la méthode (AOAC, 620.87, 1990), 

par Kjeldahl dans une unité de minéralisation et de distillation Büchi. La teneur en 

protéine a été ensuite calculée à partir de la quantité d’azote présente dans l’échantillon, 

en utilisant le coefficient K de conversion azote-protéine égal à 6,25 pour les protéines 

végétales et 6,38 pour les protéines de lait (AOAC, 1990). Une minéralisation de 

l’échantillon à analyser (0,5 g pour les poudres, 2 g pour les solutions) est nécessaire à 

haute température (400 °C) pendant 1 heure en présence de 20 ml d’acide sulfurique 

concentré et d’un catalyseur à base de Cu2+ (Kjeltab). L’azote de l’échantillon est 

transformé complètement sous ces conditions en ions ammonium. Après refroidissement, 

un volume de 50 ml de soude à 40% a été ajouté à l’échantillon minéralisé pour permettre 
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la formation de l’ammoniac. L’ammoniac produit est entraîné à la vapeur d’eau puis piégé 

dans une solution d’acide borique (2%).   

L’ammoniaque est dosée directement par une solution d’acide chlorhydrique de 

normalité connue. Généralement une solution de titration de 10 mM de HCl a été 

employée. Le dosage est effectué par mesure du pH ; ainsi le volume équivalent de HCl 

a été relevé lorsque le pH atteint la valeur de l’acide borique seul. A partir du volume HCl 

utilisé, la quantité d’azote total de l’échantillon est calculée par l’Équation 0-4 : 

% 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒 =
(𝑣∗𝑁∗14∗100

𝑚∗(%𝑀𝑆)/100
× 𝐾  …………………. (II.4) 

V : volume d’HCl utilisé pour la titration de l’échantillon (ml) ; 

N : normalité de l’acide chlorhydrique ; 

m : la masse de l’échantillon ; 

% MS : pourcentage en matière sèche de l’échantillon ; 

K : facteur de conversion des protéines de blé et légumineuses (5,4)  

 

I.13 Extraction des protéines du Néré  

I.13.1 Extractabilité des protéines dans la farine de Néré non délipidée 

et délipidée en fonction du pH et de la force ionique  

2.5 g de farine de la graine de Néré non délipidée et délipidée ont été mis en 

agitation dans 50 ml de tampon phosphate HCl/NaOH de différents pH pendant 3 heures. 

Des concentrations de 0,1 M et 0,6 M de NaCl ont été ajoutées aux différents pH 

souhaités. La gamme de pH étudiée a été élargie de 2 à 10. Après le temps d’extraction 

les suspensions sont centrifugées à 10 000 g pendant 30 mn à 10 °C. La teneur en 

protéines des surnageants a été déterminée par la méthode de Kjeldahl. L’extractabilité 

est exprimée en gramme de protéines extractibles pour 100 grammes de protéines totales. 

Selon l’ Équation 0-5 

% 𝑑′𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é =
% 𝑑′𝑎𝑧𝑜𝑡𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑠𝑜𝑢𝑠 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒 𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡

% 𝑑′𝑎𝑧𝑜𝑡𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100……..(II.5) 

I.13.2 Fractionnement 

50 grammes de farine de la graine de Néré délipidée ont été mis en suspension 

dans un litre de tampon phosphate de di-sodium hydrogénophosphate et di-

hydrogénophosphate de potassium à pH10 permettant de solubiliser toutes les protéines.  
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La farine délipidée a été ajoutée petit à petit et laissée sous agitation pendant 3 heures. La 

solution est centrifugée à 10 000g pendant 30 mn à 10°C. Le surnageant a été filtré sur 

verre fritté n°4, puis le pH a été ajusté à 4,5 par ajout lent de HCl à 3%. Cette acidification 

a permis de précipiter les globulines. Une centrifugation à 10 000g pendant 30 mn à 10°C 

a permis de séparer les albumines solubles dans le surnageant et les globulines dans le 

culot. La fraction albumines est récupérée et son pH a été remonté à 8 par ajout de 1 M 

de NaOH. Le culot contenant les globulines est collecté et resuspendu dans un tampon 

phosphate de sodium (0,1 M en présence de 5% de sulfate de potassium) à pH 8 sous 

agitation pendant une nuit à une température de 4°C. Les matières insolubles sont 

éliminées par centrifugation (10 000g pendant 30 min à 10°C). Les solutions contenant 

les protéines globulaires et les albumines ont été concentrées par ultrafiltration puis 

dessalées par diafiltration contre 10 volumes en utilisant une cassette de 1115 cm2 type 

Kvick Lab (UFELA0010010ST, GE Healthcare, Amersham Biosciences Corp., Uppsala, 

Suède) avec une membrane de seuil de coupure de poids moléculaire de 10 kDa. Une 

quantité de 0,02% d’azide de sodium a été ajoutée aux solutions protéiques pour éviter 

tout développement microbien et le pH des solutions ajustées à 7,2. Après dialyse, les 

solutions ont été lyophilisées et les poudres ont été conservées à 4°C. 
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Figure 6: diagramme de fractionnement des protéines du Néré 
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I.14 Caractérisation des isolats protéiques issus de la graine de Néré 

I.14.1 Solubilité des isolats de globuline et d’albumine du Néré en 

fonction du pH et de la force ionique 

Un total de 0,05 g d’isolat de globuline et d’albumine a été mis en agitation dans 

25 ml de tampon phosphate HCl/NaOH pendant 3 heures. Une concentration de 0,1 M de 

NaCl a été ajoutée aux différents pH souhaités. La gamme de pH étudiée a été élargie de 

2 à 12. L’étude a été réalisée sur un isolat de globulines et un isolat d’albumines. Les 

protéines non solubles aux pH considérés sont éliminées par centrifugation à 10 000G 

pendant 30 mn à 10 °C. La teneur en protéines des surnageants a été déterminée par la 

méthode de Lowry. La solubilité des isolats de globulines et d’albumines est exprimée en 

g de protéines solubles pour 100 grammes de protéines totales. Selon l’ Équation 0-6 

𝑁𝑆 =
𝑁(%)𝑑𝑖𝑠𝑠𝑜𝑢𝑠 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒 𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡

𝑁(%)𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡 
× 100………. (II.6) 

 

I.14.2 Electrophorèse SDS-PAGE 

I.14.2.1 Principe de la méthode 

L’électrophorèse est une technique analytique qui permet de séparer les protéines 

sur gel, sous l’influence d’un champ électrique, conduisant à une migration des protéines 

en fonction de la différence de mobilité des polypeptides et de leurs poids moléculaires.  

Le gel d’électrophorèse est préparé par réticulation des monomères d’acrylamide, 

qui forment un réseau tridimensionnel. Ce maillage dépend de la concentration en 

acrylamide.  

Les protéines migrent avec une vitesse constante dans le gel de faible maillage, 

alors que dans un gel de fort maillage (gel de séparation), la vitesse de migration changera 

d’une espèce protéique à l’autre ; les petites particules atteindront le front de migration 

(faible poids moléculaire) rapidement, et les grosses particules seront piégées loin de ce 

front de migration (hauts poids moléculaire).  

L’incorporation d’un tensioactif anionique comme le dodécyle sulfate de sodium 

(SDS) au cours de la préparation de gels permet d’augmenter la charge négative globale 

de la protéine. D’autre part, l’ajout du SDS dans le tampon échantillons permet de 

dissocier les sous-unités des protéines oligomériques et un déploiement complet des 
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chaînes de polypeptides. Pour bien visualiser la migration totale des fractions protéiques, 

il est indispensable d’additionner à la présence de SDS, un agent réducteur comme le 

dithiothréitol (DTT), qui réduit toutes les liaisons covalentes de type S-S, formées 

initialement entre les protéines natives ou agrégées. 

I.14.2.2 Mode opératoire 

Les fractions natives d’albumine et de Glob ont été traitées et préparées à une 

concentration de 5-10 mg/ml dans un tampon d'échantillon : 65 mM phosphate -HCl à 

pH 8, 20% de glycérol, 0,002% de bleu de bromophénol (conditions natives (N) ; avec 

2% SDS (condition non réductrice NR) ; avec 2% de DDT et 2% SDS (condition 

réductrice CR) ; tous les pourcentages sont exprimés en m/v. Les échantillons préparés 

dans CR sont chauffés à 90°C pendant 10 min pour réduire les liaisons covalentes 

disulfures. 

Tous les échantillons ont été centrifugés (10000 x g pendant 10 min) et 20 µl de 

chaque échantillon ont été déposés dans les puits du gel. Une gamme de protéines 

standard (Sigma, S8445, large gamme, poids moléculaire 6,500-200,000 Da) a été utilisée 

en tant que marqueurs moléculaires. La séparation des protéines a été effectuée à 40 V 

pendant 2 h, puis 120 V jusqu’à la fin de migration des protéines. Une intensité constante 

de 20 mA a été appliquée sur le gel. Le tampon de migration contenait 25 mM de 

phosphate HCl, 0,192 M de glycine, 0,1% de SDS (p/v). Les gels ont été colorés avec 

0,2% (m/v) de bleu de Comassie R-250 en solution dans l’éthanol : eau (4 : 1 v/v), et 

l'excès de colorant a été éliminé avec un mélange de méthanol, acide acétique et d’eau 

distillée respectivement a des volumes 4: 1: 5.  

 

I.14.3 Mesures calorimétriques par DSC : 

 La DSC : Differential Scanning Calorimetry est une technique d’analyse 

thermique qui permet d’étudier le comportement des matériaux en fonction de la 

température ou du temps. Les points de fusion, le comportement de cristallisation et les 

réactions chimiques sont quelques-uns des processus ou propriétés mesurables par DSC. 

Les analyses d’enthalpie différentielle (DSC), ont été réalisées sur le 

microcalorimètre, micro DSC III de SETRAM (Caluire, France). Des suspensions à 8% 

des fractions d’albumine et de globuline de Néré ont été faites dans de l’eau distillée. La 

référence utilisée a été l’eau distillée. Une montée en température de 25°C à 120°C à 
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0,5°C/min a été appliquée. Pour chaque échantillon, deux cycles de montée en 

température ont été effectués pour vérifier que la dénaturation était complète et 

irréversible. Les températures de début de pic notées (Ton), de sommet de pic (Td), et de 

fin de pic de dénaturation (Tof) en °C ainsi que l’enthalpie de dénaturation (ΔH) (J/g de 

protéine) ont été déterminées.  

 

I.14.4 Charge de surface par mesure de potentiel zêta : 

Le potentiel zêta a été mesuré par zetacompact TM Z8000 (CAD instruments, les 

Essarts le roi, France), sur le principe de la mobilité électrophorétique des particules. Les 

solutions protéiques ont été diluées dans de l’eau distillée à pH 8 jusqu’à observation d’un 

nombre de particules proche de 100. Les mesures ont été réalisées à un voltage de 80 

Volts. Un seuil de 2,5% a été appliqué sur les mesures, supprimant les mesures parasites 

observées pour moins de 2,5% des particules totales. Les valeurs de potentiels zêta ont 

été calculées à partir de la mobilité des particules. 

 

I.15 Gélification thermique des isolats de protéines de Néré 

Dans l’objectif de développement de nouveaux aliments riches en protéines, nous 

avons étudié l’aptitude à la gélification à chaud d’isolats complets de protéines de Néré 

(globulines + albumines). Des isolats non fractionnés de protéines (globuline, albumine) 

délipidés et non délipidés ont été préparés séparément dans un tampon phosphate/HCl 

(10 mM, pH=7,2) et à des concentrations allant de 20 à 120 g/L. Un volume de 5 ml de 

dispersions protéiques a été mis dans des tubes en verre étanches et chauffé selon le 

protocole de dénaturation thermique :  40 °C à 85 °C avec une rampe de chauffage de 

1°C/mn, puis maintenu à 85 °C pendant 60 mn. Les tubes ont été refroidis dans un bain 

de glace pendant 10 mn et laissés à 4 °C pendant 12 heures. Les tubes sont ensuite 

retournés et observés. La concentration de gélification thermique Cg thermique a été 

considérée comme étant la concentration minimale à laquelle le gel tient dans le tube sans 

effondrement. 
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I.16 Préparation des jus de Néré et de soja  

Sur la base des teneurs en protéines des farines de Néré et de soja, les quantités 

adéquates de farines ont été mises en suspension dans de l’eau de robinet ; les jus obtenus 

devant être potentiellement ingérés lors d’évaluations sensorielles. La figure 7 présente 

le traitement des farines de Néré et de soja. 

50g de farine sans tégument + 250 ml d’eau à pH10 sont mis en agitation pendant 

2h à 1100tr/min puis remis à l’Ultraturax 10mn à 1000tr/min et enfin mis en agitation 1h 

à 1100tr/min. La suspension est ensuite filtrée sur un sac à jus végétal en nylon de pores 

de 200 μm. Le jus végétal est stocké à 4°C avant utilisation dans les 48 heures. L’objectif 

est d’obtenir une concentration potentielle maximale de protéines. 

 

 

 

Figure 7: diagramme de préparation des Jus Soja et Néré 
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Figure 8: Jus de Néré et Soja avant traitement thermique 

 

I.17 Souches bactériennes, milieu de culture et fermentation  

Quatre souches de Lactobacillus plantarum PFC-P1C1, SFSAC-P1D2, VFVN-

P2A12 et VFVN-P2C3 ont été isolées à partir des produits traditionnels fermentés d’Asie 

du Sud Est. Elles ont été choisie sur la base de leurs activités protéolytiques positives 

avérées sur la viande, le poisson et le soja. Elles se trouvent dans la banque de souches 

de bactéries lactiques du laboratoire International Tropical Bioresources & 

Biotechnology, un international joint laboratory de l’UMR PAM (AgroSup Dijon, 

Université de Bourgogne) et de l’Université des Sciences et Technologies de Hanoï. Ces 

souches ont été sélectionnées pour leur activité protéolytique positive. Les deux autres 

souches de L. plantarum Lp-WCFS1 et Lp-NC8, largement étudiées dans la littérature, 

ont également été utilisées comme des souches de référence dans cette étude (Tableau 7). 

Produits traditionnels fermentés  

Avec activités protéolytiques avérées sur la viande, poisson et soja   
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Tableau 7: Souches de Lactobacillus plantarum utilisées dans cette étude 

Souches Matrices  Origines 

PFC-P1C1 Poisson Fermenté Cambodge 

SFSAC-P1D2 Soja Fermenté Salé   Cambodge 

VFVN-P2A12 Viande Fermentée Viet Nam 

VFVN-P2C3 Viande Fermentée Viet Nam 

Lp-WCFS1 Salive humaine  

Lp-NC8 Grass silage Suède  

 

Les souches de L. plantarum ont été cultivées à 37°C pendant 24 h dans 10mL de 

milieu MRS. Ces cultures ont été centrifugées à 4000G pendant 10 minutes et ensuite 

lavées deux fois avec de l’eau physiologique pour éliminer les traces de milieu MRS. Par 

la suite, ces culots bactériens ont été repris dans 10mL de jus de Néré pour fermentation. 

La densité optique DO600nm a été mesurée pour que chaque préparation de souches ait la 

même DO au début de la fermentation. Des tests préliminaires ont été effectués pour 

calculer le nombre d’unités colonies formés correspond à une unité de DO afin de 

déterminer la quantité de ferment ajoutée.   

La fermentation a eu lieu à 37°C pendant 24 h dans un volume de 50 ml de Jus de 

Néré avec un taux d’inoculum de 107 CFU/ml. Les dénombrements bactériens avant et 

après fermentation ont été réalisés sur le milieu MRS agar en utilisant la méthode de 

dilution en cascade. Le pH avant et après fermentation a également été contrôlé. Le 

diagramme de manipulation (Figure 9) résume les étapes suivies pour réaliser la 

fermentation. 

I.18 Dosage de facteurs antinutritionnels dans la farine de Néré 

I.18.1  Extraction des polyphénols totaux dans la farine avec et sans 

tégument  

 Les polyphénols sont extraits par macération de 0,4g de farine de Néré avec et 

sans tégument dans des tubes à bouchons contenant 16 ml d’un mélange acétone/eau à 

80% (v /v), sous ultrasons pendant 45 min et à 4°C pour empêcher l’action des 

Temoins  
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polyphénoloxydases qui dégraderaient les composés phénoliques. Après une première 

centrifugation de 1700G pendant 10min à 15°C, le surnageant contenant les polyphénols 

est récupéré (surnageant 1). On procède à une deuxième extraction identique sur le culot 

de 15 min à 4°C pour extraire 30% de polyphénols supplémentaires (surnageant 2) et 

donc d’obtenir un dosage plus exhaustif. Les surnageants sont réunis avant d’être 

concentrés à sec sous évaporateur rotatif Buchi (voir diagramme d’extraction des 

polyphénols Figure 10). L’extrait sec est repris dans de l’eau pour obtenir une absorbance 

finale comprise entre 0,5 et 1.  
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Figure 9: diagramme résumant les étapes fondamentales de la fermentation du jus de Néré 
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On réalise une gamme étalon en milieu aqueux : 6 points de concentrations de 0 à 

20 µg/ml d’acide gallique. Pour réaliser le dosage, 500 µL de réactif de Folin-Ciocalteu 

(Sigma, dilué 10 fois dans de l’eau ultra pure) sont ajoutés à 100 µL d’extrait dilué ou de 

point de gamme. On ajoute ensuite 400 µL de Na2CO3 20%. Les mélanges réactionnels, 

correspondant à chaque point de gamme et échantillon, sont agités et incubés 30 min à 

25°C. Les mesures d’absorbances ont été réalisées à 725nm sur le spectrophotomètre 

UVISCOUV-1200. La droite de l’absorbance en fonction de la concentration en acide 

gallique a été obtenue avec un coefficient de régression linéaire R2=0,99.  L’équation de 

la droite y=0,0006x a été utilisée pour calculer la teneur en polyphénols totaux des 

échantillons à analyser en équivalent acide gallique.  

 

Figure 10: Diagramme d’extraction des polyphénols par macération aux ultrasons 
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I.18.2 Extraction des Tanins condensés (TCs) : 

Les tanins sont extraits par agitation de 200 mg de farine de Néré avec et sans 

tégument dans des tubes à bouchons contenant 10 ml de méthanol, pendant 1 heure sous 

Sorbonne. Les tubes sont ensuite centrifugés à 5000G pendant 15min à 15°C. Les 

surnageants contenant les tanins ont été récupérés. Les surnageants sont collectés avant 

d’être concentrés à sec sous évaporateur rotatif Buchi. Les tanins condensés ont été dosés 

par la méthode à la Vanilline/HCl (37%) décrite par (Julkunen-Tiitto, 1985). Une gamme 

étalon de 5 points a été réalisée avec de la catéchine (0 à 1000μg). Les concentrations de 

catéchine de 0 à 1000μg/ml ont permis d’obtenir des valeurs d’absorbance en fonction de 

la concentration en catéchine, avec un coefficient de régression linéaire R2=0,99. Pour le 

dosage, 750μl d’acide chlorhydrique concentré ont été mis par tube. Ensuite, 4% de 

vanilline/méthanol (1500μl) et 100μl de l’extrait des tanins ont été vigoureusement 

vortexés 10s avant d’être laissé incubé pendant 20min à température ambiante. Les 

absorbances ont été lues à 550nm sur le spectrophotomètre UVISCOUV-1200.  

 

Figure 11: Diagramme d’extraction des tanins dans les farines de  Néré par agitation 

au Méthanol 

 

I.18.3 Extraction des phytates : 

Les phytates sont extraits par agitation de 0,5g de farine de Néré avec et sans 

tégument dans des tubes contenant 1ml de HCl à 2,4 %, dilués dans 25 ml d’eau distillée 
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pendant 3 heures sous la hotte à température ambiante. Après une centrifugation à 

12000G pendant 30min à 15°C a été effectuée. Les surnageants contenant les phytates 

ont été collectés et concentrés à sec sous évaporateur rotatif Buchi 

Pour évaluer la teneur totale en phytate, la méthode basée sur la réaction entre le 

chlorure ferrique et l'acide sulfosalicylique (Latta and Eskin, 1980) a été suivie. 

3 ml d'eau (utilisée comme niveau zéro) ou des étalons (solutions de phytate de 

sodium contenant de 5 à 50 μg /ml de phytate dans de l'eau distillée) ou des surnageants 

de mélange ont été pipetés dans des tubes à centrifuger coniques de 15 ml.  Dans chaque 

tube, on a ajouté 1 ml du réactif de Wade modifié (0,03% FeCl2-6H20 et 0,3% d'acide 

sulfosalicylique dans de l'eau distillée), et la solution a été mélangée sur un agitateur 

vortex pendant 5 s.  Les absorbances ont été lues à 500nm sur le spectrophotomètre 

UVISCOUV-1200. Les concentrations de sodium phytate de 0 à 50μg/ml ont permis 

d’obtenir des valeurs d’absorbance en fonction de la concentration en sodium phytate, 

avec un coefficient de régression linéaire R2=0,9947. 

 

I.18.4 Teneurs en inhibiteurs de trypsine 

Les inhibiteurs de trypsine sont déterminés par mesure de l’hydrolyse d’un 

substrat peptidique de synthèse : TAME (Tosyl -L- Arginine Méthyl Ester) (Udensi et al., 

2007a). Cette méthode est basée sur la baisse de la vitesse d’hydrolyse de la trypsine 

porcine causée par la présence d’inhibiteurs dans les échantillons. L’activité de la trypsine 

non inhibée est alors mesurée en présence de TAME qui libère le toluene sulfonyl 

présentant un maximum d’absorption à 410 nm. 

Pour l’extraction une quantité de 0,1 gramme de poudre de Néré avec tégument et 

sans tégument a été mis en agitation dans des Erlenmeyers avec 50 ml de 0,1 mol de 

NaOH. Le pH du mélange a été ajusté à 9,8 avec NaOH (0,1mol). La solution a été mise 

sous agitation sous une hotte à température ambiante pendant 3 h. Ensuite, elle a été 

transférée dans la chambre froide 4°C pendant une nuit.  Après elle a été centrifugée à 

3500 trs/mn pendant 20min à 20°C. enfin les surnageants obtenus ont été utilisés pour le 

dosage des inhibiteurs de trypsine. 

 

Préparation des solutions et étalonnage 

- Tampon Tris (pH 8,2) : Dissoudre 50 mM de Tris dans 900 ml d’eau distillée, 
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Compléter le mélange à 1000 ml et ajuster à pH 8,2. 

- TAME : Dissoudre 40 mg de TAME dans 1 ml de diméthyl sulphoxyde et 

Compléter à 100 ml avec le tampon Tris préalablement maintenu à 37°C. 

- Solution de trypsine : Dissoudre 20 mg de trypsine bovine dans 1 l de HCl 1 

mM. 

Le tableau 8 indique la méthode de préparation des tubes pour le dosage. 

 

Expression des résultats 

Les résultats obtenus permettent de calculer l’activité de la trypsine restante et 

sont exprimés en mg de trypsine inhibée / g d’échantillon. Ainsi donc, la quantité de 

trypsine pure inhibée (QTI) par unité de g d’échantillon est calculée selon l’Équation 0-7 

Selon : QTI = [(2,632*D*Ar) / m]……..(II.7) Avec 

D = facteur de dilution de l’extrait ; Ar (changement d’absorbance dû à l’inhibition 

par la trypsine) = (DOb – DOa) – (DOd – DOc) ; m = masse de l’échantillon. 

 

Tableau 8 : Préparation des tubes pour le dosage des inhibiteurs de trypsine 

Tubes 

 A b b’ C c’ d d’ 

Eau distillée (ml) 2 2 2 1 1 1 1 

Trypsine (20 mg / l) (ml) / 2 2 / / 2 2 

Extrait (ml) / / / 1 1 1 1 

Incubation à 37°C pendant 10 min 

TAME (40 mg / 100 ml) (ml) 5 5 5 5 5 5 5 

Incubation à 37°C pendant 10 min 

Acide acétique (30 %) (ml) 1 1 1 1 1 1 1 

Trypsine (ml) 2 / / 2 2 / / 

Centrifugation ou filtration 

DO du surnageant à 410 nm DOa  DOb DOb’ Doc DOc’ DOd DOd’ 
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I.19 Digestibilité in vitro des protéines du jus de Néré cru, traité thermiquement et 

fermenté  

I.19.1 Protocole de digestibilité in vitro  

La digestibilité in vitro des protéines du jus de Néré a été évalué en suivant la 

méthode décrite par Minekus et al., (2014), avec quelques modifications. Les Simulants 

des Fluides Gastriques (SFG) et Intestinaux (SFI) ont été préparés selon les conditions du 

protocole. Les échantillons de jus de Néré cru, traité thermiquement et fermenté par les 

différentes souches (suivi du protocole de traitement du jus de Néré) ont été préparés. 

Pour la Digestion Gastrique, dans des Erlenmeyers de 50ml, 5 ml de chaque échantillon 

à une teneur en protéines de 2% (m/m) ont été dilués avec 10 ml d’eau distillée et 8 ml 

de SGF. Le pH a été ajusté à 3 avec une solution d’HCl (1M). Ensuite il a été ajouté 1,6 

ml de solution de pepsine (100 mg de pepsine dans 20 ml d’eau distillée avec une activité 

enzymatique théorique supérieure à 25000U/mg de protéines). Un volume de 5µl de 

CaCl2 à 0,3 M a été ajouté.  Le mélange a été incubé sous agitation continue à 300 RPM 

pendant 2h à 37 °C dans l’incubateur Sanyo. 

Pour la digestion intestinale, 11 ml de SIF avec 40µl de CaCl2 à 0,3 M et 1,31 ml 

d’eau distillée ont été ajoutés à la solution résultant de la digestion gastrique. Le pH du 

mélange a été ajusté à 7 avec une solution de NaOH (1M). Le volume final est ajusté à 

40 ml avec du SIF. Puis 736mg de pancréatine (pancréas de porc 4x USP) ont été ajouté. 

Le mélange a été incubé pendant 2h à 37°C sous agitation continue à 300 RPM dans 

l’incubateur Sanyo.  

Après la 2ème incubation, un volume de 10 ml de la mixture digérée a été prélevé 

et mélangé avec 10 ml d’’acide trichloracétique (TCA) à 10% (m/v). La solution a été 

centrifugée à 20°C, durant 10 min, à 800G. Sur les surnageants, un dosage par la méthode 

de Kjeldahl a été fait. Le pourcentage d’azote soluble dans le TCA libéré pendant le 

processus de digestion a été calculé à l’aide de l’Équation 0-8 suivante : 

 

Hydrolyse enzymatique = 
𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒 𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡 𝑑𝑒 𝑇𝐶𝐴 

𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠 
×

 100 …(II.8) 

NB : la caséine a été utilisée comme référence sachant que son pourcentage 

d’hydrolyse a été considéré comme correspondant à 100% de digestibilité.  
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Figure 12 : Schéma des manipulations mises en œuvre pour étudier la digestibilité 

in vitro des proteines du jus Néré crue traité thermiquement et fermenté 

 

I.20 Dosage des facteurs antinutritionnels dans le jus de Néré fermenté par les 

différentes souches de lactobacillus plantarum 

 

Après lyophilisation des jus de Néré fermenté par les différentes souches de L. 

plantarum, les mêmes démarches analytiques utilisées pour la détermination des facteurs 

antinutritionnels dans les farines ont été aussi utilisés, excepté pour les facteurs 

antitrypsiques.  

 

 

jus de Néré filtré

60°C pendant 10 min

incuber 4 h à 37°C

95°C à 10 min                                    

L. plantarum

jus fermenté jus traité thermiquement jus cru (non chauffé)

Digestion

Phase gastrique:

SGF + pepsine (2000 U/mL), 2 heures, pH 3(HCl), + CaCl2

Phase intestinale:

SIF + enzyme pancréatique (sur la base de l’activité de la trypsine à 100 

U/mL), 2 heures pH 7(NaCl), + CaCl2 + eau 

Centrifugation 10 minutes 

8000 G

Dosage d’azote peptidique 

dans le surnageant

méthode de kjeldahl

SGF : liquide gastrique simulé

SIF : liquide intestinal simulé

TCA : acide trichloracétique

TCA
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I.21 Dosage des peptides dans le jus de Néré fermenté  

Le jus de Néré fermenté avec les différentes souches (50g) de L. plantarum a été 

centrifugé pour avoir les protéines solubles du Néré (10 000G, 15 min, 10°C). Les 

surnageant ont été collectés.  800µl de surnageant et 800µl d’acide trichloroacetique 

(TCA) ont été pipetés et mis dans des tubes Eppendorfs de 2 ml. L’ensemble de la solution 

a été soumis à une centrifugation de 12000 x g à 4°C pendant 5mn à la centrifugeuse 

5417R pour l’extraction des peptides. Les peptides solubles dans l'acide trichloracétique 

ont été estimés par la procédure de Lowry-Folin, avec expression des résultats en termes 

d’équivalent à celui de la tyrosine  "valeur de la tyrosine"  (Juffs, 1973).  On réalise une 

gamme étalon en milieu aqueux : 6 points de concentrations de 0 à 0,58 mg/ml de 

tyrosine. Pour réaliser le dosage, 100 µL de réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma, dilué 10 

fois dans de l’eau ultra pure) sont ajoutés à 25 µL du produit (échantillon) ou de point de 

gamme. On ajoute ensuite 500 µL de Na2CO3 20% et 1ml de CuSO4 plus le tartrate de 

potassium et sodium. Les mélanges réactionnels, correspondant à chaque point de gamme 

et échantillon, sont agités et incubés 30 min à 25°C. Les mesures d’absorbances ont été 

réalisées à 700nm sur le spectrophotomètre UVISCOUV-1200. La droite de l’absorbance 

en fonction de la concentration en tyrosine a été obtenue avec un coefficient de régression 

linéaire R2=0,99.  L’équation de la droite y = 0,9635x + 0,0213 a été utilisée pour calculer 

la teneur en peptides des échantillons à analyser en équivalent de la tyrosine.  

 

I.22 Détermination de l’agrégation des protéines (Soja et Néré) 

I.22.1  Etude en tubes avec centrifugation 

Des essais de traitements thermiques et de précipitations salines ont été réalisés 

sur les jus de soja et de Néré préalablement préparés (Cf II.6).  

Les essais ont été conduits en partant du principe d’avoir une solution protéique 

de 1 mg de protéines/ 100 ml de tampon phosphate à pH 7. Les deux solutions (Soja et 

Néré) ont subi un traitement thermique au bain marie au cœur du produit à 95°C pendant 

10 min. Après refroidissement à 65 °C, un volume de 3 ml de chaque suspension traitée 

thermiquement a été pipeté et mis dans des tubes à essai. Des solutions de sels bivalents 
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(MgCl2 et CaCl2) de 1 M préalablement préparées ont été utilisées. Les sels de MgCl2 et 

CaCl2 sont ajoutés de façon graduelle en fonction de la concentration souhaitée dans 

chaque tube (30 µl pour 10mM et 360 µl pour le 120 mM). Tous les essais ont été 

centrifugés à 3000g, 10 min, 20°C. Ensuite les surnageant ont été collectés et pesés. Enfin 

un dosage des protéines par la méthode de Lowry a été fait sur les surnageants. Le 

pourcentage d’agrégation de protéines est calculé en considérant la concentration 

protéique dans la solution initiale à 100%. Les essais où les concentrations protéiques 

sont plus élevées selon le dosage au Lowry ne sont pas maintenus pour la suite de 

l’expérience, ceux où le culot domine sont gardés. 

 

 

Figure 13: Solution aqueuse des protéines et mesure de la température du jus  

I.22.2 Turbiscan  

Le Turbiscan Lab Expert (Formulaction, Toulouse, France) permet d’identifier et 

de suivre les phénomènes de déstabilisation (migration ou variation de taille) de systèmes 

complexes à partir de la diffusion multiple de la lumière (MLS pour Multiple Light 

Scattering). L'équipement possède deux capteurs optiques qui mesurent la lumière 

monochromatique proche infrarouge transmise et rétrodiffusée (λ = 800 nm). (Mengual 

et al., 1999) ont indiqué la capacité de cette technique pour caractériser la variation de 

taille des particules ou des agrégats et la migration des particules / agrégats. Dans les 

systèmes dilués (variation de transmission> 0,2%), ces phénomènes sont mesurés par 

l’intensité lumineuse de transmission et de rétrodiffusion de l'échantillon en fonction de 

la hauteur et du temps de l'échantillon. 

Des suspensions de protéines de Néré et de soja ont été préparées dans une 

solution tampon phosphate à pH 8 de sorte à avoir 0,5 mg de protéine dans 50 ml de 

tampon. Les suspensions ont été mises sous agitation pendant 3 heures ensuite soumises 
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à un traitement thermique de 95°C pendant 10min au bain marie avant de réaliser 

l'analyse. Un volume de 5 ml de Néré et soja de la solution protéique a été pipeté et mis 

dans le tube de mesure (tubes en verre borosilicate cylindriques à fond plat) puis on ajoute 

les sels (MgCl2 et CaCl2) à concentration graduelle de 10 mM à 120 mM  

La tête de détection Turbiscan a scanné l'échantillon en se déplaçant verticalement 

le long de la cellule d'analyse et acquisition des données tous les 40 µm. Les profils de 

diffusion de la lumière ont été enregistrés toutes les 4 minutes pendant 40min.  Les 

différences dans les profils de transmission le long du temps indiquent l'instabilité de 

l'échantillon. L'intensité lumineuse transmise (T) est affectée par la moyenne du diamètre 

des particules et le libre parcours moyen du photon. T peut changer avec le temps et la 

hauteur. 

Sur la base des graphiques de l’intensité lumineuse transmise (T), trois régions 

différentes ont été distinguées :  le bas, le milieu et le haut du tube. Les variations de T 

dans le haut et le bas de l'échantillon sont liés à des phénomènes de migration, tels que la 

clarification (en haut) et la sédimentation (en bas). Les variations de T dans la partie 

médiane de l'échantillon indiquent les phénomènes d'interaction entre les particules, et 

donc la variation granulométrique. Basé sur les spectres obtenus, la stabilité de la 

suspension peut être calculée par l'indice de stabilité Turbiscan (TSI) selon l’Équation 

0-9 

𝑇𝑆𝐼 = Ʃ𝑖
Ʃℎ𝑖 𝑠𝑐𝑎𝑛𝑖(ℎ)−𝑠𝑐𝑎𝑛𝑖−1(ℎ)𝑖

𝐻
…….(II.9) 

Où H : hauteur de l'échantillon du bas de la cellule au ménisque 

 Scani (h): intensité de la lumière de balayage (le temps est i, la hauteur est h) 

Scan i-1 (h): intensité de la lumière de balayage (le temps est i-1, la hauteur est h) 

Les valeurs TSI les plus basses indiquent les suspensions les plus stables. Les spectres 

Turbiscan® étaient analysés avec le logiciel Turbisoft-Lab version 2.2.0.82-5 

(Formulaction, Toulouse, France). 

I.23 Préparation du tofu soja et de Néré  

A partir des jus de soja et de Néré préalablement préparés, 150 ml de jus est mis au 

bain marie à 95°C pendant 15 minutes. Puis après refroidissement à 65°C, 3 et 6 ml/l de 

solution de MgCl2 ou CaCl2 (concentration finale dans le jus de 20 mmol/l et 40 mmol/l) sont 

ajoutés à cette préparation afin d’agréger les protéines. Après 20 minutes, les jus de soja ou 
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de Néré en cours de coagulation sont transférés dans des moules perforés tapissés d’une 

étamine. Un bécher rempli d’eau (1Kg) est posé au-dessus de ces dernières afin de permettre 

au sérum de s’égoutter et de former des tofus. Après 24h de stockage sous poids de 1Kg, les 

tofus sont démoulés. Le rendement en tofu, la teneur en eau ont été déterminés sur une 

base humide. Des mesures de rhéologie ont également été effectuées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: moule, étamine lactosérum et tofu obtenu après l’ajout des sels bivalents 

 

 

 

I.24 Etude des propriétés rhéologiques par Texture Analyser (TA-XT2i) 

Les paramètres rhéologiques des tofus ont été mesurés par la méthode de compression 

uni axiale ; un appareil TA-XT2i Texture Analyser a été utilisé. Cet appareil équipé du 

logiciel Stable Micro system texture Expert Exceed effectue un test en compression 

permettant d’étudier et de comparer la texture et la déformation des différents échantillons 

sous l’effet d’une contrainte. Les échantillons de tofus sont mis à une température de 22 

°C après leur sortie du stockage (4°C). Un emporte-pièce de diamètre 20 mm a été utilisé 

pour obtenir des cylindres de 11 mm de diamètre sur 4 mm épaisseur.  Trois échantillons 

(cylindre) sont prélevés à des points différents de la surface du bloc de tofu.  

Une géométrie cylindrique de 25 mm de diamètre (Duralum) a été utilisée avec une 

cellule de pesée de 5 kg. L’échantillon a été comprimé sur 25% de sa hauteur d'origine. 

Les paramètres d'analyse utilisés sont : • vitesse de pré-test : 2,0 mm / s; • vitesse d'essai: 

1,0 mm / s; • vitesse post-test: 1,0 mm / s. 
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La contrainte de pénétration ou fermeté, l’adhésion et la cohésion ont été déterminées à 

partir des courbes obtenues après deux pénétrations successives. La Force maximale est 

mesurée au sommet du pic. La cohésion (A2/A1) est calculée en divisant l’aire sous la 

courbe de la seconde pénétration (A2) par l’aire sous la courbe de la première pénétration 

à la même vitesse de pénétration (A1). L’adhésion (A3) a été évaluée à partir de l’aire 

délimitée par la courbe négative située entre les 2 cycles de pénétration. 

 

 

 

Figure 15: Etapes clés de mesure des propriétés rhéologiques par Texture Analyser 

(TA-XT2i) 

 

I.25  Rhéologie à contrainte imposée   

Les expérimentations de rhéologie à contrainte de déformation ont été réalisées 

sur un rhéomètre rotatif Anton Paar au Laboratoire de Rhéologie de Agrosup Dijon UMR 

PAM. Cet appareillage présente de nombreux avantages. Il permet en particulier d'utiliser 

une faible quantité de matière, d'effectuer des mesures isothermes, de travailler à une 

fréquence de déformation définie et d’appliquer de très faibles déformations. 

 

 Principe de la méthode 

La rhéologie oscillatoire à petite déformation ou rhéologie dynamique est une 

technique qui permet d’évaluer la structure lors de la formation et de la réticulation d’un 

polymère. Cette technique est capable d’estimer le point de transition ou de passage de 

l’état liquide vers l’état semi solide. Le principe de cette méthode consiste à faire subir à 

l’échantillon une contrainte non destructive, c’est à dire sans modification des propriétés 

mécaniques. Cette contrainte est une fonction sinusoïdale dans le temps. Les résultats sont 

Tofu(a) Sonde (b) TA-XT2i(c) Cylindres Tofu(d)
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obtenus sous forme d’une sollicitation sinusoïdale (γ) (équation 0-10) à des fréquences 

variables dont on déduit la mesure du module de conservation G’ et du module de perte 

G’’, avec γ0 et ω l’amplitude et la fréquence de l’oscillation, respectivement. 

 

γ(t) = 𝛾0sin (𝜔𝑡)……(II.10) 

 

Un module dit élastique (ou conservatif) G’ et un module visqueux G’’ (ou de 

perte) sont alors définis, correspondant à l’énergie élastique accumulée au cours de la 

déformation et à l’énergie dissipée ou perdue, respectivement. Autrement dit, un module 

complexe de cisaillement G* peut être décomposé en deux termes, dont l’un (G’) 

représente la contrainte en phase avec la déformation (la partie réelle) et l’autre (G’’) 

correspondant à la contrainte en déphasage avec la déformation (la partie imaginaire) 

Équation 0-11 

 

𝐺 ∗= 𝜎 ∗/𝛾 ∗= 𝐺′ + 𝐺" …,  …..(II.11) 

 

 

Sachant que δ représente le déphasage entre la contrainte et la déformation de 

cisaillement, d’une manière générale, on conçoit que δ reflète la contribution relative de 

la composante visqueuse et élastique  selon l’Équation 0-12 

 

𝑡𝑎𝑛𝛿 = 𝐺"/𝐺′ …,  ……(II.12) 

 

Dans le domaine linéaire de viscoélasticité, les valeurs de G’ et G’’ sont 

indépendantes de l’amplitude de déformation, quelle que soit la valeur de fréquence ω. 

Par contre, pour des valeurs de déformation très élevées, des modifications dans la 

structure telles que la rupture de liaisons conduit à la diminution des deux modules 

(domaine non linéaire). 

Au point de gel, les deux modules sont égaux (G’ = G ̎ ; t an δ = 1). Un réseau 

macroscopique commence alors à se former, et le module élastique G’ augmente 

fortement du fait de sa structuration. Les deux modules évoluent alors suivant une loi de 

puissance, indépendamment de la fréquence appliquée et dans un domaine large de 

fréquences. 
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Le suivi de l’évolution de la gélification des bio polymères en solution, est réalisé 

par les mesures de G’ et G’’ dans le temps à fréquences basses et constantes, où l’on peut 

distinguer plusieurs phases suivant l’état des systèmes étudiés : 

 

 Dans un système liquide ou visqueux on trouve G’’> G’ ; cela traduit une faible 

contribution du comportement élastique ; 

 Au croisement de G’ et G’’ (G’ = G’’), que l’on appelle aussi le point de gel 

(transition sol-gel), où tangδ = 1 et donc indépendant de la fréquence appliquée. 

A partir de ce point le G’ commence à augmenter plus fortement que G’’ ; 

  A la fin du processus de gélification, les valeurs de G’ et G’’ atteignent leurs 

seuils maximums et se stabilisent. A ce moment G’ >> G’’ et la valeur de tangδ 

sera très faible dans le cas de gels forts (gel élastique). La contribution visqueuse 

est négligeable et le module élastique restera stable quelle que soit la fréquence 

appliquée. En ce qui concerne les gels viscoélastiques présentant des 

imperfections, G’ et G’’ augmenteront quel que soit la fréquence appliquée. Dans 

un domaine de basse fréquence, G’ se rapproche d’un plateau d’équilibre 

(module d’équilibre du réseau gélifié). 

 

Mode opératoire 

Les propriétés rhéologiques des gels ont été déterminées à l’aide du rhéomètre 

(Anton Paar Rhecompass), équipé d’une géométrie de type plan-plan (D-PP25). Les 

mesures ont été réalisées sur des échantillons des tofu soja et Néré à différentes 

concentrations des sels bivalents à savoir 20 et 40 mM de MgCl2 et CaCl2. Un cylindre 

de 11mm de diamètre sur 4 mm d’épaisseur de chaque tofu a été déposé sur le plateau du 

rhéomètre. 

Les mesures ont été réalisées sous contrainte de déformation (des pré-tests ont permis de 

trouver le domaine de linéarité) à une fréquence de 0,1 à 100 Hz et un entrefer (gap) de 4 

mm. La température a été maintenue à 25 °C par le biais d’un système de régulation de 

température à effet Peltier. Les échantillons ont été bien couverts pour éviter 

l’évaporation de l’eau et le séchage de l’échantillon au cours de la mesure. L’évolution 

des modules de stockage G’ et de perte G’’ et le profil de tan δ = G’’/G’ a été enregistrée 

en fonction de la fréquence (spectre mécanique) ainsi que de la contrainte. 

 



Chapitre II : Matériels et Méthodes 

66 

 

 

 

 

Figure 16: Matériel utilisé pour la découpe des cylindres ; Echantillons après passage au 

RheoCompass Anton Paar 

 

I.26 Analyses statistiques : 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Statistica, version 12 

(Tulsa, OK, Etats-Unis), par analyse de variance (ANOVA). Un test de TUKEY a été 

utilisé pour déterminer les différences significatives entre les moyennes de groupes. Le 

seuil de significativité a été fixé à P<0,05. Toutes les mesures ont été effectuées avec au 

moins trois répétitions.  
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Partie 1 :  Caractérisation biochimique et physico-chimique d’isolats 

protéiques issus de farine de graines de Néré en fonction du procédé 

d’extraction des protéines 

Cette première partie de résultats tente de déterminer les conditions 

d'extractabilité des protéines des farines du Parkia biglobosa et d'étudier la solubilité des 

protéines isolées. Par la suite, la gélification induite thermiquement de diverses 

suspensions de protéines a été étudiée. 

 

I.27 Composition des farines de graines de Néré (Parkia biglobosa ) 

La composition des graines de Néré a été évaluée dans le but de l’utilisation 

efficace du Parkia biglobosa. Tout d’abord, l’idée est de fournir des données qui 

permettront l'utilisation efficace de cette légumineuse tropicale sous-exploitée dans des 

applications alimentaires. Les graines de Néré ont été dépulpées, décortiquées, 

déshydratées, broyées et dégraissées. Des analyses chimiques ont été effectuées selon des 

méthodes standard.  

La teneur en protéines de la farine de Néré non délipidée est de 24,1±2,1 g/100g 

(Tableau 9). En revanche, elle est de 30,7±2,3 pour la farine de graine de Néré délipidée. 

La quantité de sucres libres est de 3,3 %, tandis que la part de glucides (amidon non 

résistant) et de fibres brutes était de 16,5 % et 26,9 %, respectivement. Il est important de 

noter que la délipidation entraîne une réduction de la matière sèche dans la farine de 

graine de Néré délipidée. Cela augmente en conséquence la teneur en protéines, qui est 

calculée à partir de la matière sèche. Le même effet de calcul est observé avec les autres 

composés.  
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 Tableau 9: Composition proximale de la farine de graine de Néré (g/100 g de 

matière sèche) 

Valeur de composition Farine brute Farine délipidée 

Proteines  24,1±2,1 30,7±2,3 

Lipides /huile brute 17,2±0,1 Trace 

Fibres brutes 26,9±2,1 34,2±1,9 

Glucides (amidon) 16,5±1,9 20,8±1,2 

Sucres 3,3±0,9 4,2±0,8 

Cendres 4,73±0,1 5,6±0,1 

Humidité 4,5±0,4 7,2±0,6 

 

L'intérêt de la délipidation est de réduire les interactions lipides-protéines et 

d'augmenter l'extractabilité des fractions protéiques (Shand et al., 2007). Par ailleurs, il a 

été constaté que la présence de matière sèche conduit à une modification de la solubilité 

des protéines dans l'eau et augmente la turbidité des suspensions protéiques, comme dans 

le cas des solutions de protéines de soja (Li et al., 2007). Les éléments non protéiques 

pourraient par conséquence perturber l’extraction de la fraction protéique. 

Les résultats obtenus ont montré que la graine de Néré est une bonne source de 

protéines. Le taux de protéines correspond aux valeurs citées dans la littérature entre 30 

et 35% de protéines brutes. Ce taux est supérieur à ceux des légumineuses 

traditionnellement consommées en Afrique : haricots, arachides ou pois Bambara, qui en 

contiennent entre 16 et 29% (Subuola et al., 2012). 

 

I.28 Etude des conditions d’extraction des protéines à partir de la graine de Néré 

L'extractabilité des protéines en fonction des conditions de pH et de la force 

ionique a été établie pour la farine de Néré non délipidée et la farine délipidée. 

L’extractabilité des protéines a été faite en agissant à la fois sur le pH, en élevant la 

concentration en sel et en enlevant la matière grasse. Les conditions d’extractions sont 

choisies pour répondre au but de pureté et l’extraction simultanée des albumines et des 

globulines. 
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La figure 17 montre qu'en l'absence de chlorure de sodium, l'extractabilité varie, 

en fonction du pH, de plus de 50%. Ainsi l'extractabilité à pH 10 est presque deux fois 

plus élevée que l'extractabilité à pH 4. Néanmoins à pH 10, seulement 31% des protéines 

disponibles dans la farine ont été solubilisées. La plus faible extractabilité est obtenue à 

pH 4. Comme cela a déjà été montré dans la littérature, le pH isoélectrique de nombreuses 

protéines végétales, en particulier les globulines, se situe autour de pH 4-4,5 (Klupšaitė 

and Juodeikienė, 2015). Ceci explique la faible extractabilité à ce pH. 

 

 

Figure 17: Extractabilité de protéines dans la farine de Néré non délipidée en 

fonction du pH et de la force ionique (0,1 et 0,6 M de NaCl) en gramme de protéines 

extractibles pour 100 grammes de protéines totales.  

 

En présence de sel, l'extractabilité des protéines a été améliorée par un effet de 

salage (salting in) qui confère aux protéines une plus grande solubilité en les empêchant 

de s'agréger. Ainsi, à pH 10 et avec une teneur en NaCl de 0,6 M, un pourcentage 

d'extractabilité de 55% a été obtenu. 

En l’absence de matières grasses, le pourcentage d’extraction des protéines de la 

farine délipidée est d’environ 45%, à pH 10 (sans NaCl) (Figure 18). La délipidation 

préalable de la farine permet d’augmenter l’extractabilité de 10 à 30% en fonction du pH. 

On constate que l’effet ‘‘force ionique’’ est moins net sur la farine délipidée mais permet 

d’accroitre le rendement d’extraction. Ainsi à pH 8 et 10, le pourcentage d'extraction des 

protéines de la farine dégraissée atteint environ 57% (Figure 18).  
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Figure 18: : Etude de l’extractabilité des protéines totales du Néré délipidée 

en fonction du pH et de la force ionique ( 0,1 et 0,6 M de NaCl) en gramme de 

protéines extractibles pour 100 grammes de protéines totales. 

 

Ce rendement d'extraction est proche de celui décrit dans la littérature (Crévieu et 

al., 1996). Cependant, 40% du contenu protéique potentiellement disponible dans la 

farine, n'a pas été extrait. Les protéines sont restées piégées dans le culot centrifugé. Il 

serait nécessaire de relaver le culot plusieurs fois pour récupérer le maximum de 

protéines. Des lavages supplémentaires conduisent à des volumes plus importants de 

surnageant avec des concentrations en protéines plus faibles qui engagent donc des étapes 

de concentration en protéines pour retrouver une suspension avec une concentration en 

protéines acceptable. À ce stade de nos recherches, le taux de récupération potentiel des 

protéines piégées dans les culots par un nouveau lavage n'a pas encore été déterminé. 

 

I.29 Caractérisations des protéines des isolats albumines et globulines 

I.29.1 Solubilité en fonction du pH et de la teneur en NaCl 

A partir de la suspension protéique de la farine de Néré délipidée, des fractions de 

globuline et d'albumine ont été obtenues par précipitation sélective au point isoélectrique 

des globulines. La caractérisation de l'isolat de globulines a révélé une teneur en protéines 

de 74,2% ± 0,2. Pour l'isolat d'albumine, la teneur en protéines était de 89,1% ± 0,1. 

La solubilité des isolats de globuline de Néré présente un profil en forme de " V " 

caractérisé par une solubilité élevée à pH acide et à pH alcalin (Figure 19). La solubilité 

à pH2 était de 87 et 91% sans sel et avec 0,1M de NaCl, respectivement. 
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Figure 19 :  Etude de la solubilité des isolats de globuline de Néré en fonction 

du pH et de la force ionique (g de protéines solubles  pour 100 grammes de protéines 

totales) 

 

La solubilité était plus élevée à un pH alcalin. À pH 10, la solubilité était de 87 et 

97 % sans sel et avec 0,1 M de NaCl, respectivement. La solubilité était minimale, autour 

du point isoélectrique, de 41 à 68% respectivement pour une force ionique de 0,1M de 

NaCl à pH 3 à 5. Ce profil est similaire aux profils de solubilité des globulines du soja et 

d'autres légumineuses, pois chiches et lentilles (Boye et al., 2010; Karaca et al., 2011). 

De manière générale, une solubilité élevée suggère que les protéines extraites sont dans 

un état natif (Fuhrmeister and Meuser, 2003). L'augmentation de la solubilité peut 

s'expliquer par la préparation de la matière première, car avant la lyophilisation des 

solutions protéiques, un ajustement du pH à 8 a été effectué, suivi d'une centrifugation. 

Ainsi, lorsque les globulines ont été resolubilisées, on s'attendait à une plus grande 

solubilité. 

Comme pour la plupart des protéines, la solubilité varie en fonction du pH et donc 

de la charge nette de la protéine. A un pH isoélectrique, les charges positives et négatives 

d'une protéine sont équilibrées, ce qui facilite les interactions entre protéines, au détriment 

des interactions protéine-solvant, ce qui augmente le repliement de la protéine et réduit 

par conséquent sa solubilité. À des valeurs de pH acides ou alcalines, la protéine est 

respectivement chargée positivement et négativement. Cette différence de charge nette 
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augmente les forces de répulsion entre les particules, favorisant ainsi les interactions 

protéine-solvant qui se traduisent par une solubilité accrue. 

La figure 20 montre le profil de solubilité des isolats d'albumine en fonction de la 

force ionique à différentes valeurs de pH. Pour la gamme de pH comprise entre 2 et 8, 

l'augmentation de la concentration en NaCl dans le milieu a conduit à une plus grande 

solubilité des albumines. A pH 4,5, proche du pI de la protéine, on observe une légère 

baisse de la solubilité en fonction de la force ionique. Ce phénomène peut être dû à un 

effet synergique entre le pI et l’effet salting-out. A des pH très élevés entre 9 et 10, une 

solubilité maximale supérieure à 90% a été observée. 

 

 

Figure 20: Etude de la solubilité des isolats d’albumines de Néré en fonction 

du pH et de la force ionique (g de protéines solubles pour 100 grammes de protéines 

totales) 

  

L'isolat d'albumine a présenté un meilleur profil de solubilité que l'isolat de 

globuline. En effet, l'albumine est restée presque entièrement soluble dans toute la gamme 

de pH étudiée, même à un pI- 4. Cette haute solubilité est liée à la nature hydrophile des 

albumines AfLB et à leur faible hydrophobie selon la classification "hydrosoluble" 

d'Osborne. Ce profil de solubilité est similaire à celui observé pour la fraction d'albumine 

du pois jaune (Adebiyi and Aluko, 2011; Fuhrmeister and Meuser, 2003b) et du tournesol 

(Pérez et al., 2005). 
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I.29.2 Analyse des profils SDS-PAGE 

La figure 21 présente les profils en électrophorèse (SDS-PAGE) dans des 

conditions non réductrices des fractions de globulines et albumines du Néré. Pour l'isolat 

de globulines, le profil protéique présentait quatre polypeptides principaux (poids 

moléculaires de 35, 50, 60 et 69 kDa). Ce profil était très similaire aux globulines 7S et 

11S des protéines de légumineuses (Basman et al., 2006; Gatehouse et al., 1982). Nous 

avons trouvé une bande à 69 KDa, que nous avons nommée Conviciline en référence à la 

principale globuline de pois. La bande diffuse à 60-50 kDa a été assimilée à la sous-unité 

de la Légumine, et la Viciline (α, β, γ) 50kDa. La bande à 35 kDa était assimilée à la 

Viciline (α, β) 35kDa. 

L'isolat d'albumines a également présenté des bandes caractéristiques de cette 

fraction, à savoir : Lipoxygénase (94 kDa), et les albumines 2S à 20 kDa et 16 kDa, qui 

sont fréquemment décrites dans la fraction albumine des légumineuses (Le Gall et al., 

2007b). Contrairement aux autres albumines de légumineuses, nous pouvons remarquer 

la fraction majoritaire A4 (50 kDa) et la bande de faible intensité A3 à 45 kDa. A ce stade 

des travaux, nous ne pouvons pas affirmer si les bandes à 50 et 45 kDa sont effectivement 

des albumines ou une contamination par la fraction globulines. Cependant, dans les 

protéines de légumineuses, la fraction albumines a été décrite comme complexe car elle 

contient diverses protéines comme des lectines, des inhibiteurs de protéase et d'autres 

protéines fonctionnelles en plus des albumines 2S (Le Gall et al., 2007b). 
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Figure 21 : electrophorègramme de SDS-PAGE en conditions non réductrices des 

fractions globuline et albumine de Néré. MW = marqueurs de poids moléculaire ; 

Glob = isolat de globuline ; Alb = isolat d'albumine ; Leg = principales sous-unités 

de légumine ; Con = conviciline 

 

 

I.29.3 Le potentiel Zêta 

Le potentiel Zêta représente la charge électrique qu’une particule acquiert grâce 

au nuage d’ions qui l’entourent quand elle est en suspension ou en solution. Sa mesure 

apporte donc une compréhension des causes de dispersion, d’agrégation ou de floculation. 

Le potentiel zêta des isolats protéiques de Néré a été mesuré à pH 8 (Figure 22). 

A ce pH, toutes les protéines étudiées sont solvatées et forment une suspension stable. 
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Figure 22:  Potentiel Zeta des albumines et globulines du Néré à pH 8 

 

Les valeurs de la charge de la mobilité, du potentiel zêta et le tracking des isolats 

d’albumine sont plus élevées que ceux des isolats de globulines. Cela serait dû au pH du 

milieu, à la concentration en sel et la conductivité qui peuvent affecter l’optimisation ou 

la stabilisation électrostatique pendant les interactions entre particules. Sachant que pour 

obtenir un système stable avec deux types de particules, il faut que leurs charges soient 

de même signe et suffisantes afin qu’elles se repoussent.  

Les résultats obtenus indiquent  dans les travaux de (Stone et al., 2015) sur les 

protéines du pois que l'augmentation du pH au-dessus du point isoélectrique conduit à un 

potentiel zêta (ζ) de la protéine de plus en plus négatif, et inversement si le pH diminue 

au-dessous du point isoélectrique, la charge de surface devient positive. En plus du pH de 

la solution, la concentration et le type de sel présents dans la solution affectent la charge 

électrique des biomolécules. 

 

I.29.4 Analyse des profils de thermodénaturation des différents isolats 

L’estimation du degré de thermodénaturation des différents isolats (Alb et Glob) 

protéiques du Néré a été effectuée par une analyse enthalpique différentielle adaptée 

(micro-DSC). Dans cette étude les isolats de globuline et d’albumine du Néré obtenus à 

pH 8 par dialyse puis lyophilisation ont une température de dénaturation variable. Le pic 

de dénaturation est de 89,44°C pour les Alb contre 87,68°C pour les Glob (Figure 23). 
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Figure 23: Profil DSC des Albumines et Globulines du Néré 

 

Quant à l’enthalpie elle est de 0,79J/g pour les Alb en revanche elle est de 0,75J/g 

de protéine pour les Glob du Néré. Cette enthalpie de dénaturation est du même ordre de 

grandeur pour les isolats du Néré car les conditions d’obtention sont similaires. Les 

conditions de dialyse suivis de la lyophilisation utilisées dans ce cas de figure ne semblent 

pas influencer la dénaturation. Par conséquent, un seul pic endothermique est 

normalement visible par analyse enthalpique différentielle, bien que celui-ci soit le 

résultat d’une combinaison de phénomènes endothermes et exothermes. (Tanford, 1970) 

a déclaré que "la dénaturation des protéines n'affecte pas radicalement la séquence des 

acides aminés, mais affecte la structure quaternaire native drastiquement. Selon 

(Hermansson, 1978), "la dénaturation n'est pas spécifique et irréversible". Si l'on 

considère les protéines alimentaires, on peut adopter la définition large selon laquelle, 

dans la dénaturation, "une protéine individuelle est modifiée physico-chimiquement dans 

une certaine mesure". Leurs propriétés dépendront de la formation ou non d'un gel, et du 

type de gel, ces deux facteurs dépendant du degré de dénaturation et de l'étendue de 

l'agrégation des protéines. 

Donc, la structure de la protéine peut être modifiée par différents traitements pour 

améliorer les propriétés fonctionnelles, le chauffage étant l'un des traitements les plus 

fréquemment utilisés à cette fin (Yamauchi et al., 1991). 
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De nombreux chercheurs ont étudié l'effet du traitement thermique dans 

différentes conditions (température, temps, concentration en protéines, pH, force ionique) 

sur les propriétés fonctionnelles telles que la solubilité, l'absorption d'eau, la gélification, 

l'émulsification et la formation de mousse (Hermansson, 1978; kinsella, 1979; Petruccelli 

and Anon, 1994). Il a été démontré que la fonctionnalité dépend essentiellement du degré 

de dissociation, de dénaturation et d'agrégation des globulines 7s et 11s (Arrese et al., 

1991; Utsumi et al., 1984) 

 

I.30 Aptitude à la gélification thermique 

L'aptitude à la gélification thermique des protéines totales de Néré (globulines et 

albumines) a été étudiée.  A partir d’une extraction à pH8 de farine brute ou délipidée, 

trois types de suspensions de protéines de Néré ont été préparées. Les isolats des protéines 

(alb+Glob) non délipidés (IPND) et délipidés (IPD) ont été obtenus après centrifugation 

et ultrafiltration. Le troisième échantillon (IPT) a été obtenu après une étape de filtration 

(maille 200μm) à la place de la centrifugation et de l'ultrafiltration pour potentiellement 

augmenter le niveau de récupération des protéines. Il semblait préférable de limiter les 

pertes en protéines dans un long processus de séparation/purification des fractions 

protéiques dans le but de développer de nouveaux aliments riches en protéines. La 

composition des suspensions de protéines est présentée dans le tableau 10. 

 

Tableau 10:  Composition des suspensions de protéines de Néré 

Valeur de composition g/L IPND IPD IPT 

Protéines  119,3±2,1 119,5±1,9 55,2±1,9 

Lipides  75,2±0,1 trace 30,8±0,5 

Glucides  Nd Nd 26,5±1,1 

Matière sèche % (p:v) 19,7±0,4 12,0±0,6 11,8±0,5 

IPND= Isolat de protéines non Délipidé, IPD= Isolat de protéines délipidé, IPT= Isolat de protéines totales 

Les isolats des protéines non délipidés IPND et délipidés (IPD) ont des teneurs en 

protéines comparables (119 g/L). En effet, l'ultrafiltration a été réalisée jusqu'à la 

concentration maximale du soluté avant colmatage de la membrane pour ces deux 

suspensions. L’IPND étant obtenu à partir de farine non délipidée, la matière grasse a 
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également été concentrée et a une teneur de 75,2 g/L dans la suspension. En conséquence, 

la matière sèche de la suspension de IPND était de 19,7% (p/v) contre 12,0% pour le IPD 

obtenu à partir de farine délipidée. Le niveau global de récupération des protéines a été 

décevant avec seulement 35 % par rapport à la teneur initiale en protéines de la farine de 

Néré. En effet, de faibles volumes de perméat ont été obtenus en raison de pertes dans le 

système d'ultrafiltration. 

Les concentrations en protéines et en matières grasses de l’echantillon IPT sont 

respectivement de 55,2 g/L et 30,8 g/L. Les glucides sont à 26,5 g/L. Ainsi, bien que la 

partie protéique de l’IPT était inférieure à celle de l’IPND ou de l’IPD, la matière sèche 

de la suspension était de 11,9 % (p/v) et se situait dans la même fourchette que les autres 

suspensions. Le niveau de récupération des protéines était de 65 % par rapport à la teneur 

initiale en protéines de la farine de Néré. La filtration utilisée pour obtenir l’IPT a permis 

un niveau de récupération des protéines plus élevé que le procédé de centrifugation-

ultrafiltration. Cependant, les trois suspensions de protéines avaient une stabilité physique 

différente. Les IPND et IPD étaient des suspensions stables, toutes les matières insolubles 

étant éliminées par centrifugation. En revanche, la stabilité de l’IPT était transitoire ; une 

sédimentation est apparue après un stockage de 12 heures à 4 °C. En effet, l’IPT est 

composé de protéines en suspension, de lipides, de glucides (amidon insoluble) et de 

particules farines plus fines que 200 μm. 

Le tableau 11 indique la concentration minimale de protéines pour la gélification 

thermique pour les trois types de suspension de protéines. Les concentrations minimales 

en protéines pour la gélification thermique sont respectivement de 80 g/L pour l’IPND 

(isolat protéique non délipidé) et de 119 g/L pour l’IPD (isolat protéique délipidé). 

 

Tableau 11: Concentration totale en protéines à pH 7 pour obtenir un gel 

thermique 

Concentration protéique g/L 

 20 30 40 55 80 100 119 

IPND  liq Liq liq Epais gel gel Gel 

 IPD  liq Liq liq Liq liq épais Gel 

IPT liq - - Gel - - - 

IPND= Isolat de protéines non Délipidé, IPD= Isolat de protéines délipidé, IPT= Isolat de protéines totales, 

Liq= Liquide 
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Pour l’IPND, la matière sèche de la suspension est plus importante en raison de la 

présence de la graisse. Le gel a été obtenu avec moins de protéines que pour l’IPD, et la 

présence de graisse n'a pas interféré dans la construction du réseau moléculaire nécessaire 

à la formation du gel. Pour l’IPD, la concentration protéique de gélification thermique 

plus élevée peut être due à une dénaturation partielle des protéines en raison du traitement 

par solvant pour opérer la délipidation (Sawada et al., 2014; Sessa et al., 1998). 

Pour l’IPT, la concentration minimale en protéines pour la gélification thermique était de 

55 g/L. Ainsi, la suspension de protéines, la moins purifiée, a permis d'obtenir un gel avec 

une concentration en protéines plus faible. Les polysaccharides pourraient être impliqués 

dans la structure du gel. Ils pourraient augmenter la viscosité de la phase aqueuse à 

l'intérieur du réseau protéique, et améliorer la structure du gel (Berg et al., 2007). Cette 

hypothèse depart demande à être vérifieé. 

Nos résultats sont comparables à ceux d'autres études sur les extraits de protéines 

végétales. Les concentrations minimales de gélification de la globuline de pois et de la 

glycinine de soja sont respectivement de 84 et 66 g/L (sur une base protéique) (O’Kane 

et al., 2004). Récemment, (Nivala et al., 2021) ont rapporté que l'isolat de protéines de 

féverole formait un gel thermique à une concentration de 100 g/L. (Lawal et al., 2005) 

ont signalé une concentration gélifiante plus élevée (180 g/L) pour les fractions de 

globulines de Néré, préparées par précipitation isoélectrique, par rapport à celle des 

isolats protéiques de pois, de soja et de féverole. En revanche, la concentration minimale 

de gélification était de 80 g/L pour un extrait de protéines entières (glob+alb) de Néré. 

L'extrait le moins purifié donne un gel nécessitant la concentration en protéines la plus 

faible possible (Lawal et al., 2005). 

La gélification thermique des isolats de protéines végétales nécessite de fortes 

concentrations en protéines. De plus, les processus d'obtention de ces isolats sont 

complexes et prennent du temps. Cette méthode ne semble pas être très durable pour 

produire des aliments riches en protéines. L'utilisation d'extraits non purifiés devrait être 

privilégiée. A titre d'exemple, le modèle de production du jus de soja est intéressant car 

il permet d'obtenir un gel thermique avec une concentration initiale en protéines de 30 

g/L (Mullin et al., 2001). La formation du gel de soja est un processus en deux étapes 

nécessitant la dénaturation des molécules de protéines suivie de leur agrégation 

(Kohyama et al., 1995). Le traitement thermique provoque l'exposition des groupes 
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hydrophobes et les molécules de protéines exposées sont chargées négativement. De plus, 

l'ajout de sels induit une neutralisation de la charge sur ces agrégats de protéines chauffés, 

permettant aux interactions hydrophobes de se produire et entraînant la formation de gel 

(Gandhi and Bourne, 1988; Guo et al., 2015). Cette question devrait être explorée avec 

les protéines de Néré afin d'améliorer l'étape de gélification à partir de suspensions de 

protéines à faible concentration. 

 

I.31 Conclusion partielle de la partie 1 

Grâce à sa teneur élevée en protéines et en matières grasses, le P. biglobosa est 

une matière première qui devrait trouver d'autres utilisations que sa transformation en 

condiment. Ainsi, notre travail indique que les graines de P. biglobosa sont adaptées au 

développement de produits à base de protéines. Le processus d'extraction des protéines 

de la farine de P. biglobosa est une étape cruciale. Dans des conditions alcalines et en 

présence de sel, le taux d'extractibilité peut atteindre 57%. A partir de l'isolat de globuline 

et d'albumine, une gélification a été obtenue avec des concentrations élevées de protéines. 

Il est donc raisonnable de conclure que cette méthode ne convient pas à la production 

d'aliments riches en protéines. En revanche, l'utilisation d'un extrait moins purifié avec 

un procédé plus simple a permis d'obtenir un gel nécessitant une concentration en 

protéines plus faible. Des études complémentaires sont nécessaires pour améliorer ce 

modèle d'aliment riche en protéines, en particulier sur la résistance mécanique du gel et 

sur l'acceptabilité potentielle par les consommateurs. 
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Partie 2 : Sélection des bactéries lactiques protéolytiques capables de 

fermenter le jus de Néré, réduire les facteurs antinutritionnels afin 

d’accroître la biodisponibilité des nutriments. 

 

Dans cette partie de la thèse on se focalise sur les souches à utiliser, l’impact du 

traitement thermique sur la flore pathogène, le comportement des souches et la 

caractérisation des modifications biochimiques de la farine et du jus de Néré. 

Quatre souches de Lactobacillus plantarum : PFC-P1C1, SFSAC-P1D2, VFVN-

P2A12 et VFVN-P2C3 isolées à partir de produits (viande,poisson et soja) fermentés 

d’Asie du Sud -Est ont été utilisées. Ces souches font partie de la banque de souches de 

bactéries lactiques du laboratoire international « Tropical Bioresources & Biotechnology 

», un laboratoire international associant des équipes de l’UMR PAM (AgroSup Dijon, 

Université de Bourgogne) et de l’Université en Sciences et Technologies de Hanoi (Viet 

Nam). Ces souches ont été choisies sur la base des performances technologiques, des 

activités protéolytiques et des paramètres nutritionnels (élimination des facteurs 

antinutritionnels). Deux autres souches de L. plantarum : Lp-WCFS1 et Lp-NC8, 

largement citées dans la littérature, sont utilisées comme des souches des références. 

(Diep et al., 2009; Tai et al., 2015)  

La quantification de facteurs antinutritionnels (FAN) dans la farine de graines de 

Néré a été évaluée, par des méthodes standard de spectrophotométrie dans le but de 

fournir des données qui permettront l'utilisation efficace de la farine et du jus issus de 

graines avec et sans tégument. La croissance des souches de L. plantarum a été évaluée 

par plusieurs paramètres tels que le dénombrement des colonies, la mesure du pH, et 

l’acidité titrable. 

Enfin l’effet de traitements thermiques et de la fermentation par les souches de L. 

plantarum sur les teneurs en FAN et la digestibilité in vitro des protéines a été évalué sur 

des jus de Néré fermentés. La diminution des principaux antinutriments, inhibiteurs de la 

trypsine, polyphénols totaux, tanins condensés et acide phytique, et l’augmentation de la 

qualité de la digestibilité in vitro des protéines ont été suivies. 
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I.32  Facteurs antinutritionnels dans la graine de Néré  

Les données concernant la répartition des facteurs antinutritionnels entre la farine 

entière et celle décortiquée dans la graine de Néré sont rares. Comme dans toutes les 

légumineuses, le germe contient les plus fortes teneurs en nutriments (protéines, lipides 

et cendres). Dans les légumineuses, les phytates sont uniformément répartis dans les 

cotylédons où ils sont associés aux corps protéiques. On retrouve également des facteurs 

antinutritionnels localisés dans les téguments des graines.  

Les facteurs antinutritionnels : polyphénols, tanins, acide phytique et les activités 

inhibitrices de la trypsine (TIA) dans les graines de Néré ont été déterminés à deux stades 

: farine de Néré avec tégument et sans tégument. 

 

I.32.1 Polyphénols totaux  

Les polyphénols sont connus pour inhiber les activités des enzymes digestives et 

leur présence, même à de faibles teneurs, n'est donc pas souhaitable, même si les 

méthodes de transformation et de cuisson réduisent considérablement ce phénomène 

(Nowacki, 1980). 

La farine de graine de Néré avec tégument et sans tégument possède une teneur 

en polyphénols totaux équivalente de l’ordre de 9,7 mg/g de farine de Néré exprimée en 

‘Equivalent d’Acide Gallique’ (Figure 24). 
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Figure 24 : Dosage des polyphénols dans les farines de graines de Néré avec et sans 

tégument.  

 

 

Les teneurs en polyphénols totaux entre la farine de graine sans tégument et avec 

tégument sont similaires. Le tégument représente environ 27% du poids de la graine mais 

son élimination ne fait baisser la teneur en polyphénols totaux que de 3%.  Le décorticage 

de la graine n’est donc pas suffisant pour abaisser significativement la teneur en 

polyphénols totaux dans la farine de Néré. Des études menées par plusieurs auteurs ont 

montré que les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires 

qui sont omniprésents dans les plantes et les produits végétaux (Razali et al., 2008). 

Différentes méthodes de transformation, telles que le trempage, la germination (24–72 h) 

et le séchage à l’étuve peuvent être utilisées pour réduire significativement les niveaux de 

polyphénols dans la farine de légumineuses (Alonso et al., 1998; Chau and Cheung, 

1997).  

    

I.32.2  Tanins condensés  

Les teneurs en tanins condensés, exprimées en équivalent catéchine, sont 

présentées sur la Figure 25. La farine de la graine de Néré avec tégument renferme 2,15 

mg/g d’équivalent catéchine contre 1,41 mg/g d’équivalent catéchine dans celle sans 
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tégument. Le décorticage de la graine permet donc une réduction de 34% de la teneur en 

tanins dans la farine. 

 

Figure 25: Dosage des tanins dans les farines de graines de Néré avec et sans 

tégument. Les lettres représentent les différences significatives à p<0,05 

 

La dégradation des tanins condensés peut suivre différentes voies impliquant 

plusieurs enzymes telles que les décarboxylases et oxygénases et elle peut également être 

réalisée par activité microbienne (Bhat et al., 1998). Un mécanisme similaire pourrait 

également être envisagé dans le cas du Parkia biglobosa. Les tanins étant principalement 

concentrés dans les coques, le décorticage précédent était déjà utile pour réduire leur 

contenu. 

 

I.32.3  Acide phytique  

Les résultats du dosage de l’acide phytique dans la farine de Néré avec et sans 

tégument sont présentés dans la Figure 26. 
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Figure 26: Dosage de l’acide phytique dans les farines de graines de Néré avec et 

sans tégument.  

 

L'acide phytique (hexaphosphate de myo-inositol) est considéré comme un 

antinutriment en raison de sa capacité à chélater les minéraux divalents et à empêcher leur 

absorption.  Les teneurs sont comparables pour la farine avec et sans tégument, 0,473 

mg/g et 0,485 mg/g respectivement. Les teneurs disponibles dans la littérature sont 

comprises entre 0,06 à 1,3 mg/g (Elemo et al., 2011; Gernah et al., 2007; Thompson, 

1993). L’origine géographique peut expliquer cette différence de teneur. Les phytates 

étant majoritairement retrouvés parmi les protéines dans les cotylédons de la graine, il est 

normal que le dépelliculage n’ait pas d’impact. 

 L’acide phytique peut être éliminé par traitement thermique ou fermentation. La 

réduction observée de la teneur en acide phytique dans les graines des légumineuses 

pendant les traitements thermiques pourrait être en partie due à la nature thermolabile de 

l'acide phytique et à la formation d'insolubles complexes entre l’acide phytique et d'autres 

composants (Udensi et al., 2007b). 

 

I.32.4 Activité inhibitrice de la trypsine  

Les résultats du dosage de l’activité inhibitrice de la trypsine dans la farine de 

Néré avec et sans tégument sont présentés dans la Figure 27. Les résultats sont exprimés 

en quantité de trypsine inhibée (QTI) par gramme d’échantillon testé. 
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Figure 27: Dosage de l’activité inhibitrice de la trypsine dans les farines de graines 

de Néré avec et sans tégument.  

  

Les graines de Néré avec et sans tégument contenaient des niveaux similaires 

d’inhibiteur de trypsine. Les teneurs QTI sont de 0,043 mg/g ±0,021 et 0,044 mg/g ±0,003 

respectivement dans la farine de graines de Néré avec tégument et sans tégument. Il n’y 

a pas d’impact du dépelliculage. Des valeurs similaires sont  données par (Soetan et al., 

2014). Consommés sur une longue période, des produits présentant une activité anti-

trypsique même faible engendrent les effets négatifs sur le métabolisme protéique 

(Thompson, 1993).  

Les méthodes de traitement impliquant un traitement thermique sont très efficaces 

pour  éliminer l'activité anti-trypsique dans les graines de légumineuses tandis que le 

trempage et la germination ont un moindre impact (El-Adawy, 2002). L’effet de ce type 

de traitement sera mis en évidence sur le traitement de jus de Néré avant fermentation. 

 

I.33 Fermentation du jus de Néré  

La fermentation du Néré par Bacillus subtilis pour produire du soumbala est un 

exemple de fermentation alcaline. Ce condiment alimentaire est considéré comme le plus 

important de toutes les régions d'Afrique centrale et de l’ouest (Odunfa, 1986). L’étude 

de cette fermentation a été assez bien décrite dans la bibliographie. Par contre, à notre 

connaissance, aucune étude n’a été menée sur la fermentation de jus végétal issu de farine 

de graines de Néré et fermenté par des bactéries lactiques.  Lactobacillus plantarum étant 

un genre présentant de nombreuses qualités pour s’implanter dans différents milieux, 

plusieurs souches isolées de produits fermentés ont été testées sur un jus de graine de 

Néré. 
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I.33.1 Obtention d’un jus microbiologiquement stable 

Avant ensemencement avec des inocula de L. plantarum, nous avons vérifié que 

notre traitement thermique (pasteurisation) était efficace. Deux barêmes 

temps/température ont été testés sur le jus de graines de Néré : 95°C, 10 min et 100°C, 

10 min. Les bouteilles de 500ml de jus étaient placées dans un bain-marie à la température 

de consigne. Quand la température au sein du produit atteignait la température de 

consigne, le temps était alors décompté. Le temps moyen de montée en température des 

échantillons était de 10 à 14 min. Malgré ce traitement thermique il est apparu que le jus 

contenait encore des formes de microorganismes capables de se développer après 

incubation à 37°C pendant 24h. L’hypothèse de formes sporulées de certains germes a 

été avancée pour expliquer la présence de ces contaminations (Figure 28). Une 

contamination liée soit à la ‘Main d’œuvre’, ‘à la Matière Première’ est envisageable. En 

effet il faut rappeler que le procédé de dépelliculage se fait à la main, graine par graine, 

après une étape de trempage de 24h. 

Figure 28: Photographies d’observations au microscope optique (x1000) 

d’échantillons de jus de Néré incubés à 37°C pendant 24h après traitement 

thermique 

Le traitement thermique est largement utilisé pour prolonger la durée de 

conservation des produits végétaux. Les ascospores fongiques résistantes à la chaleur qui 

contaminent ces produits peuvent persister après la pasteurisation (Dijksterhuis, 2019; 

Santos et al., 2018) Pour obtenir un jus stérile avant ensemencement, un traitement 

thermique en trois étapes a été mis au point :  

Contamination après traitement thermique 
95°C pendant 10mn par des bacilles  

Contamination après traitement thermique
100°C pendant 10mn par des bacilles
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1-60°C pendant 10 min > élimination partielle de la flore présente dans le jus de 

Néré ; 

 2-incubation pendant 5h à 37°C > germination des formes sporulées ; 

 3-95°C pendant 10 min > élimination totale des germes.   

 

I.33.2 Croissance des souches de L. plantarum sur MRS 

Un suivi des paramètres de croissance des différentes souches de L. plantarum sur 

bouillon MRS a été réalisé et les résultats sont mentionnés dans le tableau 12. 

 

Tableau 12:  Résultat de dénombrement sur MRS 

Souches  Densité optique 

(Do à 600 nm) 

Dénombrement 

(CFU/ml) 

Inoculum (μl) à 

ajouter à 50 ml à 

jus de Néré 

 Pré culture MRS 

( 24h à 37°C) 

Culture MRS 

(24 à 37°C) 

  

Lp-NC8 7,320±0,082b 7,477±0,042c 2,85E+09±8,39£+08b 175 

Lp-WCFS1 6,780±0,061a 6,833±0,119b 1,25E +09±8,62£+08a 400 

VFVNP2A12 7,470±0,120b 7,497±0,038c 2,50E +09±3,06£+08b 200 

VFVNP2C3 7,940±0,101c 8,033±0,015d 2,50E+08±2,89£+08b 200 

PFCP1C1 6,577±0,067a 6,527±0 ,021a 8,00E +08±7,02£+07a 625 

SFSACP1D2 7,380±0,030b 7,477±0,107c 1,30E +09±1,15£+08a  385 

Les données sont la moyenne de trois écarts-types d'expériences indépendantes (n=3). a-c Les lettres 

représentent les différences significatives à p<0,05 Lp= Lactobacillus Plantarum, VFVN= ViandeFermentée VietNam, PFC= 

PoissonFermenté Cambodje , SFSA= Soja Fermenté Salé Cambodje  

 

Après 24h d’incubation à 37°C, les densités optiques relevées sont de même ordre 

de grandeur avec quelques variations d’une souche à l’autre.  Les souches de L. plantarum 

de références et du souchier du laboratoire montrent des moyennes comparables. On 

observe, comme attendu, une évolution de la croissance entre la pré-culture et la culture 

des souches. Le dénombrement sur PCA indique une croissance importante des 

différentes L. plantarum entre 8.108 à 28,8.108 CFU/mL. En établissant le lien entre la 

Densité Optique et la CFU/ml, cela a permis de trouver un volume d’inoculum à ajouter 
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dans 50 ml de jus de Néré en fonction de la souche pour obtenir un taux d’ensemencement 

identique de 107CFU/mL. Ce volume est variable pour les souches :  PFC-P1C1 (625μl), 

Lp-WCFS1 (400μl), SFSAC- P1D2(385μl), Lp-NC8 (175μl) et identique pour les 

souches VFVNP2A12 et VFVNP2C3 (200μl). Cette variabilité pourrait être due à la 

nature des matrices alimentaires de départ (viande, poisson, soja). 

 

I.33.3  Croissance des souches de L. plantarum dans le jus de Néré 

Les mesures du pH, de l’acidité titrable et le dénombrement des bactéries, après 

fermentation de 24h à 37° C des jus de Néré par les différentes souches sont présentés 

dans le tableau 13.  

Les pH des jus de Néré fermentés par les différentes souches de L. plantarum ont 

été très semblables. Une acidification s’est produite avec une légère diminution du pH 

pour tous les essais. Le pH initial du jus de Néré était de 5.26, les souches étudiées ont 

permis une baisse de pH comprise entre 4,62 et 4,55. Il semblerait que la variabilité du 

comportement des souches soit fonction de leur activité protéolytique ou de la matrice 

alimentaire de provenance donnant une certaine spécificité aux souches expérimentées.  

 

Tableau 13:  suivi de la fermentation après 24h à 37°C dénombrement de 

CFU/ml dans le jus de Néré fermenté sous ensemencement 107 UFC/ml (N0=107 

UFC/ml) 

Souches 

L. Plantarum  

 

 

pH 

 Dénombrement 

(CFU/ml) 

24 h, à 37°C 

Log N/N0 

Av 

thermique 

Après 

thermique 

Fermentation 

24h, 37°C 

Acidité titrable °D  

 

 

NC8  

 

5,50±0,01 

 

 

5,26±0,06 

4,58±0,01b 106,80±0,51c 1,13.109±1,7.108 cd 2,05 

WCFS1 4,55±0,01a 105,60±0,51c 4,40.108±1,15.107  a 1,6 

VFVNP2A12 4,62±0,02c 108,00±0,00 c 1,42.109±2,0.108  d 2,15 

VFVNP2C3 4,56±0,01ab 105,90±1,3c 6,40.108±1,22.107  ab 1,80 

PFCP1C1 4,61±0,01c 99,90±1,8b 5,30.108±7,57.107  a 1,72 

SFSACP1D2 4,57±0,06b 100,80±0,51b 9,00.108±8,33.107 bc 1,95 

Jus control 5,26±0,06 63,60±0,51a 0,00  +00 0 

Les données sont la moyenne de trois écarts-types d'expériences indépendantes (n=3). a-d Les lettres représentent les différences 

significatives à p<0,05  
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Comme pour toutes bactéries lactiques, le taux de diminution du pH était une 

indication de la performance de croissance des souches. Les souches VFVN-P2A12 et 

PFC-P1C1 sont celles qui acidifient le moins le milieu, la souche de référence Lp-WCFS1 

étant celle qui abaisse le plus le pH. Les souches de L. plantarum sont donc capables de 

s’implanter et d’utiliser les sucres initialement contenus dans le Néré comme substrats 

pour leur croissance. Des études antérieures ont également démontré la capacité de L. 

plantarium  à fermenter les légumineuses (Ren‐You Gan et al., 2017; Sarkar and Tamang, 

1995) . 

L’augmentation de l’acidité titrable suspecte la production d’acide lactique au 

cours de la fermentation (Tableau 13). L’acidité titrable du témoin était de 63.6° Dornic. 

La souche VFVNP2A12 a produit le plus d’acides avec un degré Dornic de 108. Les 

valeurs d’acidité titrable sont à corréler avec l’accroissement de la population bactérienne. 

En effet les jus présentant les acidités titrables les plus élevés ont les populations 

bactériennes les  

Figure 29: Echantillons de jus de Néré fermenté  par L. plantarum : deux souches de 

références (Lp-NC8 et Lp-WCFS1 et quatre souches du laboratoire  

 

plus importantes en UFC/mL. Nos résultats sont en accord avec une étude menée sur les 

céréales par (Guyot et al., 2003) qui ont montré des productions d’acides lactique et 

acétique. 

A la fin de la fermentation, l’abaissement du pH a permis la gélification du jus de 

Néré. On obtient un gel faible type ‘yaourt’, qui se maintient dans le tube après 

retournement (Figure 29).  Les produits fermentés présentaient des notes aromatiques 

associées à la fermentation lactique, ce qui améliore positivement la qualité d’odeur du 

jus de Néré qui présentait une odeur globale très verte, végétale.  
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I.34  Digestibilité in vitro des protéines dans le jus de Néré cru, traité 

thermiquement et fermenté  

 La mesure de la digestibilité ou simulation  de digestion gastro-intestinale in vitro 

(GIS) a été un moyen utile pour prédire le devenir des protéines du jus de Néré cru, traité 

thermiquement et fermenté par l’utilisation des deux enzymes impliqués dans la digestion 

gastrique et intestinale. Les résultats sont répertoriés dans les Figures 30 et 31 suivantes. 

 

I.34.1 Digestibilité des protéines du jus de Néré cru et traité 

thermiquement 

La digestibilité in vitro a été établie en suivant un protocole discontinu en système 

tampon impliquant la pepsine et la pancréatine (trypsine–chymotrypsine). L’échantillon 

contrôle (caséinate de sodium) a été hydrolysé à 100% dans nos conditions 

expérimentales. Le taux d’hydrolyse des protéines du jus de Néré cru a été de 53%.  Cela 

pourrait être dû à la résistance des globulines, principales protéines de l’échantillon, et à 

la présence d'une quantité considérable de facteurs antinutritionnels tels que l'acide 

phytique, polyphénols, tanins et facteurs antitrypsiques. 
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Figure 30: pourcentage de digestibilité in vitro des protéines du jus de Néré avec et 

sans traitement thermique. Les lettres représentent les différences significatives à p 

<0,05 

 

L'acide phytique diminue la solubilité de la protéine en la liant et il peut également 

rendre la protéine plus résistante à la digestion protéolytique (Deshpande et al., 1982).  

Les tanins sont également connus pour entraîner l'inactivation des enzymes digestives et 

insolubilité des protéines (Reddy et al., 1985). 

 La digestibilité des protéines du jus de Néré traité thermiquement s'est améliorée 

progressivement avec les températures de traitement 60°C et 95°C. Les températures de 

traitement et le temps semblaient avoir un effet cumulatif sur l'amélioration de la 

digestibilité des protéines dans le jus de Néré. Cependant le traitement statistique ne 

montre aucune différence significative entre le jus traité à 60°C et 95°C pendant 10 min.  

Le protocole utilisé est une succession d’étapes qui engendrent une variabilité 

potentiellement importante. Ceci explique que même si la tendance sur les moyennes 

montrait une amélioration du taux d’hydrolyse à 95°C, ce résultat ne ressort 

significativement différent. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature 

sur le traitement thermique de protéines qui rapportent une augmentation de la 

digestibilité in vitro de protéines peut s’expliquer par l’élimination d’une partie des 

substances anti-nutritionnelles telles que les phytates, les tanins et les inhibiteurs de 

trypsine, dont les teneurs baissent considérablement après un certain temps de cuisson 

(Elsheikh et al., 2000 ; Clemente et al., 2000).  

Une autre raison pouvant expliquer l’augmentation de la digestibilité in vitro des 

protéines est la dénaturation des structures moléculaires des protéines au cours du 

traitement thermique. En effet, la température entraine la rupture des liaisons hydrogènes 

et hydrophobes ;   la molécule protéique se trouvant ainsi ouverte et les protéines plus 

exposées aux sites actifs des enzymes digestives (Duodu et al., 2003).  

 

 

I.34.2  Digestibilité in vitro du jus de Néré fermenté par les souches de 

L. plantarum 

La digestibilité in vitro de protéines contenues dans le jus de Néré fermenté avec 

les différentes souches est reportée sur la Figure31. 
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L’un des objectifs de cette étude est d’améliorer la digestibilité des protéines du 

jus de Néré fermenté par l’utilisation des souches de L. plantarum pour augmenter la 

valeur nutritionnelle de ce dernier.   

 

Figure 31: pourcentage de digestibilité in vitro des protéines du jus de Néré fermenté 

par les différentes souches de L. plantarum utilisées.  

JNF= Jus de Néré Fermenté, JNFVFVN= Jus de Néré Fermenté ViandeFermentée VietNam, PFC= PoissonFermenté 

Cambodje, SFSA= Soja Fermenté Salé Cambodje 

 

Quelle que soit la souche, la digestibilité in vitro du jus de Néré fermenté est 

comparable à celle du contrôle sur caséinate de sodium. Les taux sont de l’ordre de 95-

98%. Les jus ayant été traités thermiquement, accroissent le taux d’hydrolyse de 58%, la 

fermentation a permis de gagner +19% de taux d’hydrolyse. 

Les expériences précédentes ont montré que le trempage dans l’eau, le 

dépelliculage et le traitement thermique ont un effet important de réduction des facteurs 

antinutritionnels (tanins, facteurs antitrypsiques, phytates) de la matière première utilisée 

pour obtenir le jus de Néré. L’effet de la fermentation peut être expliqué en partie par la 

présence de plusieurs activités enzymatiques : phytases, polyphénol oxydases chez les 

souches de L. plantarum qui contribuent à une diminution significative des facteurs 

antinutritionnels.  Ce résultat est en accord avec les études faites par (Chau et al., 1997; 

Moubarak, 2005), qui ont signalé que différentes méthodes de traitement traditionnel tels 

que le décorticage, le trempage, la cuisson, la fermentation ou la germination ont un 
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impact pour améliorer la qualité nutritionnelle des légumineuses alimentaires à divers 

degrés.  

Lors de la fermentation une activité protéasique élevée a souvent été rapportée 

dans la fermentation des aliments protéinés à base de soja :  le tempeh et miso  (Kao and 

Robinson, 1978), soja fermenté (Boralkar and Reddy, 1985; Grewal, 1992 ;  Goyal 1991). 

Une augmentation de l'azote aminé par la fermentation signifie une dégradation partielle 

des protéines en peptides et acides aminés, résultant en une amélioration des protéines 

digestibles  (Kao and Robinson, 1978).  

Les effets de la fermentation sur ces différents paramètres ont été déterminés dans 

la suite de notre étude. 

 

I.35  Facteurs antinutritionnels dans le jus de Néré fermenté par les différentes 

souches de L. plantarum 

 

I.35.1 Polyphénols totaux dans le jus de Néré fermenté par les souches 

de L. plantarum 

Des variations importantes se sont produites dans le contenu polyphénolique du 

jus de Néré fermenté à 37°C pendant 24H par les différentes souches de L.  plantarum 

(Figure 32). Le témoin correspond au jus de Néré cru. 
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Figure 32: Dosage des polyphénols  dans le jus de Néré fermenté par les différentes 

souches de L. plantarum utilisées. Les lettres représentent les différences significatives 

à p<0,05 

 

Selon les souches utilisées, les teneurs en polyphénols sont réduites de 31 à 41% 

par rapport au témoin. Un traitement statistique nous montre que les souches : NC8, 

SFSC-P1D2, VFVNP2A12 et WCFS1ont un impact similaire sur la teneur en 

polyphénols. Par contre la souche VFVN-P2C3 engendre une plus faible baisse de la 

concentration polyphénols totaux dans le jus fermenté que les précédentes. L'effet de la 

fermentation sur les polyphénols peut être dû à l'activité du polyphénol oxydase présente 

chez les souches utilisées. Une baisse de la teneur en polyphénols pendant la fermentation 

a été signalée plus tôt dans divers aliments fermentés, le mil fermenté par des cultures 

pures de levures et de lactobacilles (Dhankher and Chauhan, 1987 ; Khetarpaul and 

Chauhan, 1990). 

 

I.35.2  Tanins condensés dans le jus de Néré fermenté par les souches de 

L. plantarum  

La valeur du témoin correspond à la teneur en tanins dans la farine de graine de 

Néré décortiquée non traitée thermiquement. Après fermentation nous observons une 

réduction variable de la teneur en tanins par toutes les souches de L. plantarum utilisées 

mais non significativement différente (Figure 33). 
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Figure 33: Dosage des tanins dans le jus de Néré fermenté par les différentes souches 

de L.  plantarum utilisées. Les lettres représentent les différences significatives à 

p<0,05 

 

La réduction des tanins est de l’ordre de 35% par rapport au témoin. Comme 

montré précédemment le décorticage (prédominance des tanins dans le tégument) des 

graines de Néré permet une élimination de près de 50% des tanins présents dans la graine 

complète.  Le trempage et le traitement thermique ont probablement une part importante 

dans la réduction des tanins par rapport à l’effet stricte de la fermentation. Ces résultats 

concordent avec ceux de (Moubarak, 2005) qui ont trouvé que la teneur en tanin des 

graines de haricot mungo (Vigna radiata.) était réduite après trempage à l'eau pendant 12 

h, l’ébullition dans l'eau du robinet pendant 90 min, l’autoclavage à 121° C pendant 35 

min et la cuisson au micro-ondes pour 15 min, respectivement. Ils sont également 

conformes à ceux rapportés par  (Udensi et al., 2007b) qui ont découvert que la teneur en 

tanin dans le niébé végétal a été réduit de 37, 12,5 et 37 % après trempage dans l’eau 

bouillante pendant 45 min, étuvage à 120° C pendant 30 min ou passage à l'autoclave à 

120° C pendant 15 min, respectivement.  
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I.35.3  Acide phytique dans le jus de Néré fermenté par les souches de 

L.  plantarum 

La fermentation du jus de Néré par les souches de L. plantarum en 

expérimentation affiche une réduction variable de la teneur en acide phytique de près de 

la moitié par rapport au témoin (Figure 34). Le témoin correspondait au jus de Néré cru. 

 

Figure 34: Dosage de l’acide phytique dans le jus de Néré fermenté par les 

différentes souches de L.  plantarum utilisées. Les lettres représentent les différences 

significatives à p<0,05 

 

De faibles variations sont observées entre les souches par rapport à leur capacité 

à réduire la teneur en acide phytique. Les essais fermentés avec les souches Lp-NC8 et 

VFVN-P2A12 ont des teneurs en acide phytique un peu plus élevées 0.24 et 0.26 (mg/g) 

respectivement, que ceux fermentés avec les autres souches testées :  SFSC-P1D2, PFC-

P1C1, VFVN-P2C3 et WCFS1, qui ne sont pas différents significativement entre eux.  

Ces résultats sont soutenus par une étude précédente faite par Lopez et al. (1983), 

qui ont montré la réduction de la teneur en acide phytique dans les produits fermentés par 

une large gamme de microflores possédant une activité phytasique. Une réduction 

sensible de la teneur en phytate de 68% due à la phytase endogène a été mise en évidence 

lors de la fermentation de haricots secs pré-trempés (P. vulgaris L.) pendant 48 h, sans 

l'ajout d'une culture de démarrage (Sandberg and Andlid, 2002) 
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I.36 Activité protéolytique des souches de L. plantarum sur le jus de Néré fermenté  

Les teneurs en peptides des jus de Néré fermentés (24 h d’incubation à 37°C) ont 

été déterminées par la méthode au Folin Ciocalteu et les résultats sont exprimés en 

équivalent tyrosine (Figure 35). Une augmentation de la teneur en polypeptides a été 

observée pour toutes les souches étudiées à la fin de la fermentation. Par rapport au temoin 

( jus de Néré cru). Etant donné les faibles écarts entre les valeurs en fonction des souches, 

il est difficile de différencier les souches entre elles. Seule la souche PFC-P1C1 présente 

une activité protéolytique clairement plus faible.  

 

 

L'augmentation de la teneur en peptides après la fermentation lactique peut 

s'expliquer par la capacité protéolytique des souches utilisées qui ont permis la 

dégradation des protéines. En effet, certaines bactéries lactiques possèdent un système 

complexe de dégradation, d'assimilation et d'utilisation des protéines, constitué de 

protéases et peptidases et intracellulaires membranaires et de plusieurs systèmes 

d'absorption de peptides (Savijoki et al., 2006). Selon les souches de L. plantarum, les 

données de la littérature mettent en évidence, soit une faible capacité protéolytique 

comme pour L. plantarum WCFS1 qui dégrade peu les protéines (Dallagnol et al., 2013 

1

1,1

1,2

1,3

1,4

1,5

1,6

1,7

1,8

1,9

2

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
 e

n
p

ep
ti

d
es

  (
m

g/
m

l)
d

u
 ju

s 
d

e 
n

ér
é

b

ecddede
c

a

Figure 35 : Concentration en peptides dans le jus de Néré fermenté par les différentes 

souches de L. plantarum. Les lettres représentent les différences significatives à p<0,05 
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; Liu et al., 2010), soit une puissante capacité protéolytique comme observée chez L. 

plantarum B1-6 (Rui et al., 2015; Wu et al., 2015). 

Les résultats de la présente étude ont démontré que la capacité protéolytique de L. 

plantarum était dépendante de la souche et que certaines souches, à savoir L. plantarum 

SFSC-P1D2, NC8, VFVN-P2A12 et VFVN P2C3, présentaient une capacité 

protéolytique plus élevée que les autres. Cette capacité protéolytique chez les souches 

utilisées est à mettre en relation avec le taux de la digestibilité in vitro des protéines sur 

les jus de Néré fermentés qui atteint près de 98%. 

I.37 Conclusion partielle sur la partie 2 

Toutes les souches de L. plantarum choisies se sont implantées dans le jus de 

Néré. Certaines ont montré des activités protéolytiques plus importantes ce qui présentent 

un intérêt pour améliorer la digestibilité des protéines. Il apparait que la combinaison des 

procédés physique (trempage, traitement thermique) et biologique (fermentation) permet 

de réduire significativement les teneurs en FAN et d’améliorer la digestibilité in vitro des 

protéines du jus de Néré fermenté. La réduction de la teneur en acide phytique et des 

polyphénols dans les produits fermentés, a été renforcé par les activités phytasique et le 

polyphénol oxydase présentes chez les souches utilisées.   

Le produit fermenté présente une texture de gel faible due aux traitements et à 

l’acidification du milieu au cours de la fermentation lactique. Il a été relevé que la qualité 

d’odeur du produit a été améliorée avec la production de note « lactique ».  La 

fermentation par   L. plantarum apparait donc comme un procédé très intéressant pour 

améliorer du point de vue nutritionnel et organoleptique des produits à base de jus de 

Néré.  
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Partie 3 : Caractérisation des gels de Néré en fonction des 

concentrations en MgCl2 et CaCl2, étude des propriétés des gels de Néré 

type tofu  

 

 

Cette partie de la thèse est consacrée à la fabrication d’un modèle alimentaire 

‘tofu’ de Néré qui répond à l’objectif de développement de nouveaux produits riches en 

protéines d’origine végétale comme alternative à l’usage du soja comme ingrédient de 

base. 

En partant du principe de préparation d’un tofu de soja, des jus de soja et de Néré 

ont été obtenus à partir de farines de soja et de Néré, fixant la teneur en matière sèche et 

en protéines.  Les deux jus (soja et Néré) ont subi un traitement thermique de 95°C 

pendant 10 min.   

Afin de déterminer la quantité de sels bivalents (MgCl2 et CaCl2) nécessaire pour 

une agrégation optimale des protéines, des expériences sur des jus dilués de soja et de 

Néré ont été conduites par deux méthodes : en tube avec centrifugation et par analyse de 

la turbidité des suspensions protéiques. 

Enfin les caractéristiques rhéologiques des tofus ont été étudiées par un test de 

compression uni axial et par rhéométrie dynamique (caractéristiques viscoélastiques). 

Une analyse sensorielle des tofus était initialement prévue en Guinée, avec une 

cohorte de consommateurs. Malheureusement cette étude n’a pu être faite compte tenu 

des conditions sanitaires liées à la pandémie du Covid-19. 

 

I.38 Composition chimique des jus de Soja et de Néré 

Les jus de soja et de Néré ont été obtenus à partir de farine de graines sans 

tégument, mis en suspension dans une solution aqueuse à pH10 puis filtrés sur filtre nylon 

200 mesh. La teneur en protéines des jus est donnée dans le tableau 14.  
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Tableau 14: Teneur en protéines et matière sèche des jus de soja et Néré 

Echantillons g protéines / 100 g jus %MS % protéines/MS 

Jus de Soja  5,56±0,35b 17,04±0,71 32,64b 

Jus de Néré 4,48±0,051a 14,87±0,61 30,17±0,051a 

Les lettres représentent les différences significatives à p<0,05 

 

La teneur du jus de Néré est de 4,48 g de protéines pour 100 g de jus. Cette teneur 

est suffisante pour réaliser les différentes expériences avec le jus de Néré sans dilution. 

Cette teneur est plus élevée pour le jus de soja qui est de 5,56 g pour 100 g de jus, la farine 

de soja étant initialement plus riche en protéines.  Le taux de récupération en protéines 

par rapport à la teneur initiale des farines est intéressant avec le procédé utilisé car il est 

de l’ordre de 65%. Les jus obtenus contiennent des lipides et polysaccharides (teneur non 

déterminée) et ont des teneurs en matière sèche comparables. L’étude comparative des 

tofus de soja et de Néré sera donc plus facile.  

 



Chapitre III : Résultats et discussion 

103 

 

I.39 Effet des sels bivalents pour l’agrégation des protéines des jus de Néré et soja   

I.39.1 Etude en tube à essai 

Afin de déterminer la quantité de sels bivalents nécessaire pour une agrégation 

optimale des protéines, des jus de soja et de Néré à teneur fixe en protéines ont été traités 

thermiquement, puis des solutions de MgCl2 et CaCl2 à différentes concentrations ont été 

ajoutées.  La répartition des protéines entre le surnageant et le culot permet d’estimer les 

concentrations en sels bivalents permettant obtenir les plus grandes quantités de protéines 

agrégées. Les résultats pour le jus de soja et le jus de Néré sont présentés sur les figures 

36 et 37. 

Figure 36 : Pourcentage en protéines dans le surnageant et le culot en fonction des 

concentrations de sels bivalents dans le jus de soja 

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

surnag Tofu soja 10mmol MgCl

surnag Tofu soja 20mmol MgCl
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surnag Tofu soja 80mmol CaCl
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Figure 37: Pourcentage en protéines dans le surnageant et le culot en fonction des 

concentrations de sels bivalents dans le jus de Néré 

 

Pour pouvoir étudier les effets de concentration de MgCl2 et CaCl2, l’expérience 

a été conduite avec des jus dilués. La concentration en protéines était de 1,5 g /100 ml. 

Cela a permis de différencier les effets MgCl2 et CaCl2 en fonction de la concentration. 

Le sel de calcium a un effet comparable sur les protéines de soja et de Néré. On constate 

une diminution de la quantité de protéines dans le surnageant avec les concentrations 

croissantes jusqu’à 60 mM puis une faible augmentation signifiant une plus faible 

agrégation des protéines. A la concentration de 60mM CaCl2, 7 à 9% de la quantité de 

protéine initiale du jus n’est pas agrégée. 

Avec le MgCl2, aucune différence significative n’a été mesurée sur les quantités 

de protéines dans les surnageants de jus de soja ou de Néré en fonction de la concentration 

en sel (10 à 120 mM). Il reste en moyenne 15% de la quantité de protéine initiale du jus 

qui n’est pas agrégée. 

Sans traitement thermique du jus végétal, il est seulement observé une 

sédimentation des protéines. Une fois que les protéines ont subi une dénaturation 

thermique, celles-ci vont s’agréger entre elles, les sels bivalents facilitant le phénomène. 

Des travaux antérieurs ont montré que les globulines de soja, principalement la 
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fraction11S, fixent le Ca2+ et le Mg2+ en induisant la formation d'agrégats (Rao and Rao, 

1975). L’effet négatif sur l’agrégation à des teneurs plus importantes en sels bivalent a 

déjà été montré. (Sorgentini et al., 1995) ont rapporté que les dilutions aqueuses de l'isolat 

de soja natif atteignent un maximum de turbidité dû à l'agrégation à une concentration de 

40 mM MgCl2. A des concentrations plus élevées de MgCl2, la turbidité diminue, 

indiquant ainsi la dissociation des agrégats de protéines. 

 

I.39.2 Etude au Turbiscan   

L'analyseur Turbiscan® Lab (Formulaction, France) a été utilisé pour étudier la 

stabilité des suspensions protéiques des échantillons testés en présence de sels bivalents. 

L'instrument est équipé de deux capteurs optiques synchrones qui mesurent la lumière 

transmise (T) et rétrodiffusée (BS), c'est à dire la lumière qui traverse l'échantillon et la 

lumière rétrodiffusée par l'échantillon, respectivement. Une lumière en mode balayage 

est émise directement dans l’échantillon, traversant l’échantillon du bas vers le haut. 

 Les échantillons de jus de soja et de Néré avec différentes concentrations de 

MgCl2 ont présenté des profils de transmission et de rétrodiffusion qui évoluent au cours 

du temps.  La diminution de la transmission dans le fond de l'échantillon indique une 

sédimentation. A l’opposé, la transmission augmente dans la partie supérieure de 

l'échantillon, indiquant la formation d'une couche de clarification. L'augmentation au 

milieu de l'échantillon indique que les particules ont augmenté de taille (floculation) 

permettant aux photons de traverser l'échantillon sans être diffusés. Une valeur de l'indice 

de stabilité Turbiscan (TSI) est calculée à partir des différentes valeurs. Toute 

déstabilisation d'une suspension protéique dans un milieu aqueux peut être déterminée 

par l'indice TSI. Plus la valeur TSI est élevée plus la stabilité de la suspension protéique 

est faible, et donc sa tendance à s'agréger et à se désagréger élevée. 

 La Figure 38 présente l'analyse de la stabilité globale de jus de Néré au moyen de 

la variation du TSI. 



Chapitre III : Résultats et discussion 

106 

 

 

 

Figure 38: valeurs de l’indice de stabilité au Turbiscan  (TSI) du Jus de Néré avec 

différentes concentrations du sel MgCl2 

 

Les profils TSI pour les échantillons de jus de Néré avec 120, 80, 60 mM de 

MgCl2, sont très similaires et indiquent une déstabilisation de la suspension protéique en 

comparaison avec le profil de transmission le plus stable : contrôle Néré 0 sel. Les 

échantillons à 20 et 40 mM de MgCl2 ont montré les valeurs de TSI les plus élevées en 

raison des phénomènes de clarification et de floculation qui ont eu lieu pendant les 

mesures. Ainsi, les suspensions protéiques du Néré avec 20 et 40 mM de MgCl2 ont 

présenté de valeurs de TSI (10 à 2000 sec) les plus favorables à l’agrégation. 

L’expérience a été reconduite en utilisant du CaCl2 entre 10 et 120 mM (Figure 39). 
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Figure 39: valeurs de l’indice de stabilité au Turbiscan  (TSI) du Jus de Néré avec 

différentes concentrations du sel CaCl2 

Les échantillons à 0 et 10 mM de CaCl2 offrent une sédimentation faible qui 

n’évolue pas dans le temps. Les échantillons à 60, 80 et 120 mM de CaCl2 montrent une 

stabilité colloïdale moindre favorisant la coagulation et la floculation des suspensions 

protéiques du Néré, sans possibilité de mettre en évidence un effet concentration. En 

revanche, l’échantillon à 40 mM de CaCl2 montre la plus forte déstabilisation avec une 

clarification très rapide due à l’agrégation des protéines et à l’augmentation de la taille 

des particules. Il est à noter que les valeurs maximales de TSI relevées sont avec le CaCl2 

trois à quatre fois supérieures que celles obtenues avec le MgCl2. 

Pour le jus de soja, avec une concentration de 40 mM de MgCl2, le profil de TSI 

(Figure 40) indique la plus forte déstabilisation de la suspension protéique (TSI 30 à 2000 

sec). Les échantillons à 20 mM de MgCl2 offrent un signal de rétrodiffusion et de 

transmission avec des valeurs de TSI de stabilité moindre. Pour des concentrations de 60, 

80 et 120 mM de MgCl2, une stabilité similaire à celle du contrôle 0 sel est mesurée. 
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Figure 40: valeurs de l’indice de stabilité au Turbiscan (TSI) du Jus de Soja avec 

différentes concentrations du sel MgCl2 

 

Avec le CaCl2 dans le jus de soja, l’effet concentration est plus difficile à cerner 

(Figure 41). Les TSI les plus hautes sont obtenues avec les concentration à 20 et 120 mM. 

Les échantillons à 60 et 80 mM CaCl2 ont montré une stabilité moindre. 

 

 

Figure 41: valeurs de l’indice de stabilité au Turbiscan (TSI) du Jus de Soja avec 

différentes concentrations du sel CaCl2 
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L’échantillon 40 mM de CaCl2 présente une stabilité relativement plus importante 

que les autres échantillons. Ceci apparait contradictoire avec les données des autres 

expériences où la concentration 40 mM était la concentration qui engendrait la plus forte 

agrégation des protéines dans la suspension.  

Avec le jus de soja on note également une efficacité plus importante du CaCl2 par 

rapport au MgCl2 dans la déstabilisation de la suspension protéique avec des valeurs de 

TSI supérieures. 

Nos résultats sont cohérents avec les données de la littérature (Molina and 

Wagner, 1999; Sorgentini et al., 1995). L’augmentation de la turbidité est due aux 

interactions électrostatiques entre les cations et les protéines. Ces interactions 

électrostatiques amènent les cations à former des ponts avec les protéines, ce qui entraîne 

la formation d'agrégats. Ce processus a été défini comme "l'effet d'agrégation" (Molina 

and Wagner, 1999). Par ailleurs, la diminution de la turbidité lorsque la concentration de 

sels augmente pourrait être due à la diminution de l'interaction électrostatique entre les 

cations et les protéines causée par les anions. Ce processus a été défini comme "l'effet de 

dissociation" (Molina and Wagner, 1999).  

Que ce soit par la méthode en tube avec centrifugation ou par le suivi de la 

turbidité des suspensions, il ressort que le CaCl2 permet une agrégation plus importante 

des protéines de Néré ou de soja. Ces expériences sur des jus dilués ont permis de retenir 

deux concentrations en sels de calcium et de magnésium : 20 et 40 mM, qui seront utilisés 

dans le procédé ‘tofu’ sur les jus de soja et de Néré. 

 

I.40 Caractérisation rhéologique des tofus de soja et de Néré  

I.40.1 Matière sèche tofu Soja et Néré à concentrations différentes de 

sels bivalents  

Des jus de soja et de Néré à des concentrations en protéines de 5,56 et 4,48 g/100 

mL, respectivement, ont été traités thermiquement à 95°C puis ont été coagulés en 

présence de sels bivalents (MgCl2 et CaCl2). Les coagulums obtenus ont été déposés dans 

des moules équipés de filtre nylon à 200 mesh puis égouttés pendant 24h. Les tofus 

obtenus ont été démoulés (Figure 42). 
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Figure 42: tofu Néré 20 Mm CaCl2 (a)    tofu de soja 20 Mm CaCl2 (b) 

 

Les pourcentages de matière sèche, d’humidité et de protéines dans les différents 

tofus obtenus sont présentés dans la tableau 15.  

 

Tableau 15:  Pourcentage de matière sèche, d’humidité et de protéines dans les tofus 

de Soja et de Néré à différentes concentrations de sels bivalents 

Echantillons de tofu  Matière sèche % % d’humidité % protéines 

Soja 20mM MgCl2 33,79±2,29bc 66,20±2,29 13,05±0,29b 

Soja 40mM MgCl2 40,19±3,08de 59,81±3,08 15,96±0,16c 

Soja 20mM CaCl2 25,97±0,65a 74,02±0,65 10,66±0,64a 

Soja 40mM CaCl2 31,46±0,88b 68,53±0,88 11,27±0,15a 

Néré 20mM MgCl2 35,53±2,57c 64,47±2,57 12,46±0,19b 

Néré 40mM MgCl2 42,27±0,69e 57,72±0,69 15,25±0,16c 

Néré 20mM CaCl2 40,40±0,76de 59,59±0,76 17,55±0,20d 

Néré 40mM CaCl2 36,76±0,69cd 63,23±0,69 15,34±0,23c 

Les lettres représentent les différences significatives à p<0,05 

 

Pour le soja, le tofu présentant la plus forte matière sèche et le plus fort 

pourcentage de protéines est obtenu avec une concentration de MgCl2 à 40mM. 

Contrairement aux expériences menées avec les jus dilués, c’est le MgCl2 qui permet 

a b
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d’obtenir les tofus avec la matière sèche, le taux de protéines les plus importants pour le 

jus de soja. 

Pour le Néré le tofu présentant la matière sèche la plus importante est obtenu avec 

MgCl2 à 40mM mais cela ne correspond pas au pourcentage le plus élevé en protéines. 

Le pourcentage en protéines le plus fort 17.5 % est obtenu avec le tofu Néré CaCl2 à 

20mM. Il faut noter une forte élimination de lactosérum après l’ajout des sels bivalents 

dans le jus de Néré par rapport au jus de soja, ce qui peut expliquer les plus forts taux de 

matière sèche et de protéines mesurés.  

Les pourcentages d’humidité des tofus obtenus (Soja et Néré), compris entre 

57,72±0,69 et 74,02±0,65 , sont en accord avec les données obtenues dans la littérature 

qui notent une teneur en eau généralement inférieure à 76 % (WANG et al., 1982), les 

classant dans la catégorie des tofus fermes.  

La coagulation de la protéine est l'étape la plus importante du processus de 

fabrication du tofu car le rendement et la qualité du tofu dépendent principalement de 

cette étape. La coagulation se produit en raison de la liaison croisée des molécules de 

protéines et les cations divalents. Des études antérieures ont montré que le chlorure de 

calcium et le chlorure de magnésium sont des coagulants très efficaces pour la préparation 

du tofu de soja (Prabhakaran et al., 2006) ; (Oboh, 2006; Poysa and Woodrow, 2002). 

Tout comme le type de coagulant, la concentration du coagulant affecte également la 

nature du tofu. La quantité de coagulant ajoutée dans la fabrication du tofu est l'un des 

points critiques car elle détermine la texture, la saveur et le rendement du produit (Wilson, 

1995). 

 

 

I.40.2 Caractérisation rhéologique des tofus de soja et de Néré 

I.40.2.1 Etude en compression uniaxiale 

Les propriétés rhéologiques des échantillons de tofu préparés en utilisant 

différentes concentrations de MgCl2 et de CaCl2 comme coagulants du jus de soja et du 

Néré ont été étudiées dans un premier temps avec l’application de grandes déformations. 

Un test en double compression a permis d’obtenir des courbes d’analyse 

représentant la force mesurée par le capteur en newton par rapport au temps en seconde 

telles que représentées sur la figure 43. Sur la courbe, cinq valeurs peuvent être relevées 

: les forces maximales et de retrait appliquées, la pente à l’origine, l’aire positive1 et l’aire 
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positive 2 qui donne le rapport A2/A1 qui fournit la valeur de la cohésion et l’aire négative 

qui correspond à l’adhésion du mobile au produit (partie collante).  

 

 

Figure 43: Courbes de compression uniaxiale du tofu de Néré à 20 mmol de CaCl2 

 

Les valeurs relevées sur les courbes pour les différents échantillons de tofus sont 

rassemblées dans le tableau 16. 

Tableau 16:  Etude de la rhéologie par Texture Analyser des tofus soja et Néré 

Echantillons  Force 

(N) 

Cohésion Adhésion 

 (10-3 N.s) 

Tofu Soja 20Mm MgCl2 2,76b 0,78g -8b 

Tofu Soja 40Mm MgCl2 4,51d 0,68ef -30b 

Tofu Néré 20Mm MgCl2 1,16a 0,58cd -70a 

Tofu Néré 40Mm MgCl2 8,23e 0,63ce -8b 

Tofu Soja 20MmCaCl2 2,60b 0,57bc -22b 

Tofu Soja 40Mm CaCl2 3,30bc 0,61cd -2b 

Tofu Néré 20Mm CaCl2 4,40cd 0,51a -0,3b 

Tofu Néré 40MmCaCl2 8,84e 0,57cd -20b 
Les lettres représentent les différences significatives à p<0,05 

 

Les caractéristiques texturales, notamment la dureté, l'élasticité, la cohésion, 

l’adhésion, la friabilité, etc, sont importantes pour l'évaluation de la qualité du tofu et sont 

des facteurs déterminants pour les consommateurs. Les mesures instrumentales peuvent 
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être mise en relation avec les critères sensoriels. Ainsi la force maximale peut être 

rapprochée de la dureté sensorielle définie comme la force nécessaire pour comprimer un 

produit avec les molaires. L'adhésivité est le travail/la force nécessaire pour surmonter 

les forces d'attraction entre la surface d'un produit et la surface d'un matériau (la sonde), 

cette valeur peut être reliée au caractère sensoriel collant. La cohésivité est la tendance 

d'un produit à cohérer ou à coller ensemble (Novaković and Tomašević, 2017), elle peut 

être reliée à la valeur de cohésion instrumentale. 

La force, la cohésion et l’adhésion des échantillons de tofu ont connu des 

changements substantiels avec les différents coagulants et leurs concentrations. Les 

résultats ont montré que la valeur de force maximale augmentait avec l’augmentation de 

la concentration de MgCl2 et CaCl2 dans le tofu soja et Néré. Les échantillons préparés 

avec 40 mM de MgCl2 et de CaCl2 présentent des valeurs de force environ deux fois plus 

grande qu’avec la concentration à 20 mM.  

Pour le facteur cohésion, la tendance est une valeur plus élevée avec les 

concentrations à 40 mM, mais significative seulement avec les tofus de Néré avec CaCl2 

et de soja avec MgCl2.  

La mesure du travail de retrait de la géométrie de la surface l’échantillon n’a pas 

été reproductible. Des valeurs entre 0,3 et 30 10-3 N.s ne sont pas significativement 

différentes. Les valeurs d’adhésion ne peuvent pas être exploitées. 

 

Le pic de force maximale correspond à la résistance du produit. En effet, plus la force 

appliquée est élevée, plus la structure du gel est résistante à la compression. Ce paramètre 

traduit donc la fermeté du produit. Le système est d’autant plus capable de résister à la force 

appliquée que la quantité de protéines et le taux de matière sèche sont importants. Le CaCl2 

apparait comme un agent coagulant permettant d’obtenir des gels des fermetés plus 

importantes. Ce résultat est en conformité avec une étude précédente qui rapporte qu’en 

comparant l'état de caillage à de protéines de soja, le pouvoir coagulant des sels était dans 

l'ordre suivant CaCl2 > MgCl2 > CaSO4 > MgSO4. A partir de ces résultats, il a été déduit 

qu'à la même concentration, les sels de calcium influencent plus la coagulation que les 

sels de magnésium et que les sels de chlorure influencent plus la coagulation que les sels 

de sulfate (Zhu et al., 2016). 
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Des résultats proches pour l’effet de la concentration en sels MgCl2 ont été mentionnés 

dans la littérature. (Xia et al., 2015) ont montré qu’une concentration faible de sel de 

magnésium entrainait une plus faible formation de coagulum avec les protéines de soja, 

insuffisant pour former un gel de tofu ferme.   

 

 

I.40.2.2 Rhéomètre à contrainte de déformation des tofus soja et Néré   

 

Afin de mieux apprécier les propriétés mécaniques des gels tofus préparés à partir 

du jus de soja et de Néré avec différents coagulants, les spectres mécaniques (G’, G’’ et 

tan δ) ont été mesurés sur un appareil Anton Paar Rhéodynamique à 25°C. Le module de 

stockage (G’) et le module de perte (G’’) ont été enregistrés à une fréquence de 1 Hz avec 

un balayage en déformation de 0,01 à 10%. La valeur de déphasage tang δ a également 

été calculée. Un enregistrement type est présenté Figure 44. 

Figure 44: Mesures Anton Paar RheoCompass de 3 échantillons tofu Néré 20mM 

MgCl2 décrivant le comportement rhéologique par déformation  
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Tous les échantillons de tofu Néré à différentes amplitudes de déformation ont 

montré des courbes similaires du module de stockage G’ et du module de perte G’’ sur la 

plage de 0,01 à 10% de déformation (Figure 44). Tout d’abord, on observe une 

prédominance du caractère élastique sur le caractère visqueux avec des valeurs constantes 

sur la plage de déformation 0,01 à 1%, puis les valeurs de G’ tendent à diminuer alors 

que celles de G’’ tendent à augmenter. Cette étape signifie que la déformation est trop 

importante et que la structure du matériau commence à être fragilisée ((Maltais et al., 

2008). Pour faciliter l’analyse des résultats, les moyennes de G' et G", à la fréquence de 

1 Hz et à 0.1% déformation ont été relevées sur les différentes courbes et regroupées dans 

la figure 45. 

 

Figure 45: : histogramme du module de stockage (G’) et de perte (G’’) des tofus Soja 

et Néré avec les concentrations de 20 et 40 mM de MgCl2 et CaCl2 

 

Dans le cas du tofu Néré et de Soja avec MgCl2 et CaCl2 on peut observer une 

prédominance du caractère élastique sur le caractère visqueux. Les modules de stockage 

G’max étaient les plus élevés pour les échantillons de Néré avec 40mM de CaCl2, puis 

20mM de CaCl2 et 40Mm MgCl2. Pour le tofu de soja, le G’max était obtenu avec 40mM 

MgCl2. 

Le rapport (G’’/G’) représenté par la tangente résultante de l'angle de phase (tan 

δ) donne une mesure relative de l'énergie perdue par rapport à l'énergie stockée dans la 

déformation cyclique. Une tan δ de 90° indique que le matériau est totalement visqueux, 

Soja SojaSoja

Soja

SojaNere NereNereNere



Chapitre III : Résultats et discussion 

116 

 

alors qu'un matériau élastique est caractérisé par une valeur tan δ proche de 0° (Alvarez 

and Canet, 2013). Toutes les valeurs de tang δ sont proches à toutes les concentrations de 

sels bivalents. Les échantillons ont été caractérisés par des valeurs tan δ comprises entre 

0,183 pour soja 20mM MgCl2 et 0,187 pour Néré 40mM CaCl2. On peut donc les qualifier 

de gels forts. Dans des conditions de petites déformations, ils présentent le comportement 

typique des solides viscoélastiques et, au-delà d'une valeur critique de déformation, ils se 

rompent plutôt que de s'écouler (Clark et al., 1992). 

Les valeurs G' ont clairement changé avec l'augmentation de la concentration en 

sels, ce qui signifie des changements dans les interactions protéine-protéine et protéine-

eau. La nette prédominance du caractère élastique sur le caractère visqueux est une 

caractéristique classique des tofus ; cela s’expliquerait par la structure du réseau protéique 

(soja ou Néré) continu dû à des interactions de type hydrophobes entre les agrégats, 

interactions permettant le stockage d'énergie mécanique, réversible durant la déformation 

du produit (Noh et al., 2005). 

De nombreuses études ont été menées sur le mécanisme de gélification des 

protéines de soja. En général, le mécanisme de gélification de la protéine de soja implique 

deux étapes : 1- la protéine de soja est chauffée et dénaturée. Cela conduit à l'exposition 

des groupements hydrophobes situés dans les molécules de protéines natives. 2-  les 

coagulants sont ajoutés pour stimuler la gélification pendant l'incubation (Nishinari et al., 

2014). Nos résultats avec le soja sont en accord avec les données de la bibliographie où 

des tofus de soja plus compacts sont obtenus avec les sels de MgCl2. Une coagulation plus 

rapide induirait des interactions plus importantes entre les protéines de soja et les ions de 

magnésium créant ainsi une structure de tofu plus compacte (Prabhakaran et al., 2006). 

 

I.41 Conclusion partielle partie 3 

Ce chapitre a permis de mettre au point un modèle alimentaire de type tofu à partir 

des farines de graines de Néré et de soja. L’effet de concentrations des sels bivalents 

CaCl2 et MgCl2 sur les jus de soja et le jus de Néré a été expérimenté. Quelles que soient 

les concentrations, une différence a été observée entre les deux sels selon la nature des 

protéines végétales. Dans les conditions de préparation du modèle alimentaire tofu), 

l’augmentation de la concentration en sel a augmenté la floculation et la coalescence 

jusqu’à un certain seuil puis a baissé. L’analyse au Turbiscan peut rapidement décrire 

l'état de la suspension protéique en présence des différentes concentrations de sels. Ainsi 
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la valeur de TSI a un potentiel pour être un outil de ciblage rapide des concentrations en 

sels ayant des liaisons plus élevées avec une suspension protéique. Les concentrations à 

20 et 40 mM de MgCl2 ou CaCl2 sont celles qui favorisent le plus l’agrégation des 

protéines et de facto la production du Tofu. Le taux protéique maximal pour le tofu de 

Néré était de 17,5 % avec 20mM de CaCl2. 

Les tofus obtenus sont caractérisés par la prédominance du caractère élastique sur 

le caractère visqueux. Les comportements rhéologiques entre les tofus Soja et Néré ont 

montré une différence selon la concentration en MgCl2 et CaCl2 ajouté. Le tofu de Néré 

possède des caractéristiques rhéologiques enviables au tofu de soja parfois meilleures. 

Par conséquent, la mise au point d'un tofu à base du jus de Néré peut contribuer 

efficacement à la diversité des produits à base du Néré dans le pays de l’Afrique de 

l’Ouest, offrant aux consommateurs un nouveau produit de Néré riche en protéines. 
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Conclusion générale  

 

Ce travail a été consacré à l’étude de la composition biochimique et de la physico-chimie 

d’un modèle alimentaire à base de protéines de Parkia biglobosa.  A partir des résultats 

obtenus les conclusions suivantes peuvent être faites : 

 

Extraction des protéines à partir de farine de graines de Parkia biglobosa 

     La délipidation par les solvants (éther de pétrole et éthanol) est une étape préalable 

pour améliorer le taux d’extractabilité des protéines à partir de la graine mais des 

alternatives devront être étudiées car cette étape est globalement couteuse et génère des 

polluants. L’extractabilité des protéines par voie humide a été la plus élevée aux pH 

alcalins. Les facteurs les plus influents sur le rendement d’extraction sont donc le pH et 

la présence de matière grasse. 

     La solubilité des fractions d’albumines et globulines est dépendante du pH du milieu 

de solvatation et de la présence de sels (NaCl). La fraction de globulines montre la 

solubilité la plus faible à pH compris entre 4 et 6. Cette propriété pourrait être exploitée 

pour la formation de gels protéiques après acidification ménagée. 

     Les profils en SDS-PAGE sont comparables à ceux décrits pour d’autres légumineuses 

comme le pois ou le soja avec un ensemble de protéines polymériques de tailles allant de 

150 à 15 kDA. 

     Avec un isolat de protéines totales (globulines et albumines), il est possible d’obtenir 

un gel thermique avec 8-12% de protéines. Dans cette expérience on remarque que, la 

présence de lipides est favorable à la formation d’un gel malgré une teneur en protéines 

plus faible. Le développement de nouveaux aliments à base de protéines de Néré semble 

donc envisageable mais le processus d’obtention d’isolats plus ou moins purifiés est 

difficilement envisageable à l’échelle de la Guinée, en l’état actuel de son agro-industrie.  
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Fermentation  

         L’objectif de la fermentation était d’utiliser un processus biologique pour réduire 

ou éliminer un certain nombre de facteurs anti-nutrionnels présents dans la graine de Néré 

et de modifier le profil aromatique des produits obtenus. 

       Nous avons quantifié certains facteurs antinutritionnels (FAN) dans la farine de 

graine avec et sans tégument. Pour les molécules localisées majoritairement dans le 

tégument, le dépelliculage permet de réduire significativement leur teneur. Des opérations 

comme le trempage, le dépelliculage peuvent limiter la présence de ces FAN. 

Globalement, la farine de graine de Néré sans tégument convient mieux dans la 

production du jus de Néré car présentant une quantité de FAN plus réduite. 

           Les souches L. plantarum étudiées sont capables de se développer sur le jus de 

graines de Néré, avec des croissances variables. Les mesures du pH et de l’acidité titrable 

montrent une diminution légère du pH et une augmentation de l’acidité titrable dans le 

jus de Néré fermenté. Les souches utilisées ont une capacité protéolytique qui a permis la 

dégradation des protéines en des petits peptides après la fermentation lactique. Une 

fermentation de 24h à 37°C a donné un produit gélifié où on pouvait remarquer une 

synérèse et des modifications des odeurs propres au Néré à travers une note lactique. 

              Les opérations préliminaires de traitement de la graine, les traitements 

thermiques et les activités enzymatiques des souches de L. plantarum ont pesé 

favorablement sur la réduction des facteurs anti-nutritionnels dans le jus de Néré fermenté 

avec une réduction significative de tous les FAN étudiés. La simulation gastro-intestinale 

in vitro (GIS) a été un moyen utile pour prédire le devenir des protéines du jus de Néré 

cru, traité thermiquement et fermenté. L’augmentation de la digestibilité des jus de Néré 

fermentés par les différentes souches a été gouvernée majoritairement par les enzymes 

des souches utilisées et les traitements thermiques. Le jus de Néré cru a présenté un 

pourcentage de digestibilité faible de 53%. Ce pourcentage a atteint 83 % avec un 

traitement thermique à 95 °C et 98% après fermentation. Ce choix a permis une 

élimination des facteurs antitrypsiques et d’autres facteurs anti-nutritionnels ainsi qu’une 

dégradation des protéines ayant pour conséquence une amélioration de la disponibilité 

des protéines à la digestion. L’utilisation du procédé de fermentation des légumineuses a 

donc permis de gérer le problème des facteurs anti-nutritionnels et la digestibilité.  



Conclusion générale et perspectives           

 

 

121 

 

                    La fermentation lactique et protéolytique de plantes légumineuses s’avère 

être un procédé prometteur afin de développer de nouveaux produits fermentés de 

meilleure valeur ajoutée, pouvant être fabriqués à faible coût. Nos travaux sur la graine 

de Néré peuvent constituer un point de départ à approfondir sur d’autres ressources de 

protéines végétales en Guinée (pois bambara, wouanjou). Une étude sensorielle serait à 

envisager afin de déterminer le niveau d'acceptabilité du jus de Néré fermenté par les 

consommateurs.  

 

Modèle alimentaire tofu : 

Un modèle permettant de maximiser l’utilisation des protéines disponibles dans la 

graine de Néré a été mis en place. La mise en suspension de la farine ainsi qu’une filtration 

à froid ont permis d’obtenir un jus possédant des aptitudes de transformation en tofu 

(riche en protéines et teneur en matière sèche). 

Notre travail a mis en évidence que la température de dénaturation des protéines 

de la graine de Néré est de 95°C. Une fois que les protéines ont subi une dénaturation 

thermique, celles-ci vont s’agréger entre elles. Des concentrations à 20 et 40 mM de 

MgCl2 ou CaCl2 sont celles qui favorisent le plus l’agrégation des protéines et l’obtention 

d’un type de tofu « ferme ». Le taux protéique maximal pour le tofu de Néré était de 17,5 

% avec 20mM de CaCl2. L’analyse du profil en compression uni-axiale a révélé que le 

jus de Néré gélifié avec le CaCl2 possède la plus grande résistance mécanique.  

Notre étude sur ce modèle alimentaire devrait être reconduite à partir de jus de 

Néré fermenté afin de bénéficier des apports de la fermentation lactique pour le produit 

fini en terme de teneur en FAN. Toutefois nous pouvons déjà affirmer que notre travail 

est une proposition pouvant contribuer efficacement à la diversité des produits à base du 

Néré dans les pays de l’Afrique de l’Ouest, offrant aux consommateurs un nouveau 

produit de Néré riche en protéines.  
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Perspectives de recherche  

Comme souvent en recherche, les réponses obtenues lors de cette thèse ont 

soulevé de nombreuses autres questions qui restent encore à étudier. Cette sous-section 

dresse une liste non exhaustive des travaux à poursuivre. Il s’agit de : 

Tout d’abord de poursuivre les travaux pour améliorer le modèle alimentaire riche 

en protéines, en particulier sur la résistance mécanique du gel et sur l'acceptabilité 

potentielle par les consommateurs. L’ajout des hydro-colloïdes dans le jus de Néré pour 

retenir l’eau suite à l’ajout des sels bivalents et caractériser le produit obtenu avec cette 

technique devrait être tenté ; 

Envisager l’utilisation d’un starter lyophilisé de souches de bactéries lactiques 

comme L. plantarum pour mettre en évidence les améliorations potentielles apportées par 

la fermentation sur un tofu lacto-fermenté pour la Guinée. Il conviendrait aussi de 

caractériser le sérum du jus de Néré et définir les possibilités d’utilisation ; 

Développer des procédés technologiques pour produire des protéines à partir des 

légumineuses africaines à graines pour tenter de les substituer aux protéines de soja dans 

le marché de l’alimentation humaine ;  

Réduire par des technologies appropriées ou par voie génétique la teneur des 

graines en précurseurs responsables du goût du Parkia biglobosa. 
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