
J/g
DETECTION DES PROTEINES DE SOJA OU DE LAIT

DANS LES PRODUITS DE VIANDE STERILISES OU NON 

A.FROUIN - C ■BARRAUD - D .JONDEAU

Service de Recherche de la Société OLIDA-CABY ASSOCIES
FRANCE

RESUME

Les auteurs ont cherché à améliorer la sensibilité des méthodes 
de détection des protéines de soja et des lactoprotéïnes.
Ils ont obtenu ce résultat en combinant la méthode de séparation 
physique, par solvants, filtrations et centrifugations, de HOOG, à 
la méthode de détection par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
de PENNY et HOFFMANN qu'ils ont modifiée.
Ils décrivent en détail leur méthode d'analyse.
Les résultats obtenus permettent de détecter des doses de 0,5 % de 
lactoprotéïnes ou protéines de soja sur des pâtés en boites l/6e 
stérilisés 1 h 15 à 117° C, ce qui correspond à un traitement ther­
mique de ces protéines dans des conditions pratiques, sévères, en 
présence de sucres et de divers ingrédients autorisés par la légis­
lation française.
Les limites de détection sont bien meilleures sur des produits non 
stérilisés; elles sont, par ailleurs, moins bonnes, voisines de 5 % 
sur les TVP obtenues par traitement thermique (Archer-Daniels) par 
suite, sans doute, des réactions de MAILLARD produites lors de la 
texturisation.
En tout état de cause, ces limites sont suffisantes pour les usages 
industriellement rentables de ces protéines.

SUMMARY

The authors wanted to improve the detection methods sensitiveness 
for soja proteins and lactoproteins.
They achieved this purpose by mixing the physical separation method 
(solvents, filtration and centrifugation) of de HOOG with the detec­
tion method by polyacrylamid gel electrophoresis described by PENNY 
and HOFFMANN.
They go into all the details of their analysis method.
The results allow to detect lactoproteins and soja proteins at the 
amount of 0,5 % on canned patties (cans=l/6) sterilised 1 h 15 at 
117° C; this agree with a thermic treatment of these proteins in 
practical hard condition, in the presence of sugars and all the in­
gredients the addition of which are authorised by the French Legis­
lation.
The detection limits are more accurate on non-sterilized products; 
they are not so good, nearly 5 %, for TVP manufactured (achieved) 
by thermical treatment (Archer-Daniels) on account of the MAILLARD 
reaction, which is the result of texturisation.
In any case, these limits are sufficient for profitable industrial 
uses of these proteins.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Autoren haben versucht, die Empfindlichkeit der 
Entdeckungsmethoden von Soja- und Milchproteinen zu 
verbessern.
Sie haben dieses erreicht durch eine Kombination der 
physikalischen Scheidungsmethode (mit Lösungsmitteln, 
Filtrieren und Zentrifugierung) von de Hoog mit der 
etwas veränderten Entdeckungsmethode von Penny und 
Hoffmann, welche auf der Elektrophorese auf Polyacrylamidge1 
beruht.
Sie beschreiben in allen Einzelheiten ihre Analysemethode.

Die Ergebnisse machen es möglich, Milch- oder Sojaproteine 
in einer Menge von Q,5% in eingemachten Pasteten festzu­
stellen, welche in 1/6 Dosen für eine Dauer von 1 Std.
15 Min. bei 117°C sterilisiert wurden, was einer Hitze­
behandlung dieser Proteine unter strengen praktischen Bedingungen 
in Gegenwart von Zucker und verschiedenen anderen, durch 
die französiche Gesetzgebung autorisierten Zutaten, 
gleichkommt.
Die Entdeckungsgrenzen sind sehr viel besser bei nicht 
sterilisierten Produkten j sie sind jedoch schlechter, 
nahe bei 5%, bei den durch Hitzebehandlung (Archer-Danie1s) 
erhaltenen T V P , zweifellos auf Grund der Mai 1lard-ReaktionßH' 
die während der Texturisierung stattfinden.

Auf jeden Fall sind diese Grenzen ausreichend für industriell 
rentable Anwendungen dieser Proteine.
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PRINCIPE DE LA METHODE

D e p u is  q u e lq u e s a n n é e s, l a  re c h e rc h e  des p r o t é in e s  de S o ja  ou de l a i t  
dans le s  p r o d u it s  de v ia n d e  a f a i t  l ' o b j e t  de nom breuses é tu d es e t 
p u b l ic a t io n s .
C ep en d an t, le s  m éthodes p u b lié e s  ju s q u 'à  p r é s e n t , n ' é t a ie n t  pas a s s e z  
s e n s ib le s  lo r s q u 'o n  le s  a p p l iq u a it  à des p r o d u it s  a y a n t s u b i de v i o ­
le n t s  t r a it e m e n t s  th e rm iq u e s , comme ceux u t i l i s é s  lo r s  de l a  s t é r i l i ­
s a t io n  des p r o d u it s  de v ia n d e .
Ces r é s u lt a t s  m é d io cre s  p ro v ie n n e n t  de l ' a l t é r a t i o n  p a r l a  c h a le u r  
des p r o t é in e s  s p é c if iq u e s ,  à l a  s u it e  des r é a c t io n s  de MAILLARD. Nous 
avons donc ch e rch é  à augm enter l a  s e n s i b i l i t é  des te c h n iq u e s  b asé e s 
s u r  l 'é le c t r o p h o r è s e  en g e l de p o ly a c r y la m id e , c a r  ce s m éthodes nous 
ont sem blé le s  m e i l le u r e s ,  d 'a u t a n t  p lu s  q u ' e l le s  se p r ê te n t  à une 
a d a p t a t io n  r a p id e  pour d é t e c t e r  to u te  a u t re  p r o t é in e  n o u v e lle ,  g râ ce  
au grand p o u v o ir  s é p a ra te u r  q u i le s  c a r a c t é r is e .
I l  nous a sem blé que le  m e i l le u r  moyen d 'au g m e n ter l a  s e n s i b i l i t é  
de c e t t e  méthode é t a i t  de p ro cé d e r à une s é p a r a t io n  p r é a la b le .  
C ' e s t - à - d i r e  d ' é l im in e r  le s  p r o t é in e s  de h a u t p o id s  m o lé c u la ir e ,  e t ,  
de fa ç o n  p lu s  g é n é r a le , tou s le s  co rp s  q u i p euvent in t e r f é r e r  avec 
ceux que nous ch erch o n s à m e ttre  en é v id e n c e .
Nous avons donc re c h e rc h é  le s  méthodes p h y s iq u e s  de s é p a r a t io n  des 
p r o t é in e s  co rre sp o n d a n t à l a  tra n c h e  de p o id s  m o lé c u la ir e  que l ' é l e c ­
tro p h o rè se  s u r  g e l de p o ly a c r y la m id e  sé p a re  b ie n .
La m e il le u r e  nous a sem blé ê t r e  c e l l e  de P . de HOOG q u i c o n s is t e ,  
schém atiq u em ent, à é l im in e r  l ' e a u  e t  l a  g r a is s e  p a r s o lv a n t ,  p u is  le s  
p r o t é in e s  de h au t e t  t r è s  bas p o id s  m o lé c u la ir e  p a r  f i l t r a t i o n  e t  ce n ­
t r i f u g a t io n .
Nous avons p r é fé r é  l 'u s a g e  de l ' é t h e r  de p é t r o le  à l 'a c é t o n e ,  c a r  le  
p re m ie r a une a c t io n  m oindre s u r  l a  s t r u c t u r e  p r o t é in iq u e ,  p a r s u it e  
de sa  p lu s  f a ib l e  p o l a r i t é .
L 'e a u  e s t  évap o rée  au p r é a la b le  à f r o i d ,  pour le s  mêmes r a is o n s .
Le s p r o t é in e s  de p o id s  m o lé c u la ir e s  moyen e t  bas so n t ré c u p é ré e s  
p a r une s o lu t io n  de so u d e, a ju s t é e  à pH 9. On é lim in e  p a r f i l t r a t i o n  
l a  tra n c h e  de P.M . l a  p lu s  é le v é e , p u is  p a r c e n t r if u g a t io n ,  c e l l e  de 
t r è s  bas P.M .
Le s p r o t é in e s  r e s t a n t e s  so n t e n s u it e  r e p r is e s  p a r  l ' u r é e  e t  le  M e r- 
c a p t o l,  pour le s  r é d u ir e  à le u r  s t r u c t u r e  p r im a ir e .
A p rè s c e t t e  o p é r a t io n , nous e ffe c t u o n s  l a  s é p a r a t io n  proprem ent d it e  
p a r é le c t r o p h o r è s e  s u r  g e l de p o ly a c r y la m id e  à pH 9 ,5 .
L 'a n a ly s e  se te rm in e  p a r  c o lo r a t io n  au b le u  de C o o m a ssie , p u is  r i n ­
çag e .
L e s l im it e s  de d é t e c t io n  des p r o t é in e s  p u r e s , e xp rim ée s en p o id s  
s e c , se s it u e n t  aux e n v iro n s  de 0 ,5  à 1 % de l a  masse t o t a le  s u r  
p r o d u it s  s t é r i l i s é s .  E l l e s  so n t évidemment b ie n  m e il le u r e s  s u r  p ro ­
d u it s  non s t é r i l i s é s ,  e t  m oins bonnes s u r  le s  p r o d u it s  t e x t u r ë s  
avec t r a it e m e n t  therm iq u e v io l e n t .
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M E T H O D E

A / -  REA CTIFS

1 -  A c ry la m id e  Monomer ( C a n a lc o  )
2 -  N -  N' M éthylène b is  -  A c ry la m id e  b is  ( C a n a lc o  )
3 -  2 Amino -  2 H yd ro xym ethyl -  1 -  3 P ro p a n e d io l ( T r i s  )
4 -  N - N - N '  - N '  T é t r a t h y lè n e  d ia m in e  ( C a n a lc o  ) (TEMED) ( C a n a lc o  )
5 -  H C l  1 N
6 -  P e r s u lf a t e  d'am onium  ( C a n a lc o  )
7 -  R ib o f la v in e  ( C a n a lc o  )
8 -  G ly c in e  ( C a n a lc o  )
9 -  S u cro se

10 -  A c id e  a c é t iq u e  R P
11 -  B le u  de Coom assie  ( E d .G u rr .L o n d o n  -  T o u z a rt  e t  M atigno n )
12 -  B le u  de Bromophénol
13 -  M e rca p to ë th a n o l ( Eastm an -  T o u z a rt  e t  M atigno n )
14 -  D o d é c y ls u lf a t e  de sodium  ( = la u r a t e  s u lf a t e  de sodium  -  O SI )
15 -  E th e r  de p é t r o le  E^ : 4 5 -6 0

16 -  A lc o o l m é th y liq u e  pur
17 -  Urée p u re
18 -  S a b le  de F o n t a in e b le a u

S o lu t io n s

1 / -  A ' : H C l 48 ml )
T r i s 3 6 ,3  g )
Temed 0 ,2 3  ml )
H2 0 QSP 100 ml )

2 / -  B : H C l  N 48 ml )
T r i s 5 ,9 8  g )
Temed 0 ,4 6  ml )
H2 0 QSP 100 ml )

3 / -  C A c ry la m id e 60 g )
B is 0 ,4  g )
H2 0 QSP 100 ml )

4 / -  D : A c ry la m id e 20 g )
B is 5 g )
H2 0 QSP 100 ml )

5 / -  E : R ib o f la v in e 4 g )
H2 0 QSP 100 ml )

6 / -  F : S u cro se 40 g )
H2 0 QSP 100 ml )

7 / -  G : C a t a ly s e u r
A m n o -P e rs u lfa te 0 ,1 4  g )
H2 0 QSP 100 ml )

8 ,8 -9 ,0

6 , 6- 6,8
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8 / -  J  : C o lo r a n t  pour f r o n t  de s o lv a n t
S o lu t io n  de b le u  de brom ophénol à 0 ,0 0 5  %

9 / -  C o lo r a n t  Coom assie
C o lo r a n t  b r i l l i a n t  b lu e  : 0 ,2  %

1 0 /  -  Tampon pour é le c t r o d e s
S o lu t io n  s a tu ré e  de t é t r a b o r a t e  de 
0 ,5  % de d o d é c y ls u lf a t e  de sodium  

1 1 /  -  S o lu t io n  d 'e x t r a c t io n  de p r o t é in e s  
S o lu t io n  d 'u r é e  : 8 M

1 2 /  -  S o lu t io n  de f ix a t io n  des p r o t é in e s  e t  de

A lc o o l m é th y liq u e  300 ml
A c id e  a c é t iq u e  50 ml
H2 0 QSP 1000 ml

B / -  MATERIEL

Le m a t é r ie l  u t i l i s é  i c i  com prend, d 'u n e  p a r t ,  p lu s ie u r s  S o x h le t , d 'a u t r e  
p a r t ,  un a p p a r e i l  pour é le c t r o p h o r è s e  s u r  g e l de p o ly a c r y la m id e  -  C a n a lc o  
type 120 0 .

C /  -  MODE OPERATOIRE

sodium  co n te n a n t

d é c o lo r a t io n

P r é p a r a t io n  de l ' é c h a n t i l l o n

. P re n d re  un m o r t ie r ,  y m e ttre  40 g de s a b le  de F o n ta in e b le a u  e t  1 0 /1 2  g 
de l ' é c h a n t i l l o n

. B ie n  b ro y e r

. M ettre  l a  t o t a l i t é  dans une c a p s u le  en p o r c e la in e  avec un p e t i t  a g it a ­
te u r  en v e r r e

. M ettre  l a  c a p s u le  dans un d e s s ic c a t e u r  m uni d 'u n  d i s p o s i t i f  pour f a i r e  
le  v id e  e t  en p ré se n ce  de F  ̂ ° 5  (grand e s u r f a c e ) ;  f a i r e  le  v id e  ( 1 / 4  
d 'h e u re  à l a  trompe à e a u ) .

. M ettre  2 h à l ' é t u v e  à 5 0 /5 5 °  C , p u is  ch ang er le  F  ̂ 0,. s i  n é c e s s a ir e

. M élanger à nouveau le  contenu des c a p s u le s

. M ettre  une n u it  sous v id e  à 5 0 /5 5 °  C , t o u jo u r s  en p ré se n c e  de F  ̂ 0 
pour te rm in e r  l a  d é s h y d r a t a t io n .

. V e r s e r  le  co ntenu de l a  c a p s u le  s u r  du p a p ie r  Jo se p h , de m a n iè re  à pou­
v o ir  m e ttre  le  to u t dans un e x t r a c t e u r  de S o x h le t

. Dans l a  f i o l e  du S o x h le t , m e ttre  150 ml d 'é t h e r  de p é t r o le .  E x t r a ir e  
4 /5  h .

. F a ir e  s é c h e r le  co ntenu de l ' e x t r a c t e u r  à l ' a i r  l i b r e  de m a n iè re  à 
é v a p o re r l ' é t h e r  de p é t r o le  r é s id u e l .

. V e r s e r  le  m élange s a b le  + e x t r a i t  dans un b ê ch e r de 100 ml

. A jo u t e r  30 ml 0

. A ju s t e r  le  pH à 9 ,0  avec de la  soude N

. M ettre  au b a in -m a r ie  à 4 0 ° C pendant 15 mn en a g it a n t  de temps en tem ps. 
L a is s e r  d é c a n t e r .

. P r é le v e r  le  l iq u id e  e t  l ' e x t r a i t  q u i se tro u v e n t a u -d e s s u s  du s a b le ,  en 
f i l t r a n t  s u r  n y lo n .

. C e n t r if u g e r  3 à 4 mn à 3000 t/m n

. E l im in e r  le  su rn a g e a n t

. M e ttre  le  c e n t r if u g a t  dans un tube à e s s a i  avec 1 ou 2 ml d 'u r é e  8 M e t 
6 g o u tte s  de M e rca p to é th a n o l

. L a is s e r  en c o n ta c t  une n u it
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F a ir e  un g e l de s é p a r a t io n  A ' -  4 ml )
C ' -  4 ml ) pour 12 tubes 
G -  8 ml )

R e c o u v r ir  ave c de l ' e a u
A tte n d re  1 / 2  h ( ce g e l p eut se p r é p a re r  l a  v e i l l e  )

Electrophorèse

F a ir e le  g e l de c o n c e n t r a t io n  a p rè s a v o ir  é lim in é  l ' e a u

B -  0 ,5  ml )
D -  0 ,5  ml )
E -  0 ,5  ml )
H o -  0 ,5  ml )
F 2 -  2 ml )

R e c o u v r ir  avec de l ' e a u  
I l lu m in e r  1 / 2  h d e van t l a  lampe 
des g e ls
F a ir e  le  g e l d ' é c h a n t i l lo n  dans 
a p rè s  a v o ir  é lim in é  l ' e a u

B -  0 ,5 ml )
D -  0 ,5 ml )
E -  0 ,5 ml )
F -  2 ml )

P r é le v e r  une t u b u lu re  d ' é c h a n t i l lo n  (3 cm)
M élanger à un peu de g e l ( 0 ,3  m l)
R e c o u v r ir  avec du tampon d 'é le c t r o d e  
L a is s e r  1 / 2  h d e van t l a  lampe s p é c ia le
A p rè s 1 / 2  h , m e ttre  le s  tu b es s u r  l ' a p p a r e i l  à é le c t r o p h o r è s e ; f i n i r  de 
r e m p lir  t r è s  p ré ca u tio n n e u se m e n t tou s le s  tu b es ave c le  tampon pour é le c ­
tro d e s
V e r s e r  le  tampon pour é le c t r o d e s  doucement dans l a  p a r t ie  s u p é r ie u r e  en 
a jo u t a n t  le  c o lo r a n t  J  ( 1 à 2 g o u tte s  )
M élanger doucement
V e r s e r  le  tampon pour é le c t r o d e s  dans l a  p a r t ie  in f é r ie u r e  
M ettre  le  c o u ra n t 5 mA p a r tube
Quant le  c o lo r a n t  a t t e in t  1 à 2 mm a v a n t le  bas du tu b e , s o it  au bout de 
3 /4  d 'h e u re  à 1 h , e n le v e r  le  tube e t  c o r r ig e r  en conséquence l'a m p é ra g e  
pour amener le  f r o n t  d 'é le c t r o p h o r è s e  au même n iv e a u  s u r  le s  a u t r e s  tu b e s. 
S o r t i r  le  g e l du tube d 'é le c t r o p h o r è s e  e t  m e ttre  dans un tube à c o lo r a t io n  
co n te n a n t l a  s o lu t io n  d ' a lc o o l  m é t h y liq u e -a c id e  a c é t iq u e  de m a n iè re  â ce 
que le  g e l s o it  b ie n  r e c o u v e r t .
L a is s e r  en c o n t a c t  2 h
E l im in e r  l ' a l c o o l .  L a v e r  une f o is  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e
V e r s e r  l a  s o lu t io n  de b le u  de C o om assie  de m a n iè re  à b ie n  r e c o u v r ir  le  g e l 
L a is s e r  en c o n ta c t  2 h 
E l im in e r  le  c o lo r a n t
V e r s e r  l a  s o lu t io n  d ' a lc o o l  m é t h y liq u e -a c id e  a c é t iq u e  
P a r des la v a g e s  s u c c e s s if s ,  d é c o lo r e r  le  fond du g e l
La d é c o lo r a t io n  e s t  d 'a u t a n t  p lu s  a is é e  que l a  q u a n t it é  de c o lo r a n t  J  
a jo u té e  e s t  p lu s  f a i b l e .
Le temps de d é c o lo r a t io n  p eut a t t e in d r e  ou d é p a s s e r  24 h , i l  e s t  a lo r s  
p ru d e n t de m a in t e n ir  le s  tu b es à l ' o b s c u r i t é  pendant c e t t e  o p é r a t io n . 
E f f e c t u e r  la  le c t u r e  en co m p ara iso n  de tub es té m o in s , avec e t  sans le s  
p r o d u it s  r e c h e r c h é s .

s p é c ia le  pour e f f e c t u e r  l a  p o ly m é r is a t io n  

un b ê ch e r e n to u ré  de p a p ie r  d 'a lu m in iu m

/
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R E S U L T A T S

Les e s s a is  ont é té  e f f e c t u é s  s u r  des p r o d u it s  f a b r iq u é s  au la b o r a t o ir e  
s e lo n  deux s o rt e s  de fo rm u le s  :

a) -  P âté  de f o ie
b) -  P âté  de v ia n d e

co n te n a n t du f o ie ,  des g e lé e s ,  du m a ig re , du g r a s ,  du b la n c  d 'o e u f , de la  
f a r in e ,  des s e l s ,  é p ic e s  e t a ro m a te s, a u x q u e ls  ont é té  a jo u té e s  des quan­
t i t é s  v a r ia b le s  de p r o t ê ïn a t e  de s o ja ,  TVP e t /o u  c a s é ïn a t e .  Ces p r o d u it s  
é t a ie n t  c o n d it io n n é s  en b o it e  l /6 e  ronde e t  a u t o c la v ê s  à 1 1 7 °  C pendant 
I h 15 mn.
Le s r é s u lt a t s  ont é té  c o n f ir m é s , e n s u it e ,  s u r  f a b r ic a t io n  i n d u s t r i e l l e .
Les bandes o btenues s u r  le s  g e ls  p e rm e tte n t de c a r a c t é r is e r  le s  p r o t é in e s  
de s o ja  e t  le  c a s é ïn a t e  g râ ce  à des Rf  b ie n  d é te rm in é s .
M ais nous avons pu c o n s t a t e r  q u 'à  c o n c e n t r a t io n  é g a le  le s  TVP donnent
des bandes de c o lo r a t io n  m oins in t e n s e s  que le s  p r o t é ïn a t e s  de s o ja . C e la  
a pour conséquence de ne pas p e rm e ttre  d 'o b t e n ir  l a  même s e n s i b i l i t é  de 
d é t e c t io n  pour le s  deux form es de s o ja .  En e f f e t ,  l a  l im it e  que nous avons 
pu a t t e in d r e  pour le s  p r o t é ïn a t e s  de s o ja  e t  le s  c a s é ïn a t e s  e s t  de 0 ,5  % , 
t a n d is  que pour le s  T V P , nous n 'a v o n s  pas pu d e scen d re  a u -d e s s o u s  de 5 % . 
Ce r é s u lt a t  e s t  du au t r a it e m e n t  therm iq u e a p p liq u é  aux TVP lo r s  de le u r  
f a b r ic a t io n .
Ces l im it e s  nous ont p a ru  s u f f is a n t e s ,  a u s s i  n 'a v o n s  nous pas ju g é  u t i l e  
de p o u sse r d avan tag e l a  s é p a r a t io n  e t  l a  c o n c e n t r a t io n  des p r o t é ïn e s  com­
me l ' e u t  p e rm is  un usage p lu s  poussé de la  méthode de P .d e  H00G a v a n t 
1 ' é le c t r o p h o r è s e .

▼

S o j a
+ TVP 

I o %
¿% \  % *Cai«ïnôte$ J\ 70
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