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RÉSUMÉ 

Le marché des aliments fonctionnels, comprenant les produits probiotiques et les produits enrichis 

en protéines, est en pleine croissance ces dernières années. La majorité de ces aliments est à 

base de produits laitiers, or dû à l’intolérance au lactose, au véganisme ou encore par conscience 

environnementale, de plus en plus de consommateurs se tournent vers des alternatives 

végétales. Cependant, les protéines végétales sont dites « incomplètes » de par leurs déficiences 

en acides aminés essentiels (AAE). La plupart du temps, les légumineuses sont déficientes en 

méthionine et les céréales en lysine. En combinant ces deux types de protéines, l’apport en AAE 

peut être complet. En revanche, l’autre inconvénient des protéines végétales est qu’elles ont une 

digestibilité plus faible que les protéines animales. Des recherches ont montré que la fermentation 

lactique pouvait améliorer la digestibilité des protéines végétales, notamment par la réduction des 

facteurs antinutritionnels tels que les inhibiteurs à trypsine ou les phytates. Aussi, certains 

Lactobacillus spp. sont capables d’hydrolyser les protéines en peptides, qui sont plus facilement 

assimilables. Toutefois, cette activité protéolytique diffère d’une souche à l’autre. Très peu 

d’études ont évalué l’influence de la fermentation par des probiotiques sur la digestibilité et sur la 

qualité nutritive d’un mélange de protéines végétales, combinant une légumineuse et une céréale. 

L’objectif de ce projet de maîtrise, était de développer une boisson fonctionnelle riche en 

probiotiques et en protéines végétales. Pour ce faire, une boisson Bio-K+MD, contenant la 

combinaison de probiotiques Lactobacillus acidophilus CL1285, Lacticaseibacillus (Lactobacillus) 

casei LBC80R et Lacticaseibacillus (Lactobacillus) rhamnosus CLR2, a été utilisée et associée à 

des mélanges spécifiques de protéines. La première boisson a été enrichie en protéines de pois 

et de riz et contient 13% de protéines totales. La seconde boisson a été enrichie en protéines de 

chanvre et de pois pour 11% de protéines totales. Ces mélanges ont été sélectionnés afin d’avoir 

un apport complet en AAE, selon les spécifications de l'Organisation pour l'alimentation et 

l'agriculture (FAO). 

Dans un premier temps, les profils peptidiques des deux boissons fermentées développées, ainsi 

que leurs digestibilités in vitro ont été analysés, et comparés aux mêmes boissons non-fermentées 

ou non-enrichies en protéines, afin d’analyser à la fois l’effet de la fermentation lactique sur les 

protéines et l’effet de l’enrichissement en protéines. Suites à ces analyses, une des boissons a 

été choisie et sa qualité protéique a été déterminée in vivo. Pour finir, des analyses 

physicochimiques, microbiologiques et sensorielles ont été effectuées tout au long du stockage 

sur cette même boisson sélectionnée. 
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L’analyse des profils peptidiques a démontré que la fermentation permettait, pour les produits 

enrichis en protéines, une grande réduction des peptides de hauts poids moléculaires et une 

grande augmentation des peptides de petits poids moléculaires. Les résultats de digestibilité in 

vitro ont montré que les boissons enrichies en protéines avaient une digestibilité significativement 

plus élevée que la boisson non-enrichie et que la fermentation avait permis d’améliorer la 

digestibilité de la boisson enrichie en protéines de pois et de riz (PR). Également, l’étude in vivo 

a permis de démontrer que la fermentation pouvait augmenter significativement le coefficient 

d’efficacité protéique de la boisson PR, et donc sa qualité nutritive. En revanche, la fermentation 

n’a pas eu d’effet sur la digestibilité in vivo. L’étude au cours du stockage à 4 °C a démontré 

quelques changements physicochimiques, tels qu’une augmentation de la viscosité et de l’acidité 

titrable mais ces changements n’ont pas impacté l’appréciation sensorielle du produit, qui était 

principalement apprécié pour sa texture. Pour finir, la boisson PR a maintenu une grande 

concentration de probiotiques viables pendant le stockage à 4 °C, avec 8,4 log10 UFC/mL après 

143 jours. 

Les résultats obtenus dans cette étude ont permis de démontrer qu’une boisson fermentée à base 

de protéines végétales pouvait avoir une très bonne qualité nutritive. La boisson développée, 

enrichie en protéines de pois et de riz permet de répondre à la demande des consommateurs qui 

sont à la recherche d’aliments ayant des bienfaits sur la santé ainsi que des bonnes valeurs 

nutritionnelles. Ce produit pourrait être adapté pour plusieurs types d’individus, tels que les 

sportifs, les personnes âgées, les personnes véganes, ou encore les personnes intolérantes au 

lactose.  
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ABSTRACT 

The functional foods market, including probiotic and protein-enriched products, has been growing 

in recent years. The majority of these foods are dairy-based, but due to lactose intolerance, 

veganism or environmental awareness, more and more consumers are turning to plant-based 

alternatives. However, plant-based proteins are said to be "incomplete" because of their 

deficiencies in essential amino acids (EAA). Most of the time, legumes are deficient in methionine 

and cereals in lysine. By combining these two types of proteins, the intake of EAA can be 

complete. On the other hand, the other disadvantage of plant-based proteins is that they have a 

lower digestibility than animal proteins. Research has shown that lactic acid fermentation can 

improve the digestibility of plant-based proteins, particularly by reducing anti-nutritional factors 

such as phytic acid or trypsin inhibitors. Also, some Lactobacillus spp. hydrolyze proteins into 

peptides, which are more easily assimilated. However, this proteolytic activity differs from one 

strain to another. Very few studies have evaluated the influence of probiotic fermentation on the 

digestibility and on the nutritional quality of a mixture of plant-based proteins, combining a legume 

and a cereal. 

The objective of this project was to develop a functional beverage rich in probiotics and plant-

based proteins. For this purpose, a Bio-K+TM probiotic drink, containing the combination of 

probiotics Lactobacillus acidophilus CL1285, Lacticaseibacillus (Lactobacillus) casei LBC80R and 

Lacticaseibacillus (Lactobacillus) rhamnosus CLR2, was associated with specific protein 

combinations. The first beverage was enriched with pea and rice protein and contained 13% total 

protein. The second beverage was enriched with hemp and pea protein for 11% total protein. 

These blends have been selected to have a complete EAA intake, according to Food and 

Agriculture Organization (FAO) specifications. 

In a first step, the peptide profiles of the two fermented beverages, as well as their in vitro 

digestibility, were analyzed and compared to the same non-fermented or non-protein-enriched 

beverages in order to analyze both the effect of lactic acid fermentation on proteins and the effect 

of protein enrichment. Following these analyses, one of the beverages was selected and its protein 

quality was determined in vivo. Finally, physicochemical, microbiological and sensory analyses 

were carried out throughout storage at 4°C on the same selected beverage. 

The analysis of peptide profiles showed that, for protein-enriched products, the fermentation 

process resulted in a large reduction of high molecular weight peptides and a large increase in 

low molecular weight peptides. In vitro digestibility results showed that the protein-enriched 
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beverages had significantly higher digestibility than the non-enriched beverage and that 

fermentation improved the digestibility of the pea and rice protein-enriched beverage (PR). Also, 

the in vivo study demonstrated that fermentation could significantly increase the protein efficiency 

ratio of the PR beverage, and thus its nutritional quality. On the other hand, fermentation had no 

effect on in vivo digestibility. The study during storage showed some physicochemical changes, 

such as an increase in viscosity and titratable acidity, but these changes did not impact the 

sensory appreciation of the product over time, which was mainly appreciated for its texture. Finally, 

the beverage PR maintained a high concentration of viable probiotics during storage at 4 °C, with 

8.4 log10 CFU/mL after 143 days. 

The results obtained in this study demonstrated that a fermented beverage made of plant-based 

proteins could have a very good nutritional quality. This beverage, enriched with pea and rice 

proteins, meets the demand of consumers who are looking for foods with health benefits as well 

as good nutritional values. This product could be adapted for several types of individuals, such as 

athletes, the elderly, vegans, or people who are lactose intolerant. 
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CHAPITRE 1: REVUE DE LITTÉRATURE 

1. Introduction 

Le marché des aliments fonctionnels est en plein essor. Parmi eux se trouvent les aliments et 

boissons enrichis en protéines et les probiotiques. Ces derniers deviennent de plus en plus 

populaires chez les consommateurs qui se préoccupent de leur santé. On attribue notamment 

aux probiotiques des propriétés antidiarrhéiques, antihypertensives, la prévention des infections 

à Clostridioides (Clostridium) difficile et la modulation du système immunitaire (McFarland, 2007; 

Lye et al., 2009; Ashraf et Shah, 2014; Maziade et al., 2015; Kullar et al., 2020). Les boissons 

enrichies en protéines sont prisées par les sportifs, en particulier ceux pratiquants des sports de 

force, car elles participent au maintien et au développement de leur masse musculaire (Campbell 

et al., 1994). Elles peuvent également profiter aux personnes âgées notamment pour 

l’augmentation de leur masse musculaire (Børsheim et al, 2008) ou aux enfants dont les besoins 

en protéines sont plus élevés (Richter et al., 2019). Les produits enrichis en protéines le sont 

aujourd’hui pour la majorité en protéines animales (Grand view research, 2019). En effet, la 

majorité des produits protéinés contiennent du petit lait, ou « whey », un sous-produit de l’industrie 

laitière, comme source de protéines. Il existe peu de boissons enrichies en protéines végétales 

sur le marché comparativement aux boissons enrichies en protéines de sources animales. Selon 

Lumina Intelligence (2018), 22% des poudres de protéines sont d’origine végétale. Malgré tout, 

cette tendance est en train d’évoluer. Les consommateurs étant de plus en plus à la recherche de 

produits naturels, sains, biologiques et bons pour la planète, on observe les produits enrichis en 

protéines végétales prendre un peu plus de places sur le marché chaque jour. Le soya domine le 

marché des suppléments protéiques d’origine végétale, suivi par le pois. Aussi, les problèmes 

actuels de surpopulation, de manque de terres arables et de réchauffement climatique nous 

contraignent à devoir changer notre alimentation et notre vision quant aux sources des protéines. 

Ainsi, les protéines végétales, nécessitant moins de terres cultivables et libérant moins de gaz à 

effet de serre que la production animale, peuvent être une bonne alternative aux protéines 

animales. Cependant, les protéines végétales sont souvent de moindre qualité par rapport aux 

protéines animales (Boye et al., 2012). Elles sont souvent déficientes en un ou plusieurs acides 

aminés essentiels, faisant d’elles des protéines dites « incomplètes » (FDA, s.d.). Les protéines 

végétales sont également moins bien assimilées et digérées par le corps humain que les protéines 

animales, dû notamment à la présence de facteurs antinutritionnels (Gilani et al., 2012). 

Néanmoins, il a été démontré que les procédés de transformations tels que le blanchiment, le 
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rôtissage, la micronisation permettent l’augmentation de la digestibilité et de la valeur nutritive de 

certaines protéines végétales (Khattab et al., 2009). Notamment, la fermentation permet d’avoir 

une digestibilité d’une protéine accrue par rapport à la même protéine non fermentée. Ce 

traitement permet une préhydrolyse des protéines, et donc une meilleure assimilation de celles-

ci. La fermentation a également des effets positifs sur les propriétés sensorielles et physico-

chimiques du produit (Cagno et al., 2011; Schindler et al., 2012).  

 

2. Les aliments fonctionnels  

Les consommateurs manifestent un intérêt grandissant pour les aliments naturels et ayant des 

bienfaits sur la santé en général. Selon Statista (Statista, 2018), le marché des aliments 

fonctionnels a un avenir brillant, avec des revenus mondiaux de 300 milliards de dollars US en 

2017, et une prévision de 440 milliards en 2022. Concernant le marché nord-américain, les ventes 

d’aliments fonctionnels représentent 45 milliards de dollars US en 2019, et sont estimées à 68 

milliards pour 2024. Parmi les aliments fonctionnels, on retrouve les aliments enrichis (en 

vitamines, protéines, fibres, calcium, etc.), les aliments faibles en gras ou en sel, et les laits 

fermentés riches en probiotiques comme Bio-K+MD. Il n’existe pourtant pas de définition officielle 

des aliments fonctionnels. Selon le gouvernement du Canada (Agriculture et Agroalimentaire 

Canada, 2017), « les aliments fonctionnels sont les aliments renforcés avec des ingrédients 

bioactifs et qui offrent des bienfaits démontrés pour la santé ». Ils sont donc différents des 

nutraceutiques qui sont des extraits provenant de sources naturelles, ayant des bienfaits pour la 

santé et se présentant sous forme de pilules, poudres ou autres formes médicinales. Parmi les 

nutraceutiques, on retrouve par exemple les capsules d’oméga 3 extrait de poissons, la curcumine 

extraite du curcuma et les isoflavones isolées du soya. 

2.1. Les produits enrichis en protéines 

Les produits enrichis en protéines occupent une place de plus en plus importante sur le marché 

des produits enrichis. Ils sont souvent appréciés des sportifs et peuvent être une source de 

protéines intéressantes pour la population âgée qui est sujette aux carences en protéines. En 

effet, celle-ci requiert une quantité plus importante de protéines (Wolfe et al., 2008) pour maintenir 

une bonne balance en azote (Morais et al., 2006). Aussi, des études indiquent une réduction de 

la synthèse des protéines musculaires chez les personnes de plus de 60 ans (Guillet et al., 2004; 

Short et al., 2004), entraînant un besoin plus important en acides aminés pour permettre une 
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meilleure synthèse des protéines musculaires (Katsanos et al., 2005; Moore et al., 2014). De 

nombreux effets bénéfiques de l’augmentation de l’apport en protéines sur la population âgée ont 

été démontrés il y a plusieurs années (Campbell et al., 1994). Notamment, une augmentation de 

la masse corporelle et de la force a été mise en évidence (Børsheim et al, 2008), ainsi qu’un 

rétablissement plus rapide après une fracture de la hanche (Schürch et al., 1998) et une réduction 

du risque de devenir frêle (Beasley et al., 2010; Tieland et al., 2012). Avec parfois des problèmes 

physiques gênant l’alimentation, ou un manque d’appétit, les personnes âgées ont en général un 

bol alimentaire plus faible que la population adulte. L’utilisation d’aliments enrichis en protéines 

pourrait être une solution pour pallier à ce problème ainsi que pour augmenter l’apport en 

protéines chez les personnes âgées. En effet, il a été démontré que les petits repas riches en 

énergie et en protéines améliorent l’apport en protéines et autres nutriments chez les personnes 

âgées (Beelen et al., 2018; Lorefält et al., 2005). 

Les produits enrichis en protéines sont destinés notamment aux sportifs. L’alimentation d’un 

athlète est importante et a un effet direct sur sa santé, sa masse musculaire, sa récupération 

après l’effort, la disponibilité des substrats pendant l’effort, et finalement, sa performance (Thomas 

et al., 2016). Les sportifs auraient besoin d’un apport protéique supérieur comparé aux personnes 

ne pratiquant pas ou peu d’activités sportives (Phillips et al., 2011). Ils doivent compenser 

l’oxydation des protéines et des acides aminés durant l’exercice, et doivent fournir un substrat 

pour l’accumulation de tissu maigre ainsi que pour la réparation de lésions musculaires induites 

par l’exercice (Tipton et al., 1998, Gibala, 2007, Rodriguez et al., 2007). Il a été démontré qu’un 

apport en protéines plus élevé chez les sportifs améliorait les adaptations à l’entraînement et 

participait à une bonne récupération (Hoffman et al., 2009; Beelen et al., 2010; Moore, 2015) ainsi 

qu’à un accroissement de la masse corporelle maigre (Moore, 2015) et une hypertrophie 

musculaire (Cribb et al., 2007); effet recherché surtout chez les sportifs pratiquant l’entraînement 

contre résistance. 

Les personnes suivant certains régimes amincissants sont aussi consommatrices de produits 

riches en protéines. Un des régimes pour perdre du poids le plus populaire en Amérique du Nord 

est un régime riche en protéines, riche en gras et pauvre en glucides, popularisé par le Dr Atkins 

(Johnston et al., 2004). Ce régime est fondé sur le fait que les protéines sont associées à la 

sensation de satiété (Eisenstein et al., 2002). La plupart des produits enrichis en protéines 

présents dans le commerce aujourd’hui contiennent comme source de protéines du lactosérum, 

appelé également petit-lait ou « whey ». Celui-ci est obtenu pendant le processus de fabrication 

du fromage et est un sous-produit de l’industrie. Cependant, de plus en plus de consommateurs 
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se tournent vers des sources de protéines végétales. Ainsi, les protéines de soya, de pois, de riz, 

de lin, d’arachide ou de chanvre sont utilisées pour la production d’aliments enrichis en protéines 

(VegaTM, Rise BarTM, Evo HempTM, EvolveTM, OrgainTM). L’intérêt du consommateur pour les 

protéines de soya a fortement baissé ces 15 dernières années, principalement dû à leur 

allergénicité et l’implication du soya dans la déforestation, tandis que son intérêt pour les protéines 

de pois a augmenté drastiquement (McKinsey & Company, 2019). En comparaison avec les 

suppléments de protéines à base de produits laitiers, il existe très peu de recherches concernant 

les suppléments à base de végétaux. Des recherches sont nécessaires pour comprendre les 

effets des protéines végétales (riz, pois, chanvre, etc.) sur la synthèse des protéines musculaires 

(Vliet et al., 2015). 

2.2. Les probiotiques 

Selon Hill et al. (2014), les probiotiques sont des « micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont 

administrés en quantité adéquates, confères un bénéfice pour la santé de l’hôte ». Les 

probiotiques les plus utilisés en tant que compléments alimentaires et inclus dans des aliments 

fonctionnels sont les bactéries lactiques de genre Bifidobacterium spp. et Lactobacillus spp. Ces 

bactéries sont naturellement présentes dans le microbiote intestinal de l’Homme. Les probiotiques 

sont souvent sélectionnés suivant leur tolérance à l’acidité gastrique et à la bile, leur capacité 

d’adhésion à la muqueuse intestinale, leur exclusion compétitive des bactéries pathogènes. Selon 

l’Agence Canadienne d’Inspection des Aliments (ACIA), une portion déterminée d’un aliment doit 

au moins contenir 1 milliard d’Unités Formant Colonie (UFC) de micro-organismes éligibles par 

l’ACIA pour pouvoir être considéré comme aliment probiotique (ACIA, 2019a). 

Les probiotiques agissent en symbiose avec le microbiote intestinal. Celui-ci a plusieurs rôles 

majeurs dans le maintien de la santé. Il permet de bloquer le passage de substances étrangères, 

de favoriser la dégradation des aliments ainsi que de renforcer et de favoriser le développement 

du système immunitaire (Macpherson et Harris, 2004; Gaboriau-Routhiau et Cerf-Bensussan, 

2016). Lors de la prise d’antibiotiques par exemple, il peut se créer un déséquilibre du microbiote 

intestinal, ou dysbiose, c’est à ce moment que les probiotiques entrent en jeu. 

De nombreux effets positifs sur la santé sont attribués aux probiotiques et sont fondés sur des 

études de plus en plus nombreuses sur le sujet. Les probiotiques permettent la réduction des 

effets de l’intolérance au lactose (Pelletier et al., 2001; Pakdaman et al., 2015). Ils ont également 

des propriétés antihypertensives (Lye et al., 2009), ils préviennent la diarrhée du voyageur 

(McFarland, 2007), la diarrhée due à l’infection à C. difficile (Pochapin, 2000; Maziade et al., 2013) 
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et les diarrhées associées aux antibiotiques (Beausoleil et al., 2007; Johnston et al., 2011; Hempel 

et al., 2012). Il est connu que les probiotiques produisent des métabolites ayant des activités 

antimicrobiennes (Millette et al., 2007; Karska-Wysocki et al., 2010) et pourraient permettre la 

prévention du cancer colorectal aux vues des résultats préliminaires (Rafter et al., 2007; Baldwin 

et al., 2010, Uccello et al., 2012), ainsi que la réduction des symptômes de l’intestin irritable 

(Moayyedi et al., 2008; Hoveyda et al., 2009; Didari et al., 2015). De façon générale, les 

probiotiques ont un rôle sur la modulation du système immunitaire (Perdigon et al., 1995, Ashraf 

& Shah, 2014). Cependant, tous ces effets ne sont pas attribuables à tous les probiotiques. En 

effet, les effets positifs observés ont tendance à être spécifiques des souches utilisées (Yan et 

Polk, 2011). Aussi, les probiotiques sont fragiles et peuvent avoir des effets différents selon la 

durée du traitement, la souche utilisée, la dose, le conditionnement et le mode d’administration.   

Les mécanismes d’actions des probiotiques contre les pathogènes sont variés et diffèrent selon 

la souche utilisée. Certaines souches produisent des facteurs antimicrobiens tels que des 

bactériocines (Ligilactobacillus (Lactobacillus) salivarius UCC118), du peroxyde d’hydrogène 

(Lactobacillus johnsonii NCC533), des acides gras à chaîne courte (Bifidobacterium breve Yakult) 

(Corr et al., 2009). Certaines souches, comme Escherichia coli Nissle 1917, modulent la fonction 

de la barrière épithéliale (Ukena et al., 2007), tandis que certaines, tel que L. casei CRL 431, 

stimulent le système immunitaire de l’hôte (Galdeano et al., 2006). D’autres vont engendrer la 

sécrétion de mucus par les cellules caliciformes, tel que L. casei GG et L. plantarum 299v, créant 

ainsi une barrière contre les bactéries pathogènes (Mattar et al., 2002; Mack et al., 2003). Enfin, 

certaines souches comme L. casei DN-114 001, vont bloquer les pathogènes en créant une 

barrière physique (Ingrassia et al., 2005). Jäger et al (2017) ont également démontré que la 

supplémentation en probiotiques B. coagulans GBI-30, 6086 combinés avec des protéines tend à 

améliorer la récupération, à maintenir une performance physique et à réduire davantage les 

dommages musculaires plutôt qu’avec des protéines seules. 

Les probiotiques Bio-K PlusMD (L. acidophilus CL1285MD, L. casei LBC80RMD, L. rhamnosus 

CLR2MD) ont démontré leur efficacité dans l’amélioration de la qualité de vie des personnes 

souffrant du syndrome du côlon irritable à tendance diarrhéique (Preston et al., 2018), dans la 

réduction des cellules cancéreuses associées au cancer colorectal (Baldwin et al., 2010) et dans 

la prévention et la réduction des diarrhées associées à C. difficile et à la prise d’antibiotiques 

(Beausoleil et al., 2007; Gao et al., 2010; Sampalis et al., 2010). 

Sur le marché actuel, la majorité des produits alimentaires enrichis en probiotiques sont des 

produits laitiers, car ce sont de bonnes matrices alimentaires pour les probiotiques. Les yogourts 
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probiotiques représentent 78% des ventes de probiotiques (Granato et al., 2010). Cependant, de 

par les allergies et les intolérances au lactose beaucoup de consommateurs limitent leur 

consommation de produits laitiers. Il y a aussi une augmentation de personnes végétariennes et 

végétaliennes qui se tournent vers des alternatives végétales. Les produits alimentaires non 

laitiers contenant des probiotiques sont donc en émergences et de plus en plus de recherches 

leur sont accordées (Bansal et al., 2015; Mäkinen et al., 2015; Min et al., 2018; Sridharan & Dal, 

2019). L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. rhamnosus et B. lactis sont des probiotiques qui 

peuvent être incorporés dans des produits d’origine végétale (Martins et al., 2013). 

 

3. La valeur nutritionnelle des protéines 

Les protéines sont des macronutriments essentiels au corps humain de par leurs fonctionnalités 

structurelles et métaboliques. Les protéines sont composées d’acides aminés essentiels (AAE) et 

non essentiels. Les AAE ne sont pas synthétisés par le corps et doivent donc être apportés par 

l’alimentation. Les besoins en protéines varient en fonction de l’âge et de l’activité physique. Ils 

sont aussi fonction du type de protéines, végétale ou animale. En effet, la qualité et l’absorption 

d’une protéine seront différentes pour l’un ou l’autre type de protéine (Mariotti, 2017). 

3.1. Fonctions et Besoins  

Les protéines ont des rôles structuraux essentiels permettant par exemple le renouvellement des 

tissus, ou la formation de la peau, des tendons, des os, etc. Elles ont également des rôles 

métaboliques via les enzymes ou encore les hormones, elles peuvent également être des 

transporteurs ou encore des messagers. Leurs rôles sont très divers et elles interviennent dans 

presque toutes les fonctions de la vie cellulaire (Nature, 2014). 

Les carences en protéines sont rares dans les pays industrialisés, mais peuvent toutefois toucher 

les personnes âgées ou certaines personnes ayant des pathologies particulières entraînant un 

manque d’appétit ou une altération de la digestion. Cependant, elles sont fréquentes dans les 

pays en voie de développement et touchent plusieurs millions d’enfants dans le monde. Une 

malnutrition protéino-énergétique, due à un déficit grave en protéines, peut provoquer le marasme 

qui correspond à un apport énergétique et protéique insuffisant, ou le kwashiorkor qui est dû à 

une carence en protéines (Edozien, 1968). Une carence en protéines entraîne des impacts 

négatifs sur tous les organes, des œdèmes, une perte musculaire importante, une perte de 

cheveux, des diarrhées, des insuffisances hépatiques, rénales ou cardiaques et peut entraîner la 
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mort. En opposition, un excès de protéines pourrait également avoir des répercussions sur la 

santé, mais il est toutefois plus rare. Un régime riche en protéines animales et faible en glucides 

augmenterait le risque de formation de calculs rénaux, diminuerait l’équilibre en calcium et pourrait 

augmenter le risque de perte osseuse (Reddy et al., 2002, Amanzadeh et al., 2003). Certains 

auteurs n’observent toutefois pas de liens entre un régime riche en protéines et la néphrolithiase 

(Sorensen et al., 2012) ou d’effet néfaste sur la fonction rénale chez des personnes en bonne 

santé (Martin et al., 2005) incluant les personnes âgées (Surdykowski et al., 2010). 

Les protéines sont très peu stockées dans le corps, contrairement aux glucides et aux lipides qui 

sont respectivement stockés sous forme de glycogène et de tissus adipeux. C’est pourquoi il est 

nécessaire de consommer suffisamment de protéines par jour. Les besoins en protéines sont 

définis comme l’apport minimal de protéines alimentaires de bonne qualité, permettant de 

compenser les pertes de l’organisme en azote, de maintenir la masse protéique corporelle chez 

les personnes en équilibre énergétique et ayant une activité physique modeste (WHO, 2007). 

Pour estimer les besoins en protéines, c’est la procédure de bilan d’azote qui est utilisée. Elle 

revient à calculer la différence entre la consommation en azote par l’alimentation et les pertes 

totales en azote, par les fèces, l’urine, la sueur. Le bilan d’azote représente le bilan de protéines. 

La quantité de protéines équivaut à la quantité d’azote multipliée par un facteur de conversion. 

Ce facteur est par convention de 6,25, mais diffère selon la source de protéine. Selon Mariotti et 

al. (2008), le facteur de conversion de 6,25 serait trop élevé et il serait en réalité de 5,4 pour les 

céréales, de 5,6 pour la viande et de 5,4 pour les légumes. Néanmoins, il existe des divergences 

considérables dans la littérature quant aux valeurs de ce facteur (Krul, 2019) et il n’existe pas de 

valeurs officielles et acceptées pour les différentes sources de protéines ou mélanges de 

protéines.  Il est donc recommandé par la FAO d’utiliser le facteur de 6,25 lorsqu’un mélange de 

différentes protéines est analysé ou lorsque le facteur spécifique d’une protéine n’est pas connu 

(FAO, 2003). 

Pour un adulte en bonne santé, la quantité de protéines ingérées doit être égale à celle excrétée. 

Elle doit toutefois être plus élevée que celle excrétée pour les enfants en croissance, pour les 

sportifs, les femmes enceintes et allaitantes et les personnes âgées. Les enfants et adolescents 

de 4 à 19 ans, ainsi que les femmes enceintes ont des besoins protéiques journaliers de 0,9 g/kg 

de masse corporelle, les femmes allaitantes de 1,2 g/kg de masse corporelle (Richter et al., 2019). 

Selon l’Organisation mondiale de la santé (WHO, 2007), les besoins protéiques journaliers pour 

un adulte de moins de 65 ans sont de 0,8 g/kg de masse corporelle. Selon plusieurs études, les 

personnes âgées ont un besoin d’environ 1,0 à 1,25 g de protéines par kg de masse corporelle 
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(Campbell et al., 1994; Morais et al., 2006; Bauer et al., 2013). Les sportifs ont également des 

besoins en protéines plus élevés que la population normale, et ces besoins vont être plus ou 

moins grands en fonction de l’intensité, de la fréquence de l’activité sportive pratiquée, aussi, si 

la prise et le développement de masse musculaire sont recherchés, les besoins vont également 

varier et être plus élevés. Une étude préconise entre 1,4 et 2,0 g de protéines par kg de masse 

corporelle pour les personnes sportives, pour leur santé, et pour leur permettre d’améliorer leurs 

adaptations aux entraînements physiques, ainsi que pour maximiser la synthèse des protéines 

musculaires (Campbell et al., 2007; Phillips et al., 2011). Ces recommandations sont cependant 

plus faibles selon les diététiciens du Canada et des États-Unis qui préconisent un apport journalier 

en protéines de 1,2-1,4 g/kg de masse corporelle (Rodriguez et al., 2009).  

3.2. Facteurs d’évaluation de la qualité d’une protéine  

La qualité d’une protéine est définie par son aptitude à combler les besoins en acides aminés et 

en azote, selon un apport donné, pour assurer une bonne croissance, l’entretien des tissus, et 

permettre aux fonctions générales et indispensables associées aux protéines d’advenir. Plusieurs 

éléments caractérisent la qualité nutritionnelle d’une protéine : sa composition en acides aminés 

essentiels, sa digestibilité ainsi que son absorption par le métabolisme. Les études cliniques chez 

l’homme permettent une mesure précise de la qualité d’une protéine en évaluant la croissance et 

le bilan azoté des individus. Cependant, pour des raisons évidentes de coûts et d’éthiques, ces 

méthodes ne sont pas adaptées pour déterminer régulièrement la qualité d’une protéine. Ainsi, 

d’autres techniques ont été conçues pour mesurer la qualité d’une protéine en utilisant un modèle 

animal, le plus généralement le rat mâle en croissance, ou des techniques de détermination in 

vitro (WHO et FAO, 1991). 

3.2.1. Coefficient d’efficacité protéique 

La méthode du coefficient d’efficacité protéique (CEP) ou « Protein Efficiency Ratio » (PER) est 

utilisée depuis 1919 et elle est considérée comme la méthode s’approchant le plus des tests 

cliniques. C’est la méthode officielle du Canada pour déterminer la qualité d’une protéine (Agence 

Canadienne d’Inspection des Aliments, 2018). Elle est basée sur la méthode FO-1 de Santé 

Canada (Health Protection Branch, 1981) et 960.48 de l’AOAC. Elle consiste à calculer, sur 28 

jours, le rapport entre la prise de poids de l’animal en croissance et la quantité de protéines 

ingérées (Éq. 1). 

CEP =
gain de poids (g)

protéines ingérées (g)
    (1) 
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Le modèle animal utilisé est le rat, et la protéine de référence est la caséine. Afin que l’apport 

reste inférieur aux besoins, la quantité de protéines administrée est de 10% par diète pour tous 

les groupes étudiés. Ainsi, malgré une croissance plus faible qu’à la normale, la protéine est 

utilisée de façon efficace et peu dégradée, améliorant ainsi la sensibilité du test. Les quantités 

d’huile, de sucrose, de vitamines, de minéraux, de fibres doivent être égales dans les différents 

régimes donnés aux rats. La quantité d’amidon est ajoutée en quantité suffisante pour atteindre 

100 g. Les valeurs de CEP pour la caséine variant d’une étude à l’autre, Pellet et Young (1980) 

ont proposé une standardisation du CEP de la caséine à 2,5. Les protéines ingérées sont 

également utilisées par l’organisme pour le maintien du poids. De ce fait, il est préférable de 

considérer le gain de poids d’un groupe de rats en croissance nourris avec la protéine à tester et 

de l’additionner à la perte de poids d’un groupe de rats nourris avec un régime sans protéines. 

Cette valeur, le Coefficient d’Efficacité Protéique Net (CEPN), ou « Net Protein Ratio » (NPR) est 

déterminée sur une durée de deux semaines (Mitchell et al., 1989; Sarwar, 1997; Gilani et Lee, 

2003; Jin et al., 2014; Han et al., 2015).  

CEPN =
gain de poids (g)+perte de poids groupe sans protéines (g)

protéines ingérées (g)
  (2) 

Aussi, afin d’affiner la précision de cette méthode, le CEPN Relatif est calculé par rapport à la 

protéine de référence (la caséine) qui est utilisée pour la normalisation de la valeur. La méthode 

de CEP a toutefois ses limites. Elle ne permet pas de connaître les facteurs induisant les 

différences de qualité, et elle est relativement dépendante des conditions de l’étude. En revanche, 

cette méthode permet de comparer facilement et rapidement plusieurs protéines entre elles (Gilani 

et Lee, 2003). 

3.2.2. Digestibilité in vitro  

Il existe deux types de digestion in vitro, la digestion statique et la digestion dynamique. Cette 

dernière a pour but de recréer un modèle sophistiqué proche de la réalité. Elle inclut la régulation 

du pH au cours du temps, des flux d’aliments, la concentration des enzymes digestives dans les 

différents compartiments et des mouvements imitant le péristaltisme. Certains de ces modèles 

comprennent même 4 compartiments, comme par exemple le TIM 1 (Minekus et al., 1995) qui 

simule l’estomac, le duodénum, le jéjunum et l’iléon. Cette méthode de digestion dynamique, bien 

que représentative de la digestion chez l’Homme, est moins utilisée que la digestion statique, qui 

est plus simple et moins couteuse. Concernant la digestion statique, elle n’imite pas les processus 

physiques ayant lieu in vivo, et se passe dans un seul compartiment. Elle est estimée par méthode 

enzymatique, à l’aide de protéases. La digestion peut se faire de manière séquentielle (en 
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plusieurs étapes) ou bien en une seule étape. Différents modèles d’enzymes sont utilisés comme 

par exemple la pepsine, pepsine-trypsine, pepsine-pancréatine, pepsine-chymotrypsine-trypsine 

(Corgneau et al., 2019; Lacroix et al., 1983; Tavano et al., 2016; Swaisgood et al., 1991). Ces 

enzymes sont utilisées pour simuler la digestion au niveau de l’estomac et de l’intestin. Elles ont 

différents rôles et actions. La pepsine est une enzyme du suc gastrique et va donc permettre de 

simuler la digestion au niveau de l’estomac. Cette endoprotéase hydrolyse les liaisons peptidiques 

principalement avant les acides aminés aromatiques tryptophane, tyrosine et phénylalanine 

(Powers et al., 1977; Wildman et Medeiros, 2000). La trypsine est une peptidase provenant du 

suc pancréatique. Elle hydrolyse principalement les liaisons peptidiques où se trouve un acide 

aminé basique lysine ou arginine (Olsen et al., 2004). La chymotrypsine est sécrétée par le 

pancréas et hydrolyse essentiellement avant un résidu aromatique (Prasad et al., 2010). La 

pancréatine, obtenue à partir de suc pancréatique, contient de la trypsine, de la chymotrypsine et 

des lipases. Il est également possible d’ajouter des sels biliaires, de la mucine, des électrolytes, 

des tampons. La température de digestion utilisée est 37 °C et les échantillons sont mis sous 

agitations. La durée de digestion varie grandement d’une étude à l’autre. Elle est également plus 

ou moins longue en fonction de la nature de l’aliment étudié (Hur et al., 2011). Également, les 

rapports enzyme-substrat varient, ainsi que la pureté des enzymes utilisées. Hur et al. (2011) ont 

répertorié plus de 80 études portant sur la digestion in vitro et ont observé de grandes divergences 

qui dépendaient de la matrice alimentaire utilisée et des paramètres mesurés. Certaines études 

de digestibilité protéique ont été réalisées seulement avec de la pepsine pendant 2 h (Nunes et 

al., 2004), d’autres avec de la pepsine pendant 2 h suivi avec de la pancréatine pendant 24 h 

(Murekatete et al., 2012) ou encore avec de la pepsine pendant 48 h puis avec de la trypsine 

pendant 16 h (Chavan et al., 2001). Abdel-Aal (2008) a comparé deux méthodes de digestion afin 

d’évaluer la digestibilité de différents produits de boulangerie. La première a été réalisée en une 

seule étape avec 3 enzymes (trypsine, chymotrypsine, peptidase) pendant 10 min et la deuxième 

en deux étapes avec deux enzymes (pepsine 30 min, pancréatine 6 h). Il a été observé une grande 

différence entre ces deux méthodes, avec une digestibilité 40-60% supérieure pour la digestion 

en une seule étape. La sensibilité d’un essai est fonction du temps de réaction et du rapport 

enzyme substrat. Face à ces nombreuses disparités on retrouve tout de même une procédure 

semblable dans beaucoup d’études portant sur l’analyse de la digestibilité protéique consistant 

en une méthode séquentielle de digestion en utilisant la pepsine à un pH proche de 2 pendant 1-

3 h puis la trypsine pendant 2-4 h à un pH proche de 7-8 (Tang, 2007; Wang et al., 2008; Hu et 

al., 2011; Li et al., 2013; Minekus et al., 2014; Wen et al., 2015). 
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La valeur de la digestibilité est obtenue principalement de deux manières, la méthode du pH ou 

l’analyse de l’azote libéré. La première méthode consiste en une digestibilité souvent très courte 

et en une seule étape, où la quantité de NaOH nécessaire au maintien du pH à une valeur de 8 

est mesurée (Pedersen et Eggum, 1983) ou bien la valeur de pH après la digestion est mesurée 

et la digestibilité est calculée selon une équation spécifique (Khattab et al., 2009; Nosworthy et 

al., 2018). La seconde méthode consiste en la mesure de l’azote libéré au cours de la digestion. 

Après précipitation au TCA du produit digéré, il est question de mesurer l’azote soluble ou l’azote 

insoluble puis de faire le rapport avec l’azote total dans le produit initial. Le pourcentage d’azote 

libéré à la fin de la digestion correspondant au pourcentage de la digestibilité protéique in vitro 

(Abdel-Aal, 2008).  

Malgré le grand nombre de recherches portant sur la digestion in vitro, et le nombre de méthodes 

différentes utilisées, il n’existe pas de méthode officielle ou largement acceptée pour la simulation 

de la digestion chez l’Homme. Aussi, les différents modèles de digestion in vitro sont très différents 

de la digestion réelle chez l’Homme, il est très difficile de reproduire tous les évènements 

physiologiques et physico-chimiques extrêmement complexes qui opèrent dans le tube digestif. 

En pratique, les résultats obtenus in vitro ne pourront donc inévitablement pas correspondre 

parfaitement aux résultats obtenus en étudiant le processus in vivo du fait de sa grande complexité 

(Coles et al., 2005). Une méthode in vitro peut être précise et fiable en laboratoire, mais les 

données obtenues doivent être corrélées avec des données in vivo afin de fournir une mesure 

physiologiquement pertinente de la protéine digestible. 

3.2.3. Digestibilité in vivo  

La digestibilité protéique in vivo correspond la plupart du temps à la digestibilité fécale (la 

digestibilité iléale peut également être déterminée). Elle est principalement évaluée en utilisant 

des rats mâles en croissance comme modèle. Comme pour le CEP, la quantité de protéines dans 

le régime de l’animal est de 10%, et la quantité de lipides, vitamines, minéraux, fibres sont les 

mêmes dans chaque régime, complémentés avec de l’amidon pour l’apport de glucides (WHO et 

FAO, 1991). Le groupe ne recevant pas de protéines verra sa quantité de protéines remplacée 

par de l’amidon afin d’estimer l’azote métabolique. Chaque jour, les fèces sont récoltées et la 

quantité de nourriture ingérée est mesurée, et ce pendant au moins 5 jours après au moins 4 jours 

de période préliminaire où les rats sont nourris avec les régimes tests. Le contenu en azote de la 

nourriture et des fèces est analysé afin de pouvoir déterminer la digestibilité protéique. La 

digestibilité apparente (ou AD « Apparent digestibility ») in vivo correspond à la quantité d’azote 
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excrété présente dans les fèces qui est soustraite à la quantité d’azote ingéré dans la nourriture 

et cette valeur est exprimée en pourcentage de l’azote ingéré (WHO et FAO, 1991). 

AD =
azote consommé−azote excrété

azote consommé
    (3) 

Pour connaître la digestibilité réelle (ou TD « True Digestibility ») il est nécessaire de considérer 

les pertes endogènes en prenant en compte un groupe consommant un régime dépourvu de 

protéines. Le calcul utilisé est le suivant (WHO et FAO, 1991):  

TD =
azote consommé−(azote excrété−azote excrété groupe sans protéines)

azote consommé
   (4) 

Ces mesures sont basées sur le principe que la différence entre l’apport et les pertes correspond 

à la digestion et à l’absorption des protéines alimentaires.  

3.2.4. Autres facteurs 

Il existe d’autres facteurs permettant d’évaluer la qualité d’une protéine, tels que l’indice chimique, 

le PDCAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score) ou encore le DIAAS (Digestible 

Indispensable Amino Acid Score). L’indice chimique détermine l’efficacité de l’azote absorbé à 

répondre aux besoins en AAE au niveau de l’apport en protéines. Il consiste à comparer la 

concentration en l’AAE limitant de l’aliment étudié par rapport à sa concentration dans la protéine 

de référence (WHO, 2007). Le PDCAAS correspond à l’indice chimique multiplié par la valeur de 

la digestibilité. Le DIAAS a été proposé en 2013 par la FAO pour remplacer le PDCAAS (FAO, 

2013). Il prend en compte la digestibilité iléale de chaque acide aminé essentiel plutôt qu’une 

seule valeur de digestibilité fécale des protéines comme pour le PDCAAS. Cependant, il reste 

encore peu utilisé du fait de sa nouveauté et de sa complexité (Éq. 5). 

Ratio d’AAE digestibles =
teneur en AAE digestibles dans 1g de protéine étudiée (mg)

teneur du même AAE dans 1g de la protéine de référence (mg)
  (5) 

La teneur digestible de chaque AAE dans la protéine étudiée est calculée comme la teneur en mg 

de chaque acide aminé de la protéine multipliée par leurs coefficients de digestibilité iléale 

respectifs. Ce coefficient correspond à la valeur de la digestibilité iléale divisée par 100. Le DIAAS 

correspond à la valeur la plus faible du ratio d’AAE digestibles (5), multiplié par 100.  

3.3. Les facteurs antinutritionnels 

Les composés antinutritionnels peuvent être présents naturellement ou formés pendant le 

procédé auquel la matrice alimentaire est soumise. Les aliments végétaux crus contiennent pour 
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beaucoup des éléments antinutritionnels. Ceux-ci restreignent l’absorption des nutriments et 

peuvent de ce fait affecter la biodisponibilité ainsi que la digestibilité notamment des protéines et 

des acides aminés. Parmi ces facteurs antinutritionnels, certains sont des inhibiteurs d’enzymes 

digestives, comme les inhibiteurs à trypsine, et empêchent la digestion complète et l’absorption 

de certains nutriments. D’autres sont des agents chélateurs, comme les phytates et les 

polyphénols, se liant aux nutriments ou minéraux, gênant leur absorption (Oberleas et al., 1966; 

Singh et al., 1981; Ekholm et al., 2003; Adamczyk et al., 2017). Malgré ces inconvénients, des 

applications thérapeutiques sont attribuées aux facteurs antinutritionnels (Singh et al., 2003), qui 

sont également nommés pour certains « composés bioactifs ». Notamment, l’acide phytique aurait 

des propriétés anticancer (Midorikawa et al., 2001; Shamsuddin, 2002). Aussi, les polyphénols 

ont des propriétés antioxydantes, anticancer, anti-inflammatoires, et sont associés à la prévention 

de maladies telles que les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives ou l’obésité (Scalbert 

et al., 2005; Khurana et al., 2013; Wang et al., 2014). Il est démontré que l’utilisation de traitements 

(cuisson, fermentation, séchage, irradiation, germination, etc.) permet la réduction des facteurs 

antinutritionnels et, subséquemment, une augmentation de la digestibilité (Rehman et al., 2005; 

Kalpanadevi et al, 2013; Patterson et al., 2017; Popova et al., 2019). Il a par exemple été démontré 

qu’un traitement à la chaleur à 121 °C pendant 10 min permettait une baisse des tannins de plus 

de 30% pour des lentilles et des haricots rouges ainsi qu’une diminution de l’acide phytique de 

respectivement 28 et 37%. Cela a permis d’augmenter la digestibilité protéique des lentilles crues 

de 38 à 76% et de 34 à 68% pour des haricots rouges (Rehman et al, 2005). 

3.4. Allégations nutritionnelles 

Les allégations nutritionnelles sont propres à chaque pays. Au Canada, c’est l’Agence 

Canadienne d’Inspection des Aliments (2019b) qui fixe les allégations possibles ou non et qui en 

détermine les règles. Il est donc ici question du système en place au Canada. Deux sortes 

d’allégations nutritionnelles existent, les allégations qui sont relatives à la valeur nutritive et les 

allégations en rapport avec la santé. Elles sont toutes les deux facultatives. Les allégations 

nutritives donnent une information sur la quantité d’un nutriment dans l’aliment. Parmi ces 

allégations, on retrouve par exemple « source de calcium » ou « réduit en sel ». Les allégations 

de santé donnent, quant à elles, des informations sur des effets bénéfiques sur la santé de 

certains aliments consommés dans le cadre d’une alimentation équilibrée. On peut citer comme 

exemple, « antioxydant alimentaire » pour le sélénium, la vitamine E et C, « contribue à la 

formation des globules rouges du sang » pour l’acide folique, la vitamine B12 et le fer. Les 

allégations santé comportent plusieurs sous-catégories, dont les allégations relatives aux 
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probiotiques, ou encore les allégations nutritionnelles fonctionnelles. Ces dernières expliquent 

l’action des éléments nutritifs nécessaires au maintien d’une bonne santé et à un développement 

normal. Les éléments nutritifs englobent les lipides, les glucides, les protéines, les acides gras, 

les sucres, les vitamines et les minéraux. Selon l’ACIA, les allégations nutritionnelles 

fonctionnelles acceptables concernant les protéines sont les trois suivantes : « aide à la formation 

et à la réparation des tissus de l’organisme », « aide à la formation d’anticorps », « aide à la 

formation des muscles forts ». 

Parmi les allégations nutritives, il existe les allégations relatives spécifiquement aux protéines. 

L’allégation « protéine complète » peut être utilisée si tous les acides aminés essentiels sont 

retrouvés dans la protéine. On trouve également comme allégation, « source de protéines » ou 

encore « excellente source de protéines » pour lesquelles il faut respectivement une cote 

protéique d’au moins 20 et d’au moins 40. Pour avoir l’autorisation d’exposer ces allégations sur 

l’emballage d’un aliment, il est de ce fait nécessaire d’en calculer la cote protéique. Celle-ci est 

égale à la teneur en protéines par ration quotidienne normale multipliée par le coefficient 

d’efficacité protéique (CEP). Selon l’ACIA, « pour la plupart des aliments, la ration quotidienne 

normale est considérée comme étant constituée d'une portion moyenne de l'aliment. Toutefois, 

dans le cas des aliments comme le lait, le pain et le beurre, qui peuvent être consommés plusieurs 

fois par jour, la portion quotidienne normale a été estimée en tenant compte des habitudes 

alimentaires des Canadiens et des Canadiennes » (ACIA, 2018b). Certains CEP sont présentés 

par l’agence canadienne d’inspection des aliments (ACIA, 2018a), mais lorsqu’un CEP n’est pas 

indiqué, il en revient au fabricant de le déterminer pour pouvoir avoir le droit d’apposer une 

allégation sur l’aliment.  

 

4. Propriétés des protéines végétales  

4.1. Contexte mondial 

La population mondiale, de 7,7 milliards d’habitants en 2019, connaît une croissance incroyable 

depuis les années 1930 et devrait atteindre 9,7 milliards d’habitants d’ici 2050 et 11 milliards en 

2100 (United Nations, 2019). La consommation de viande a également augmenté ces 50 

dernières années, passant de 71 millions de tonnes par an à plus de 300 millions de tonnes 

aujourd’hui. Cette augmentation n’est pas seulement liée à celle de la population mondiale, la 

quantité de viande consommée par habitant ayant elle aussi augmenté. Les pays ayant connu 

une transition économique forte présentent la plus forte hausse de consommation de viande par 
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habitant (consommation multipliée par 15 depuis 1960 en Chine). Plusieurs problèmes se 

présentent concernant cette forte consommation de viande. En effet, il existe un manque de terres 

arables, les productions de bœuf et de mouton étant les plus gros consommateurs avec 1 m² 

utilisé par gramme de protéines produites. En comparaison, la production d’œufs est de 0,05 m²/g, 

celle de riz de 0,02 m²/g et celle de légumineuses de 0,01 m²/g (Clark et Tilman, 2017). Les 

productions de bœuf et de mouton sont également les sources qui produisent le plus de gaz à 

effet de serre avec 220 g d’équivalent de dioxyde de carbone par gramme de protéine, contre 20 

gCO2e/g pour le riz (Clark et Tilman, 2017). À l’échelle mondiale, l’agriculture animale représente 

environ 15% des émissions de gaz à effet de serre induites par l’homme. À une époque où la 

population mondiale explose, où le réchauffement climatique menace notamment la biodiversité, 

la fonte des glaces et l’élévation du niveau des océans, le consommateur cherche à modifier sa 

manière de consommer, en passant par un réseau local, par des aliments naturels et biologiques, 

et par une consommation plus faible en viande et en protéines animales. Malgré tout, les produits 

enrichis en protéines n’ont jamais été aussi présents dans les rayons des supermarchés. Il existe 

donc un besoin urgent de trouver des alternatives aux protéines animales ordinaires. Différentes 

alternatives existent, comme la viande in vitro, les mycoprotéines, les protéines d’algues, les 

insectes, ou plus simplement les protéines végétales. 

4.2. La qualité des protéines végétales opposée à celle des protéines animales 

Les protéines végétales diffèrent sur plusieurs points des protéines animales. La plupart des 

protéines végétales sont dites de moins bonne qualité que les protéines animales. Les protéines 

dites complètes contiennent tous les acides aminés essentiels (AAE) en quantité suffisante (WHO 

& FAO, 1991). Les protéines animales sont qualifiées de protéines complètes, car elles 

fournissent les AAE pour combler les besoins de l’organisme. Les protéines végétales sont 

considérées pour la plupart comme incomplètes, n’apportant pas les quantités nécessaires en 

AAE. Afin d’obtenir l’apport en AAE nécessaire, il est recommandé, pour les végétariens ou 

végétaliens, de combiner une céréale avec une légumineuse. En effet, les céréales sont pour la 

plupart déficients en lysine et riche en méthionine. Inversement, les légumineuses sont souvent 

pauvres en méthionine, mais riches en lysine. Ainsi, en associant les deux, la qualité globale des 

protéines est améliorée et l’apport en AAE devient complet (Kannan et al., 2001; Mensa-Wilmot 

et al., 2001). Aussi, les végétaux ont une teneur en protéines qui varie énormément selon les 

aliments, mais ils renferment en général moins de protéines que les sources animales. Leurs 

CEP, digestibilités et PDCAAS sont également plus faibles que pour les protéines animales. Les 

CEP de bœuf, de filet de porc, de volaille sont de 2,7 tandis que celui du riz est de 1,5, celui des 
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flocons d’avoine de 1,8 ou celui du boulgour de 1,4 (Agence Canadienne d’inspection des 

aliments, 2018). Le PDCAAS de la plupart des protéines animales est de 100%, tandis que les 

protéines végétales ont des valeurs plus faibles. Il est proche de 50% pour le riz, varie entre 30 

et 70% pour le pois (Boye et al., 2012). Cela est principalement dû aux déficits en certains AAE, 

car leurs digestibilités peuvent être assez élevées (90% pour le pois et le riz) voir égales à celles 

des protéines animales (Bodwell et al., 1980; Hossain et al., 1997). Toutefois, les procédés de 

transformation ont un effet considérable sur les protéines végétales en modifiant leurs structures, 

les rendant plus accessibles aux enzymes, faisant augmenter leurs qualités nutritionnelles et leurs 

digestibilités. Les effets de nombreux procédés de transformation sur la digestibilité protéique ont 

été étudiés, parmi lesquels l’irradiation, le trempage, le séchage, le fumage, la germination et la 

fermentation.  On peut notamment citer Ghavidel & Prakash (2007), qui ont observé que la 

germination de légumineuses permettait d’augmenter la digestibilité protéique de 60% pour les 

légumineuses crues à 70% pour les germées. Albarracín et al. (2013) ont observé que la 

digestibilité protéique de riz brun cru passait de 75% à 86% après trempage pendant 48 h à 45 

°C. Kataria et al. (1989) et Kalpanadevi et al. (2013) ont observé que le trempage, la cuisson et 

la germination permettaient d’augmenter significativement la digestibilité protéique de 

légumineuses (haricot mungo et niébé). Aussi, Osman et al. (2012) ont observé que l’irradiation 

gamma à 0.5 kGy augmentait significativement la digestibilité protéique des fèves (Vicia faba L.). 

Outre leur digestibilité, les protéines végétales sont connues pour être riches en fibres, en 

vitamines et en antioxydants. Elles ne contiennent en revanche pas de vitamine B12, que l’on 

retrouve exclusivement dans les produits d’origines animales, très peu de vitamine D et de zinc. 

Elles contiennent aussi du fer non héminique, moins bien absorbé que le fer héminique retrouvé 

dans les produits d’origines animales. Les protéines végétales pourraient réduire le risque de 

maladies cardiovasculaires lorsque les protéines animales, spécialement les viandes rouges, 

pourraient l’augmenter (Pan et al., 2012; Richter et al., 2015). Les facteurs de risques 

cardiovasculaires peuvent être affectés par les nombreux composés bioactifs et les nutriments 

présents dans les sources alimentaires dont proviennent les protéines étudiées. Par exemple, la 

cuisson des viandes rouges à de hautes températures peut former des amines hétérocycliques et 

des hydrocarbones aromatiques polycycliques qui sont cancérigènes (Sinha et al., 2005; Sinha et 

al., 2009). Les protéines ne sont pas consommées seules, elles font partie d’une matrice 

alimentaire. Il existe donc d’autres nutriments dont il est difficile de contrôler les effets potentiels. 

Ainsi il est difficile d’attribuer les avantages observés seulement au contenu en protéines. 

Actuellement, il est soutenu l’idée que le risque de maladies cardiovasculaires peut être réduit par 

une alimentation dont les protéines sont principalement d’origine végétale ainsi que d’origine 
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animale, mais non transformée et faibles en graisses saturées (Richter et al., 2015). On attribue 

les effets protecteurs aux nombreux nutriments et composés bénéfiques présents dans les 

aliments d’origines végétales tels que les vitamines antioxydantes, les minéraux, les protéines 

végétales, les acides gras mono et polyinsaturés (Hu, 2003). 

4.3. Les protéines de riz brun 

Le riz (Oryza sativa L.) est l’aliment de base pour plus de trois milliards de personnes dans le 

monde (Reeves et al., 2016). Sa production nécessite généralement peu d’eau et d’énergie 

(Chapagain et Hoekstra, 2011). Lorsque le riz brut est décortiqué et que sa balle et ses 

enveloppes extérieures sont enlevées, on obtient le riz complet autrement appelé riz brun. Celui-

ci présente toujours le germe et le son, contrairement au riz blanc. Le riz contient entre 5 et 8% 

de protéines (Shih, 2003; USDA, 2011). Les protéines de riz brun sont majoritairement des 

glutélines, sous forme agrégée et difficilement soluble. On y retrouve aussi les albumines, solubles 

dans l’eau et facilement digestibles, et les globulines, riches en cystéine et méthionine et solubles 

en solutions salines (Hoogenkamp et al., 2017). Comme beaucoup de céréales, il a une forte 

teneur en cystéine et en méthionine, mais une teneur faible en lysine (Nadathur et al., 2016). Ses 

protéines ont plusieurs bénéfices sur la santé. Notamment, elles peuvent réduire l’hypertension 

(Li et al., 2007), supprimer l’hyperglycémie et avoir un impact sur la néphropathie diabétique 

(Kubota et al., 2013), elles pourraient avoir des effets hypocholestérolémiants (Yang et al., 2009) 

et des propriétés antioxydantes (Wei et al., 2007; Cai et al., 2014). 

Les concentrés (environ 50% de protéines) et isolats (> 80% de protéines) de protéines de riz 

peuvent être obtenu par méthode enzymatique. L’amylase, la cellulase, l’hémicellulase, la 

xylanase, permettent la séparation des protéines et des carbohydrates (Shih & Daigle, 2000). Des 

méthodes physiques sont aussi utilisées telles que le fraisage colloïdal, le mélange à haute 

vitesse, la haute pression, etc. (Hoogenkamp et al., 2017). Des méthodes d’extraction alcalines 

sont également pratiquées, suivies d’une précipitation isoélectrique (Fabian & Ju, 2011).  

Même si les résultats divergent, les concentrés de protéines de riz brun ont en général une bonne 

digestibilité. Selon Rutherfurd et al. (2015), leur digestibilité est de 88%. Elle est d’environ 90% 

selon Wang et al. (1999) et allant jusqu’à 95% pour les protéines de son de riz (Han et al., 2015). 

Le CEP d’un concentré de protéine de riz est situé entre 1,99 et 2,19 selon Prakash et al. (1996) 

et Chang et al. (1986), contre 1,5 pour une farine de riz (ACIA, 2018a) ou encore 2,75 selon Zhai 

et al. (2001). Encore une fois, les données sont très hétérogènes, car elles diffèrent selon la 

méthode d’extraction des protéines ou encore selon le type et l’espèce de riz utilisé. 
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Le riz contient peu de facteurs antinutritionnels (Hoogenkamp et al., 2017), mais contient tout de 

même des phytates qui peuvent être réduits par trempage (Albarracín et al., 2013), germination 

(Liang et al., 2008) ou fermentation (Nnam & Obiakor, 2003). Les protéines de riz ont souvent une 

faible solubilité, cependant, certains procédés peuvent améliorer cet inconvénient sans modifier 

les constituants moléculaires. Wang et al. (2016) ont effectué un broyage sur des suspensions 

congelées d’isolats de protéines de riz et d’eau et ont observé une forte augmentation de la 

solubilité passant d’une valeur <5% à une valeur >10% pour un pH ≤5 et à une valeur >90% pour 

un pH ≥6. Également, Pietrysiak et al. (2018) ont effectué des injections directes de vapeur, 

exposant le produit à de hautes températures pendant de cours laps de temps, sur un mélange 

de protéine de pois et de riz, faisant augmenter fortement la solubilité passant de 4 à 40% à pH 

7. Selon Chandi et Sogi (2007), les propriétés fonctionnelles des concentrés de protéines de riz, 

telles que les propriétés émulsifiantes, les capacités de liaison à l’huile et à l’eau, seraient 

comparables à celles de la caséine. Également, les protéines de riz brun ont des propriétés 

semblables au lactosérum concernant la construction et la réparation des muscles. Joy et al. 

(2013) ont démontré que l’isolat de protéine de riz administré après un exercice de force améliorait 

les performances des exercices et les indices de composition corporelle (masse maigre, masse 

adipeuse et masse totale) autant qu’un isolat de protéine de lactosérum. Le riz brun est hypo 

allergène et peut donc être utilisé comme isolat protéique végétale en alternative aux isolats de 

protéines de lait et de soya qui sont des allergènes. 

Les protéines de riz complet ont une couleur beige clair, ont peu d’odeur et n’ont pas un goût 

marqué. De plus, leur hypoallergénicité, leurs bénéfices sur la santé, leurs qualités nutritionnelles 

et leur forte digestibilité en font un ingrédient d’intérêt pour les produits enrichis en protéines et 

plus généralement pour l’industrie alimentaire (Cao et al., 2009).  

4.4. Les protéines de pois  

Le pois (Pisum sativum L.) est une légumineuse principalement cultivée au Canada, en Russie, 

aux États-Unis et en France (FAO, 2015). Le pois est devenu une culture durable majeure du fait 

de sa capacité bénéfique à fixer l’azote grâce à sa relation symbiotique avec Rhizobia et il est une 

source majeure de protéines pour l’approvisionnement mondial en protéines depuis une trentaine 

d’années en Amérique du Nord (Pavek, 2012). La production Nord-Américaine est principalement 

exportée en Inde et en Chine comme aliment de base ou afin d’être broyé (Tulbek et al., 2017). 

Les cultures de pois sont peu énergivores. Selon Zentner et al. (2004), pour une même énergie, 

elles produisent une quantité deux fois plus importante que le blé du Canada. Également, elles 
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ont une empreinte hydrique 1,5 fois plus faible que pour le lait, les œufs et la viande de poulet et 

6 fois plus faible que pour le bœuf (Hoekstra, 2015). 

Comme la plupart des légumineuses, la méthionine est l’acide aminé limitant du pois. Ses 

protéines sont principalement des globulines (la viciline et la légumine) solubles en solution saline, 

mais également des albumines, solubles dans l’eau, des prolamines, solubles dans l’alcool, des 

glutélines, solubles en solution alcaline, et des protéines résiduelles (Osborne, 1924). Le pois 

contient des facteurs antinutritionnels qui affectent sa digestibilité et sa biodisponibilité, 

notamment de l’acide phytique, des tannins et des inhibiteurs de trypsine. Les phytates se lient 

aux minéraux, réduisent la digestibilité protéique et agissent comme des antioxydants chélateurs 

de métaux (Hall, 2008). Les inhibiteurs de trypsine sont des petites protéines responsables d’une 

réduction de la digestibilité et de la biodisponibilité protéique. Les tannins se lient et précipitent 

les protéines. Ils se lient également aux métaux, inhibent la trypsine et les lipases (Hall, 2008). 

Ces facteurs antinutritionnels peuvent être réduits avec des traitements tels que la germination, 

la cuisson, la fermentation, le trempage, etc. (Roy et al., 2010). Aussi, les isolats protéiques 

contiennent moins de facteurs antinutritionnels que les concentrés protéiques ou que la farine 

(Arntfield et al., 1985; Fredrikson et al., 2001). Les protéines de pois pourraient être un potentiel 

allergène alimentaire (Sanchez et al., 2004), mais ne sont toutefois pas incluses dans le Codex 

Alimentarius comme allergènes. 

Le pois a une teneur élevée en protéines (20 - 30%). Afin d’obtenir des concentrés et isolats de 

protéines de pois, les protéines sont, la plupart du temps, extraites en conditions alcalines puis 

concentrées par précipitation isoélectrique (Sumner et al, 1981 ; Boye et al., 2010; Barac et al., 

2015; Tulbek et al., 2017). Les isolats de protéines de pois ont généralement une solubilité 

équivalente au soya d’environ 50% à pH 3 et 60% à pH 7 (Sumner et al., 1981; Boye et al., 2010; 

Barac et al., 2014) et ont un minimum de solubilité au pH 4-5. Les concentrés et isolats de 

protéines de pois présentent plusieurs bénéfices nutritionnels et plusieurs fonctionnalités 

intéressantes telles que des capacités à lier l’huile et l’eau, à stabiliser des mousses, à gélifier, à 

stabiliser des émulsions, etc. (Sumner et al., 1981; Aluko et al., 2009; Stone et al., 2015). 

L’efficacité des propriétés fonctionnelles va dépendre notamment des variétés de pois, des 

conditions de préparations et d’extraction et du pH utilisé (Boye et al., 2010; Park et al., 2010; 

Barac et al., 2014).  

L’isolat de protéines de pois aurait des effets bénéfiques sur la santé. Notamment, il permet la 

réduction du cholestérol (Rigamonti et al., 2010). Aussi, il contient des peptides bioactifs 
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permettant l’inhibition de l’enzyme de conversion (Barbana & Boye, 2010; Li & Aluko, 2010), et 

ayant des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Ndiaye et al., 2012). 

Le pois a une digestibilité d’environ 70% - 80% (Habiba 2002; El-Hady et al., 2003; El-Niely, 2007; 

Park et al., 2010) tandis que les concentrés et isolats de protéines de pois ont en général une 

meilleure digestibilité de 90 à 99% (Rutherfurd et al., 2015; Tulbek et al., 2017; Corgneau et al., 

2019). Cependant, Çabuk et al. (2018) ont mesuré une digestibilité in vitro de seulement 80% 

pour un concentré de protéines de pois contre 87% pour de la farine de pois (Nosworthy et al., 

2017). Selon l’ACIA (2018), le CEP de la farine de pois est de 1,2. Un concentré de protéines de 

pois aurait un CEP de 1,2 selon Gilani et Lee (2003) et Mitchell et al. (1989). Le faible CEP du 

pois peut être augmenté avec une supplémentation en méthionine (Owusu-Ansah et al., 1991).  

Le goût du pois en fait un frein à son utilisation. En effet, il possède un goût prononcé végétal, un 

goût amer et une saveur persistante qui ne sont pas particulièrement appréciés des 

consommateurs (Murray et al., 1968; Murat et al., 2013). Le pois a aussi une perception dite 

« beany », identifiée dans les légumineuses, notamment le soya, qui se rapporte à des notes de 

« moisi/terreux », « poussiéreux », « poudré », « aigre » (Vara-Ubol et al., 2004). Ces défauts 

sensoriels vont dépendre de la méthode d’extraction, de la variété de pois ou encore du stockage 

(Azarnia et al., 2011; Murat et al., 2013; Roland et al., 2017). La fermentation constitue un bon 

moyen de diminuer les défauts sensoriels du pois. Meinlschmidt et al. (2016) ont diminué la saveur 

amère et persistante d’un produit à base de soya en le fermentant avec L. helveticus. Schindler 

et al. (2012) ont démontré que la fermentation lactique pouvait masquer les arômes indésirables 

du pois. Aussi, les micro-organismes utilisés pour la fermentation vont mener à un profil 

aromatique différent (Ben-Hard et al., 2019). La formulation des aliments peut permettre de 

masquer certaines caractéristiques sensorielles qui font défaut par ajout de sucre ou d’arômes 

par exemple. 

Babault et al. (2015) ont étudié l’effet des protéines de pois pendant un entraînement de 

résistance, et ont observé une augmentation plus importante de l’épaisseur musculaire 

comparativement à un placebo et à des protéines de lactosérum. Également, Banaszek et al. 

(2019) ont démontré que l’ingestion de protéines de lactosérum ou de pois avait les mêmes 

impacts sur l’épaisseur musculaire, la force produite et la performance pendant un entraînement 

de force de haute intensité. Les protéines de pois seraient de ce fait une très bonne option pour 

remplacer le lactosérum et une des meilleures alternatives aux protéines de soya (Babault et al., 

2015; Barac et al., 2015) et ont un grand potentiel en tant qu’ingrédient alimentaire (Choi et Han, 

2001; Stone et al., 2015).  
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4.5. Les protéines de chanvre  

Le chanvre (Cannabis sativa L.) est une plante herbacée cultivée annuellement et a 

traditionnellement été utilisé pour ses fibres contenues dans sa tige. Ses fibres sont notamment 

utilisées pour la fabrication de vêtements et de papiers. Il est également utilisé depuis longtemps 

comme huile comestible ou dans la médecine populaire dans les pays asiatiques (Callaway, 

2004). Du fait de sa haute teneur en tétrahydrocannabinol (THC), les graines de chanvre ont été 

peu commercialisées comme aliment dans le reste du monde jusqu’à il y a une vingtaine 

d’années, où du chanvre industriel faible en THC est devenu disponible, notamment au Canada 

(Aluko, 2017). Le chanvre a l’avantage de bien pousser dans des climats variés et n’a pas ou peu 

besoin d’herbicides, pesticides ou fongicides (MAFRD, 2015).  

Les graines de chanvre contiennent 20-25% de protéines (Callaway, 2004). Les protéines du 

chanvre sont principalement l’édestine (une globuline) et l’albumine (Odani & Odani, 1998). Le 

sous-produit des graines de chanvre dont l’huile a été extraite et qui ont été broyées est la farine 

de protéines de chanvre qui contient entre 30 et 50% de protéines. En décortiquant, en 

dégraissant et en enlevant la majorité des composés non protéiques de la farine, on obtient un 

concentré de protéines de chanvres qui contient environ 65% de protéines (Wang & Xiong, 2019). 

L’isolat protéique est le plus souvent obtenu par extraction au NaOH suivi d’une précipitation 

isoélectrique et peut contenir jusqu’à 95% de protéines (Wang et al., 2008; Malomo et al., 2014). 

Les protéines de chanvre ont une bonne composition en acides aminés essentiels et la lysine est 

le premier acide aminé limitant (Tang et al., 2006; House et al., 2010). Elles contiennent environ 

12% d’arginine lorsque les autres sources de protéines (maïs, riz, soya, caséine, blanc d’œuf) en 

contiennent moins de 7% (Callaway, 2004). L’arginine est un précurseur de l’oxyde nitrique qui 

améliore la circulation sanguine et contribue à une bonne pression sanguine (Wu & Meininger, 

2002). Les protéines de chanvre libèrent des peptides bioactifs qui ont de nombreuses propriétés 

notamment antioxydantes (Girgih et al., 2014a), hypocholestérolémiantes (Zanoni et al., 2017), 

antihypertensives (Malomo et al., 2015b), d’inhibition de l’acétylcholinestérase, de la rénine et de 

l’enzyme de conversion (Girgih et al., 2014b; Malomo & Aluko, 2016). 

Un isolat de protéines de chanvre a une capacité de rétention d’eau et de stabilisation d’une 

émulsion plus faible que pour un isolat de protéines de soya, mais a la même capacité 

d’absorption des graisses (Tang et al., 2006). Ses mauvaises propriétés fonctionnelles sont dues 

à la grande quantité en acides aminés soufrés qui vont mener à une formation de liaisons 

disulfures et donc à l’agrégation des protéines à pH neutre ou acide. La méthode d’extraction va 

avoir un impact sur les capacités des propriétés fonctionnelles de l’isolat de chanvre. Une 
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extraction alcaline va produire un isolat avec une plus forte capacité de rétention d’eau par rapport 

à une extraction acide ou à un simple procédé de dégraissage (Teh et al., 2013). Les protéines 

de chanvre ont une solubilité très faible entre les pH 4 et 6. Elle est proche de 40% à pH 2 et > 

80% à pH 8 (Tang et al., 2006). 

Les graines de chanvre contiennent peu de facteurs antinutritionnels tels que l’acide phytique ou 

les tannins (Russo & Reggiani, 2015). Les protéines de chanvre ont généralement une bonne 

digestibilité allant de 85 à 95% (House et al., 2010; Malomo & Aluko, 2015a). Selon House et al. 

(2010), le CEP d’une farine de chanvre à 40% de protéines est de 1,65. 

Contrairement aux protéines de lactosérum, il existe très peu de recherches sur l’effet des 

protéines végétales sur la performance d’un exercice de force ou sur la récupération après 

l’exercice. Upshaw (2014) a observé que l’ingestion de protéines de chanvre après un exercice 

de force améliorait la force et l’hypertrophie musculaire ainsi que la performance à un degré 

similaire aux protéines de lactosérum. Du fait de leurs bonnes valeurs nutritionnelles, leur 

hypoallergénicité, leurs bénéfices sur la santé et leurs propriétés fonctionnelles, les protéines de 

chanvre attirent de plus en plus l’attention et voient le nombre de publications liées à ce sujet 

considérablement augmenter depuis 10 ans (Wang & Xiong, 2019). L’utilisation des protéines de 

chanvre dans les aliments enrichis en protéines comme alternative aux traditionnelles protéines 

de lactosérum ou de soya est en augmentation (Wang & Xiong, 2019). 

 

5. La fermentation  

5.1. Définition  

La fermentation est un procédé, le plus souvent anaérobique, qui va induire des changements 

chimiques dans des substrats organiques par l’action d’enzymes produites par des micro-

organismes. C’est une voie métabolique qui permet, tout comme la photosynthèse ou la 

respiration aérobie, de produire de l’énergie, sous forme d’ATP. Cette voie métabolique, 

considérée comme la plus ancienne, est commune aux procaryotes et aux eucaryotes. Il existe la 

fermentation anaérobie et la fermentation aérobie. Cette dernière est peu fréquente. C’est une 

voie métabolique qui permet la transformation des sucres par les cellules agissant en présence 

d’oxygène. Elle est notamment présente chez les levures Saccharomyces, Schizosaccharomyces 

spp., les bactéries Acetobacter spp. et Escherichia coli, les cellules cancéreuses ou encore chez 

certaines plantes, qui, lorsque les concentrations extracellulaires de sucres sont en excès, 
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peuvent produire de l’alcool ou des acides organiques, et ce, même en conditions aérobies. Cela 

s’oppose à l’effet pasteur, observé chez la plupart des micro-organismes, qui est une inhibition de 

la fermentation due à la présence d’oxygène. Les fermentations acétiques et citriques sont 

principalement des fermentations aérobies (Menzel et al., 1985; Thauer, 1988; Agreda et al., 

1993, Hutkins, 2008). La fermentation anaérobie, elle, est plus courante, et ne nécessite pas 

d’oxygène pour opérer. Les principales fermentations anaérobies sont la fermentation alcoolique 

et la fermentation lactique. Cette dernière, consiste en la formation d’acide lactique à partir de 

glucides par des bactéries spécifiques. Elle est notamment utilisée dans la fabrication de laits 

fermentés, de fromages, de saucissons ou encore de choucroutes. Les principaux ferments 

lactiques utilisés sont les lactobacilles, les bifidobactéries et certains streptocoques. Ils sont pour 

beaucoup considérés comme des probiotiques (Parvez et al., 2006). 

La fermentation est utilisée depuis des millénaires dans beaucoup de cultures différentes pour la 

préparation des aliments. Elle permet de conserver la nourriture, d’améliorer sa saveur, sa texture 

et sa digestibilité. La fermentation peut être naturelle ou induite. En effet, certains aliments 

contiennent déjà les bactéries, les levures, ou les moisissures responsables de la fermentation 

tandis que d’autres sont supplémentés en micro-organismes pour en induire une.  

5.2. Impact sur les protéines et sur la digestibilité 

La fermentation permet d’améliorer les valeurs nutritionnelles de nombreux légumes et céréales. 

En effet, les micro-organismes utilisés pour la fermentation vont produire des enzymes capables 

d’hydrolyser les constituants de la nourriture et vont aussi permettre de réduire les facteurs 

antinutritionnels, améliorant ainsi la digestibilité et la qualité nutritionnelle de l’aliment. Il existe de 

nombreux micro-organismes utilisés pour la fermentation des produits végétaux. Le temps de 

fermentation, le type de micro-organismes, les différentes souches utilisées, la matrice alimentaire 

vont avoir des effets différents. Le genre Lactobacillus est capable d’hydrolyser les protéines 

présentes dans son environnement et donc de générer des peptides et des acides aminés libres 

(Matar et al., 1996; Raveschot et al., 2018). L’hydrolyse d’une protéine forme des plus petits 

peptides qui sont absorbés plus efficacement comparativement à une protéine native (Grimble, 

1994). Ainsi, l’hydrolyse des protéines alimentaires permet d’améliorer leur digestibilité ainsi que 

leur absorption (Clemente, 2000; Koopman et al., 2009). Cependant, il a été démontré que 

l’activité protéolytique différait d’une souche de Lactobacillus à une autre (Donkor et al., 2007). 

Aussi, les profils peptidiques des produits traités avec les différentes souches de Lactobacillus 

étudiées sont très distincts les uns des autres (Aguirre et al., 2014). Rizzello et al. (2006) ont 
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démontré que certaines bactéries lactiques ont une activité protéolytique et permettent de 

produire une pâte de blé et de seigle prédigérée. Kiers et al. (2000), ont effectué une fermentation 

de graines de soya avec plusieurs souches de Bacillus spp. et ont observé une cassure des 

protéines en peptides de petit poids moléculaire solubles dans l’eau menant à un produit avec 

des nutriments hautement accessibles et dont le besoin de dégradation par les enzymes 

digestives est minimal. Shekib (1994) et Chandra-Hioe et al. (2016) ont observé une hausse de 

la digestibilité protéique in vitro de légumineuses après une fermentation naturelle et attribuent ce 

résultat à la dégradation de protéines complexes en produits plus simples et plus solubles. 

Plusieurs études ont démontré que la fermentation notamment des végétaux induisait une 

augmentation de la digestibilité, et une baisse des facteurs antinutritionnels (Elyas et al., 2002; 

Patterson et al., 2017; Ogodo et al., 2018). Binita et Khetarpaul (1997) ont effectué une 

fermentation lactique avec L. acidophilus d’un mélange alimentaire constitué de farine d’orge, de 

farine de soya vert, de lait écrémé en poudre et de pulpe de tomate. Une baisse significative (p ≤ 

0,05) des facteurs antinutritionnels (polyphénols et acide phytique) a été observée, ainsi qu’une 

amélioration significative (p ≤ 0,05) de la digestibilité in vitro des protéines. Le mélange fermenté 

atteint ainsi une digestibilité de 77% contre 56% pour le mélange non fermenté.  

Khattab et al. (2009) ont effectué une fermentation avec Saccharomyces cerevisiae sur des pois 

(P. sativum L.), des niébés (V. sinensis L.) et des haricots rouges (P. vulgaris L.). Ils ont observé 

une augmentation significative (p ≤ 0.05) de la digestibilité pour toutes les espèces étudiées. 

Également, Murekatete et al. (2012), ont utilisé S. cerevisae pour la fermentation d’une farine 

composée de sorgo, de maïs et de soya et ont observé une augmentation de 12% de la 

digestibilité.  

La fermentation sur les légumes et les céréales a donc prouvé son efficacité quant à 

l’augmentation de la digestibilité des aliments étudiés pouvant être attribuée à l’activité 

protéolytique des ferments ou à la réduction des facteurs antinutritionnels. Blandino et al. (2003) 

considèrent la fermentation comme la façon la plus simple et la plus économique d’améliorer les 

valeurs nutritionnelles, les propriétés fonctionnelles et les propriétés sensorielles des céréales. 

Seulement, les effets varient grandement d’un micro-organisme à un autre, et d’un aliment à un 

autre, il existe donc une infinité de possibilités. Également, il existe très peu d’études sur l’effet de 

la fermentation sur les isolats ou concentrés de protéines végétales. 
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5.3. Effets sur les propriétés fonctionnelles et sensorielles 

La fermentation modifie certaines caractéristiques physico-chimiques et entraîne des 

changements des caractéristiques fonctionnelles et sensorielles. Tout d’abord, la fermentation 

entraîne une baisse de pH, dû aux composés acides formés, baisse plus ou moins grande selon 

la durée du traitement et selon les micro-organismes responsables de la fermentation. De ce fait, 

l’acidité titrable augmente avec la fermentation, variant également selon les mêmes paramètres 

que le pH. L’acidification du milieu permet d’éliminer des bactéries pathogènes et permet ainsi 

une meilleure conservation d’un produit comparé au même produit non fermenté. C’est pourquoi 

la fermentation est beaucoup utilisée dans les régions où la préservation des aliments et la 

sécurité alimentaire sont un défi de tous les jours. Elle est donc très présente dans de nombreux 

pays en développement, en Afrique et en Asie notamment, que l’industrialisation mondiale n’a 

pas atteint et où l’accès à des équipements sophistiqués est limité. L’acidité du milieu va entraîner 

une modification de la solubilité des protéines ainsi qu’une modification de la viscosité. 

Effectivement, à un pH inférieur ou supérieur au point isoélectrique, la solubilité des protéines 

augmente, et elle est la plus faible au point isoélectrique. La fermentation permet ainsi une 

meilleure solubilité des protéines (Elkhalifa et Bernhardt, 2018). La fermentation a également un 

impact sur la viscosité, la faisant diminuer (Hayta et al., 2001; Gernah et al., 2011; Murekatete et 

al., 2012). Aussi, la fermentation, faisant augmenter l’acidité du produit, a, en conséquence, un 

impact sur la saveur et les arômes du produit. Sans surprise, le produit est plus acide en bouche 

lorsqu’il est fermenté. La fermentation est notamment utilisée pour améliorer la saveur de certains 

produits (Schindler et al., 2012). 

 

6. Hypothèses, objectifs et moyens 

6.1. Problématiques 

Les besoins en protéines varient notamment en fonction de l’âge et de l’activité physique 

pratiquée. Les enfants, les personnes âgées et les sportifs ont des besoins plus élevés en 

protéines que la normale (Bauer et al., 2013; Campbell et al., 2007; Richter et al., 2019). Les 

boissons enrichies en protéines peuvent contribuer à l’apport en protéines de ces personnes. Les 

protéines végétales sont considérées comme des protéines « incomplètes » du fait de leur 

manque en un ou plusieurs acides aminés (FDA, s.d.). Elles sont également moins digestibles 

que les protéines animales. Les boissons enrichies en protéines végétales contiennent donc 

souvent moins de protéines assimilables que celles enrichies en protéines animales. De plus, les 
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boissons enrichies en protéines peuvent présenter des défauts au niveau textural et sensoriel. La 

fermentation pourrait augmenter la digestibilité des protéines végétales; les protéines hydrolysées 

étant plus digestes (Tavano, 2013) ; et elle permet de modifier les propriétés sensorielles d’un 

aliment (Mehta et al., 2012). 

Dans le cadre de ce projet, il est proposé de combiner plusieurs sources de protéines afin d’obtenir 

une protéine « complète » et d’enrichir une boisson fermentée en ces différents mélanges 

protéiques. L’enrichissement de la boisson avec des protéines végétales ne devra pas avoir d’effet 

défavorable sur la saveur et la texture et la fermentation devra avoir des effets bénéfiques sur la 

qualité et la digestibilité des boissons enrichies. L’élaboration d’une boisson fermentée enrichie 

en protéines végétales est donc un défi sur plusieurs aspects. Un tel aliment fonctionnel répond 

à la demande du marché et aux problèmes environnementaux, en combinant une boisson 

probiotique et un enrichissement en protéines végétales ayant une valeur de qualité protéique 

améliorée. 

6.2. Hypothèses 

1) La fermentation lactique prédigère les protéines, les rendant plus absorbables et améliore 

ainsi la digestibilité de la boisson fermentée.  

2) La fermentation d’une boisson enrichie en protéines végétales a un effet bénéfique sur la 

qualité et l’efficacité protéique la rendant proche de celle de la caséine, la protéine animale 

de référence et peut bénéficier d’une allégation nutritive. 

3) Un bon ajustement des concentrations et ratios de différents mélanges protéiques 

permettra de mettre au point une boisson enrichie en protéines, acceptable au niveau 

sensoriel et gustatif par les consommateurs. 

4) Un bon ajustement des concentrations et ratios de différents mélanges protéiques 

permettra de mettre au point une boisson enrichie en protéines dont les propriétés physico-

chimiques, microbiologiques et sensorielles au long de l’entreposage seront similaires ou 

supérieures à la boisson non enrichie. 

6.3. Objectifs 

L’objectif principal du projet était l’élaboration d’une boisson probiotique enrichie en protéines 

végétales et ayant de bonnes valeurs nutritives. Les différentes étapes visaient à :  
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1) Mettre au point des boissons fermentées enrichies en différentes sources de protéines 

végétales (riz, pois, chanvre). 

2) Évaluer l’effet de la fermentation sur le profil peptidique des boissons enrichies en 

protéines. 

3) Évaluer l’effet de la fermentation sur la digestibilité protéique in vitro des boissons. 

4) Sélectionner la boisson fermentée enrichie en protéines végétales ayant la meilleure 

qualité. 

5) Évaluer le Coefficient d’Efficacité Protéique (CEP) et la digestibilité protéique in vivo de la 

boisson sélectionnée au point 4). 

6) Analyser les probiotiques viables dans les fèces des rats nourris avec la boisson enrichie 

en protéines. 

7) Analyser l’effet de l’entreposage à 4 °C sur le profil peptidique, les propriétés physico-

chimiques, microbiologiques et sensorielles de la boisson fermentée enrichie en protéines 

végétales. 

6.4. Moyens pour attendre les objectifs 

1) Les boissons ont été mises au point en utilisant plusieurs mélanges de différentes sources 

de protéines (pois, riz, chanvre) à ajouter aux boissons. Les mélanges ont été choisis dans 

le but de satisfaire les besoins en AAE, ils ont également été choisis en fonction de leurs 

quantités de protéines, de leurs faisabilités et de leurs CEP théoriques calculés par rapport 

aux CEP de chaque source de protéine seule indiqués dans la littérature.  

2) Les profils peptidiques des boissons enrichies en protéines, fermentées et non 

fermentées, ont été évalués selon la distribution des poids moléculaires (Dong et al., 2007) 

par HPLC size exclusion (SEC) en utilisant une colonne Biosep-SEC 2000 (Phenomenex, 

Torrance, Canada) selon la méthode de González-Olivares et al. (2014). 

3) Afin de mesurer la digestibilité in vitro, une digestion enzymatique séquentielle a été 

réalisée selon la méthode de Wang et al. (2014). La digestibilité a été calculée en fonction 

de l’azote libéré selon Ali et al. (2003) : 

% Digestibilié =
Azote dans le surnageant

Azote dans l′échantillon
× 100 
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4) La boisson ayant les meilleures caractéristiques étudiées (profil peptidique, digestibilité in 

vitro) a été sélectionnée. 

5) La digestibilité in vivo a été déterminée selon Schneider et al. (1975) par expérimentation 

animale sur la boisson sélectionnée. De jeunes rats mâles ont été nourris pendant 14 jours 

avec une diète contenant comme source de protéines la boisson sélectionnée fermentée 

ou non fermentée. La quantité d’azote ingérée par rapport à la quantité d’azote excrétée 

a permis de calculer la digestibilité. Le CEP a également été déterminé par 

expérimentation animale en rapportant la prise de poids de l’animal sur la quantité de 

nourritures ingérées selon Henry (1965) et la méthode 960.48 de l’AOAC. 

6) Les probiotiques viables dans les fèces ont été analysés selon une méthode de 

quantification moléculaire mise au point par Bio-K PlusMD (non publiée). Les souches 

probiotiques ont été quantifiées par qPCR après extraction de l’ADN des matières fécales 

récoltées à la suite de l’expérimentation animale.  

7) Au cours de l’entreposage à 4 °C, la viscosité a été évaluée à l’aide d’un viscosimètre 

Brookfield DVII+ (Ametek Brookfield, MA, USA), la couleur à l’aide d’un colorimètre 

(Konica Minolta, Osaka, Japon) et le pH à l’aide d’un pH-mètre. L’acidité titrable a été 

mesurée selon la méthode de titration au NaOH de l’AOAC 942.15 et exprimée en 

pourcentage d’acide lactique. Les analyses microbiologiques ont été effectuées sur milieu 

MRS, spécifique aux lactobacilles afin d’observer l’évolution de la concentration en 

probiotiques dans la boisson au cours de l’entreposage. Les analyses sensorielles ont été 

effectuées afin d’évaluer la texture, l’odeur, le goût et l’apparence générale à l’aide d’une 

échelle hédonique à 9 points.  
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CHAPITRE 2: SÉLECTION DES BOISSONS FERMENTÉES ENRICHIES 
EN PROTÉINES VÉGÉTALES 

Différentes sources de protéines ont été mélangées et ajoutées à une boisson végétale à base 

de riz brun, fermentée, fournie par la société Bio-K+ International. Les sources de protéines ont 

été choisies en accord avec la société et sont le pois jaune, le riz brun et le chanvre. Les différents 

mélanges de protéines ont été sélectionnés en fonction de leurs indices chimiques, de la quantité 

de protéines ajoutées, de la faisabilité, du goût, et du Coefficient d’Efficacité Protéique (CEP) 

théorique.  

1. Contenu en protéines et en acides aminés 

Les pourcentages de protéines dans l’isolat de riz brun, de chanvre et de pois sont présentés 

dans le Tableau 1. Les trois sources de protéines ont des pourcentages élevés avec 80% de 

protéines pour le riz et le pois et 90% pour le chanvre. 

 Tableau 1. Teneur en protéines des différentes sources de protéines. 

Type de protéine 
Teneur en 

protéines (%) 

Riz 80 

Chanvre 90 

Pois 80 

Les acides aminés essentiels (AAE) ne sont pas synthétisés par le corps humain et doivent donc 

être apportés par l’alimentation. La FAO et l’OMS ont déterminé les besoins nécessaires en AAE 

pour avoir une protéine complète. La composition en AAE a été communiquée par le fournisseur 

des protéines. La composition en AAE de chaque produit, exprimée en g / 100 g de protéines, est 

indiquée dans le Tableau 2, ainsi que dans celle de la protéine de référence de la FAO et de 

l’OMS (2007). On observe que le riz et le chanvre sont faibles en lysine, alors que le pois est 

pauvre en méthionine. En général, les légumineuses sont déficientes en méthionine alors que les 

céréales le sont en lysine. Un mélange des deux peut donc aider à équilibrer ces valeurs (Khaldi 

et al., 2014). Tous les autres acides aminés sont en quantité suffisante. Le total des acides aminés 

essentiels de chaque source de protéines est sensiblement le même (entre 44 et 45 g / 100 g de 

protéines) et il est bien supérieur à celui du profil protéique de référence (27,7 g / 100 g de 

protéines). 
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Tableau 2. Composition en acides aminés essentiels des différentes sources de protéines. 

Acides aminés 
(g/100 g 
protéines) 

Riz Chanvre Pois 
Référence 
FAO/OMS1 

His 2,13 2,61 2,56 1,5 

Ile 4,23 4,44 4,87 3 

Leu 7,75 7,53 8,59 5,9 

Lys 2,65 4,05 7,44 4,5 

Met 2,85 2,07 0,95 1,6 

Cys 2,04 2,51 1,67 0,6 

AAS (Met et Cys) 4,89 4,58 2,62 2,2 

AAA (Phe et Tyr) 12,90 8,71 9,1 3,8 

Thr 3,50 3,6 3,59 2,3 

Trp 1,40 3,76 0,79 0,6 

Val 5,59 5,16 5,13 3,9 

Total AAE 45,04 44,44 44,69 27,7 

AAS : Acides aminés soufrés. AAA : Acides aminés aromatiques. AAE : Acides aminés essentiels. 1 : 
Recommandations de la FAO/OMS en g/100g de protéines pour un adulte pour une protéine idéale. 

 

2. Indice chimique  

Les indices chimiques sont définis pour chaque AAE comme étant le rapport entre sa teneur dans 

les différentes sources de protéines et celle dans la protéine de référence (FAO, 2007). S'il est 

inférieur à 1, cela signifie que l'acide aminé correspondant est présent en une quantité inférieure 

aux recommandations pour l’Homme. Le riz et le chanvre étant déficients en lysine, indices 

chimiques sont inférieurs à 1 et il est inférieur à 1 pour la méthionine pour le pois (Tableau 3). 

Tous les autres acides aminés ont des indices supérieurs à 1. 
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Tableau 3. Indices chimiques des différentes sources de protéines. 

Acides aminés 
Riz Chanvre Pois 

Indice chimique 

His 1,42 1,74 1,71 

Ileu 1,41 1,48 1,62 

Leu 1,31 1,28 1,46 

Lys 0,59 0,90 1,65 

Met 1,78 1,29 0,59 

Cys 3,40 4,18 2,78 

AAS (Met et Cys) 2,22 2,08 1,19 

AAA (Phe et Tyr) 3,39 2,29 2,39 

Thr 1,52 1,57 1,56 

Trp 2,33 6,27 1,32 

Val 1,43 1,32 1,32 

AAS : Acides aminés soufrés. AAA : Acides aminés aromatiques.  

 

3. Composition des mélanges de protéines 

Afin d'obtenir un indice chimique supérieur à 1 dans la boisson, des mélanges des différentes 

sources de protéines ont été choisis en fonction de cet indice. Le pois peut être associé au riz et 

au chanvre, car ils se complètent au niveau du contenu en lysine et en méthionine. Mais si le riz 

et le chanvre sont associés, il y aura une déficience en lysine dans la boisson. Ainsi, afin que les 

contenus en AAE se complètent, les mélanges de protéines pois/riz et pois/chanvre ont été 

préférés.  

Les indices chimiques des mélanges de protéines de pois et de riz sont présentés dans le Tableau 

4. Le mélange contenant 30% de concentré de protéines de pois et 70% de poudre de riz brun 

(PR1) présente son indice le plus faible pour la lysine avec une valeur de 0,91. Le mélange PR5, 

contenant plus de pois que de riz, voit donc son indice être de 0,95 pour la méthionine. Par 

conséquent, le mélange retenu est PR3, car c’est celui qui a les indices chimiques les plus élevés. 
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Tableau 4. Indices chimiques de mélanges de protéines de pois et de riz. 

 PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 

 

Pois 30% Pois 40% Pois 50% Pois 60% Pois 70% 

Riz 70% Riz 60% Riz 50% Riz 40% Riz 30% 

Acides aminés Indices chimiques 

His 1,50 1,53 1,56 1,59 1,62 

Ileu 1,47 1,49 1,52 1,54 1,56 

Leu 1,36 1,37 1,38 1,40 1,41 

Lys 0,91 1,01 1,12 1,23 1,33 

Met 1,43 1,31 1,19 1,07 0,95 

Cys 3,21 3,15 3,09 3,03 2,97 

AAS (Met et Cys) 1,91 1,81 1,71 1,60 1,50 

AAA (Phe et Tyr) 3,09 2,99 2,89 2,79 2,69 

Thr 1,53 1,54 1,54 1,55 1,55 

Trp 2,03 1,93 1,83 1,72 1,62 

Val 1,40 1,39 1,37 1,36 1,35 

% protéines 80,00 80,00 80,00 80,00 80,00 

AAS : Acides aminés soufrés. AAA : Acides aminés aromatiques. PR : Mélange de protéines de pois et de riz. 

Le pois et le chanvre ont également été associés pour compléter leur manque respectif en 

méthionine et en lysine. Le mélange PH1 (30% de pois, 70% de chanvre) est celui qui a les 

meilleurs indices chimiques et également le pourcentage le plus élevé en protéines (87%) 

(Tableau 5).  C’est donc ce mélange qui a été sélectionné. 

Tableau 5. Indices chimiques de mélanges de protéines de pois et de chanvre. 

 PH1 PH2 PH3 PH4 PH5 

 
Pois 30% 
Chanvre 

70% 

Pois 40% 
Chanvre 

60% 

Pois 50% 
Chanvre 

50% 

Pois 60% 
Chanvre 

40% 

Pois 70% 
Chanvre 

30% 

Acides aminés  Indices chimiques 

His 1,73 1,73 1,72 1,72 1,72 

Ileu 1,52 1,54 1,55 1,57 1,58 

Leu 1,33 1,35 1,37 1,38 1,40 

Lys 1,13 1,20 1,28 1,35 1,43 

Met 1,08 1,01 0,94 0,87 0,80 

Cys 3,76 3,62 3,48 3,34 3,20 

AAS (Met et Cys) 1,81 1,73 1,64 1,55 1,46 
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AAA (Phe et Tyr) 2,32 2,33 2,34 2,35 2,36 

Thr 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 

Trp 4,78 4,29 3,79 3,30 2,80 

Val 1,32 1,32 1,32 1,32 1,32 

% protéines 87,00 86,00 85,00 84,00 83,00 

AAS : Acides aminés soufrés. AAA : Acides aminés aromatiques. PH : Mélange de protéines de pois et de 
chanvre. 

 

4. Estimation des Coefficients d’Efficacité Protéique 

Il existe des allégations nutritionnelles déterminées par Santé Canada pour un aliment enrichi en 

protéines. Une allégation nutritionnelle « source de protéines » signifie que l'aliment fournit une 

quantité significative de protéines, tandis que « excellente source de protéines / riche en protéines 

» signifie que l'aliment fournit une très grande quantité de ce nutriment (Agence Canadienne 

d’inspection des aliments, 2019). Ces allégations sont déterminées selon la valeur de la cote 

protéique du produit. Celle-ci est définie par la teneur en protéines par ration quotidienne normale 

du produit, multipliée par le coefficient d'efficacité protéique (CEP). La ration quotidienne normale 

correspond à une portion moyenne de l’aliment consommé par jour. Le CEP est déterminé en 

faisant une analyse in vivo du produit et il est calculé comme le rapport entre le gain de poids 

moyen de l’animal (généralement des rats) et la quantité de protéines ingérées (Health Protection 

Branch, 1981). Si la cote protéique est supérieure à 20, le produit peut prétendre à l’allégation « 

source de protéines », si elle est supérieure à 40, il peut prétendre à « excellente source de 

protéines ».  

Certains CEP d’aliments sont communiqués par l’Agence Canadienne d’Inspection des Aliments 

(2018). Seulement, énormément de produits n’y figurent pas. De plus, les CEP diffèrent selon les 

espèces de légumes, céréales, étudiées, la manière dont les protéines ont été extraites, etc. Le 

CEP théorique du pois est de 1,2, il est de 1,5 pour le riz et de 1,65 pour le chanvre (Agence 

Canadienne d’Inspection des Aliments, 2018; House et al., 2010). La protéine de référence est la 

caséine, une protéine du lait. Elle a un CEP de 2,5. Les aliments ayant un CEP supérieur à celui 

de la caséine sont considérés comme étant de très bonnes sources de protéines. 

Afin d’avoir une idée sur les CEP des mélanges de protéines PR et PH, les CEP théoriques ont 

été estimés selon les valeurs de CEP de la littérature et le pourcentage de protéines ajoutées 

selon le calcul suivant : 
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𝐶𝐸𝑃 =  (% 𝑠𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒 1 × 𝐶𝐸𝑃 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒 1) + (% 𝑠𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒 2 × 𝐶𝐸𝑃 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒 2) 

Les CEP estimés des deux mélanges de protéines Pois/Riz et Pois/Chanvre sont présentés dans 

le Tableau 6. Les deux mélanges ont des CEP assez faibles, de 1,35 pour le mélange PR et de 

1,52 pour le mélange PH. Ces CEP estimés doivent être vérifiés par une étude in vivo pour 

déterminer les CEP réels des mélanges de protéines.  

La cote protéique a également pu être estimée en multipliant la quantité de protéines estimée 

dans la boisson (ce qui correspond à la ration quotidienne) par le CEP estimé. On obtient des 

cotes inférieures à 20, ce qui voudrait signifier que la boisson ne peut prétendre à une allégation 

protéique. Encore une fois, les expériences in vivo vont permettre d’obtenir des résultats réels. 

Tableau 6. CEP estimé des mélanges de protéines. 

Mélange 
Sources de 
protéines 

ajoutées (%) 

Quantité de 
protéines 

estimée (%) 

CEP 
estimé 

Cote 
protéique 
estimée 

PR3 
Pois 50 

14,0 1,35 18,9 
Riz 50 

PH1 
Pois 30 

11,9 1,52 18,1 
Chanvre 70 

 

5. Conclusion 

Les mélanges de protéines à ajouter à la boisson végétale Bio-K+MD à base de riz ont été 

sélectionnés selon leurs quantités de protéines et leurs indices chimiques afin d’avoir un indice 

supérieur à 1 et ainsi satisfaire les exigences de la FAO. Les prototypes retenus sont les suivants : 

- PR : 50% de pois et 50% de riz, 

- PH : 30% de pois et 70% de chanvre. 
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Lien entre les chapitres 2 et 3  

Dans le but de développer une boisson probiotique enrichie en protéines et ayant une bonne 

valeur nutritive, il était nécessaire de fabriquer plusieurs boissons pour ensuite sélectionner la 

meilleure d’entre elles. Ainsi, le chapitre 2 « Sélection des boissons fermentées enrichies en 

protéines végétales » explique le processus de sélection des boissons en fonction des indices 

chimiques, de la quantité de protéines qu’il est possible d’ajouter à la boisson, et du CEP estimé. 

Deux boissons ont été sélectionnées sur ces bases, une boisson enrichie en protéines de pois et 

de riz (PR) et une autre boisson enrichie en protéines de pois et de chanvre (PH).  

Le chapitre 3 présente les résultats des analyses physico-chimiques et la détermination de la 

digestibilité in vitro de ces deux boissons et de leurs équivalents non fermentés et non enrichis en 

protéines afin d’évaluer l’effet de la fermentation et de l’enrichissement notamment sur la 

digestibilité protéique et sur le profil peptidique.  
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Résumé 

L'objectif de cette étude était de développer des boissons probiotiques, enrichies en protéines 

végétales, à haute valeur nutritionnelle. Une boisson à base de riz fermentée avec une formulation 

probiotique spécifique comprenant L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R et L. rhamnosus 

CLR2 a été enrichie avec une combinaison de protéines de pois et de riz (PR) ou de protéines de 

pois et de chanvre (PH) à 13% et 11% de protéines totales respectivement. Ces associations de 

protéines ont été sélectionnées car leurs indices chimiques étaient supérieurs à 1, comme 

recommandé par la FAO. Les boissons enrichies en protéines avaient une viscosité 10 fois 

supérieure grâce à l’enrichissement, tandis que la fermentation a réduit la viscosité de 50% pour 

PR et de 20% pour PH. Les résultats de la digestibilité protéique in vitro ont montré que 

l'enrichissement en protéines ainsi que la fermentation augmentaient significativement les valeurs 

de digestibilité avec une valeur de 72.7% pour la boisson fermentée PR et 61.4% pour la boisson 

contrôle fermentée non-enrichie (p ≤ 0,05). Les profils peptidiques des boissons enrichies en PR 

et PH indiquent que la fermentation a entraîné une réduction d'environ 60% des peptides de haut 

poids moléculaire et une augmentation de plus de 50% des peptides de bas poids moléculaire. 

Par conséquent, la fermentation et l'enrichissement en protéines ont tous deux augmenté la valeur 

nutritionnelle des boissons à base de riz. 

Mots-clés 

Digestibilité protéique in vitro, protéines végétales, fermentation, probiotique, Lactobacillus. 
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Abstract 

The objective of this study was to develop probiotic beverages, enriched with plant proteins, with 

high nutritional value. A rice-based beverage fermented with a specific probiotic formulation 

comprised L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2 has been enriched 

with a combination of pea and rice proteins (PR) or pea and hemp proteins (PH) at 13% and 11% 

total protein respectively. These protein associations have been selected because their amino 

acid ratios were >1, as recommended by the FAO. The beverage enriched with protein significantly 

increased its viscosity by more than 10 times thanks to the enrichment, while the fermentation 

reduced it by 50% for PR and 20% for PH. In vitro protein digestibility results showed that the 

protein enrichment and the fermentation treatment significantly increased digestibility values of 

the beverages with value of 72.7% for fermented PR beverage and 61.4% for unenriched 

fermented control beverage (p ≤ 0.05). Peptide profiles of PR and PH enriched beverages 

indicated that the fermentation led to a reduced level of high molecular weight (HMW) peptides of 

about 60% and an increase of low molecular weight (LMW) peptides by over 50%. Therefore, both 

the fermentation and the enrichment in protein increased the nutritional value of the rice-based 

beverages. 

Keywords 

In vitro protein digestibility, plant protein, fermentation, probiotics, Lactobacillus.  
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1. Introduction 

Consumers are showing increasing interest in natural foods with general health benefits. The 

functional foods market is highly expanding (Statista, 2018). Among them, probiotics and protein-

enriched foods are very popular. Probiotics are defined as “live microorganisms that, when 

administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host” (Hill et al., 2014). The 

most commonly used genera of bacteria showing beneficial properties are Lactobacillus spp. and 

Bifidobacterium spp. (Holzapfel et al., 2001). Most of the time, probiotic products are delivered 

through dairy products such as yogurt, but because of lactose intolerance, or by conviction, an 

increasing number of people turn towards plant alternatives. Another trend widely observed is 

consumption of protein-enriched foods, especially for nutritional purposes. Protein-enriched 

products are mainly popular within active individuals, people dieting and can be an interesting 

source of protein for elderly people. The majority of protein-enriched products contains whey, a 

dairy by-product, but various plant proteins like soy, pea or hemp are more and more adopted as 

whey replacements. With the world population increasing, global warming, the lack of arable lands, 

more and more people are beginning to modify their dietary habits. Plant proteins can be an 

alternative to animal production because they need fewer farming resources and generate lower 

amounts of greenhouse gases (Clark & Tilman, 2017). 

The concern is that plant proteins are often limited in essential amino acids (EAA), and are 

therefore called "incomplete". In general, legumes are methionine deficient while cereals are lysine 

deficient. Because of this lack of EAA, and the presence of antinutritional factors, plant proteins 

are considered of lower quality and have, most of the time, a lower digestibility compared to animal 

proteins (Yun et al., 2005; Sarwar Gilani et al., 2012; Tomé, 2013). By combining cereals and 

legumes, global quality of protein is improved and intake of EAA can be complete (Khaldi et al., 

2014), as recommended by the FAO and WHO (2007). The quality of a protein is defined by 

several factors like its content of EAA, its digestibility and its bioavailability. Transformation 

processes, like germination, fermentation, irradiation, drying, have a considerable effect on plant 

proteins by modifying their structures, making them more accessible to enzymes, increasing their 

nutritional qualities and their digestibility (Ghavidel & Prakash, 2007; Osman et al., 2012; 

Kalpanadevi et al., 2013). It has been demonstrated that some Lactobacillus spp. have proteolytic 

activity and can therefore hydrolyze proteins into smaller peptides (Kiers et al., 2000; Raveschot 

et al., 2018) which are better absorbed compared to native protein (Grimble, 1994).  
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A few studies have looked at the proteolytic activity of lactic acid bacteria (LAB) and its 

consequences on the digestibility were mainly focused on milk and soy (Matar et al., 1996; Kiers 

et al., 2000; Amadou et al., 2011; Vithana et al., 2011; Aguirre et al., 2014), our current knowledge 

of this subject of pea, rice and hemp is very scarce.  

The probiotic association L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2 has 

demonstrated a high degree of gastrointestinal survival (Millette et al., 2008; Millette et al., 2013) 

and multiple health benefits. Indeed, it has been proven it can prevent and reduce the incidence 

of antibiotic-associated diarrhea (Beausoleil et al., 2007), and Clostridioides difficile associated 

diarrhea (McFarland et al., 2018), reduce symptoms of irritable bowel syndrome (Preston et al., 

2018) and it also has anticancer properties (Baldwin et al., 2010; Desrouillères et al., 2015). The 

protein enrichment of products containing this combination of probiotics has never been studied. 

The objective of this study was to develop functional beverages rich in probiotics and in protein. 

The commercial probiotic beverage containing an association of L. acidophilus CL1285, L. casei 

LBC80R and L. rhamnosus CLR2 was used with specific protein combinations (brown rice, hemp 

and peas) in order to obtain beverages with complete EAA, according to FAO specifications (FAO, 

2007). Subsequently, the effect of the lactic acid fermentation on the hydrolysis of pea, rice and 

hemp proteins was evaluated by analyzing, before and after the fermentation, the peptide profiles 

and the in vitro protein digestibility of the developed beverages, which were also compared to non 

protein-enriched beverages.  

 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

Commercial probiotic (Bio-K+ Blueberry) beverage, Bio-K+ ferment (composed of L. acidophilus 

CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2), organic pea protein concentrate containing 

80% protein (Fying, Riverside, CA, USA), organic brown rice protein containing 80% protein 

(Fying) and organic hemp protein powder containing 90% protein (Fying) were kindly supplied by 

Bio-K Plus, a division of Kerry Group (Laval, Québec, Canada). Pepsin (≥250 units/mg solid, 

41.9% purity) and trypsin (1500 units/mg solid, 20.1% purity) were purchased from Sigma-Aldrich 

(Oakville, ON, Canada). 
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2.2. Amino acid composition  

The amino acid composition was given by the supplier of the protein supplements (Table 1). 

According to the FAO (2007), the amino acid score (AAS) determines the effectiveness with which 

absorbed dietary nitrogen can meet the essential amino acids (EAA) requirements as the safe 

level of protein intake. The AAS was calculated as the quantity of each EAA divided by its 

reference value given by the FAO (2007), which corresponds to the EAA daily requirements for 

an adult in mg/g protein. When the AAS is inferior to 1, the corresponding EAA is considered as 

limiting and thus the protein does not provide enough of this EAA. In order to have AAS > 1, 

combinations of different proteins (pea, rice and hemp) were made to compensate for the limiting 

amino acid of certain proteins and to have a complete source of protein to be incorporated in 

beverages.  

2.3. Preparation of the beverages 

All the ingredients in powder form of Bio-K+ Blueberry, plus a 50/50 blend of pea and brown rice 

protein concentrates (PR), or a 30/70 blend of pea and hemp protein (PH), were weighed and 

hydrated with filtered water to obtain the enriched beverages. A control non-enriched beverage 

was also prepared. The beverages were then pasteurized at 90 ± 2 °C for 60 sec, packaged in 98 

g plastic bottles, aluminium-sealed, and then cooled to 37 °C. Beverages were then inoculated 

with Bio-K+TM ferment at 108 CFU/mL, incubated at 37 ± 1 °C for 14 ± 2 h, and cooled to 4 °C. In 

order to analyze the effect of the fermentation, fermented and non-fermented beverages were 

prepared. 

2.4. Product characterization 

Total protein content of the beverages was determined using Kjeldahl method (N×6.25) according 

to AOAC Official Method 991.20 (2000). Total solid content was determined according to AOAC 

Official Method 985.26 (2000) by drying the samples overnight at 105 °C in an oven (Isotemp 500 

Series, Fisher Scientific, NH, USA). The pH of samples was measured with a pH meter. The 

titratable acidity (TA), expressed as % lactic acid, was determined by the titration method with 0.1 

N NaOH solution, according to AOAC Official Method 942.15 (2000). Viscosity was evaluated with 

a Brookfield DV-II viscometer (Brookfield Engineering, MA, USA). Due to the large variation of 

viscosity between beverages, measures of viscosity were made at 4 °C at 100 rpm with spindle 

00 for non-enriched drinks and at 20 rpm with spindle 02 for protein-enriched drinks.  
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2.5. Microbial analysis 

Total viable count of Lactobacillus spp. was determined by spread plate method on MRS agar. 

The plates were incubated at 37 °C for 48 h. Analyzes were done on fermented control, PR and 

PH beverages. 

2.6. Determination of peptides molecular weight distribution by Size Exclusion-
High Performance Liquid Chromatography (SEC-HPLC) 

Molecular weight distribution of soluble fractions of fermented and non-fermented beverages were 

analyzed by size exclusion HPLC. A Biosep-SEC 2000 column (300 × 7.8 mm, 5 mm particle size, 

pore size 145 Å) from Phenomenex (Torrance, CA, USA) connected to an Agilent 1260 HPLC 

Infinity system (Agilent Technologies, Saint-Laurent, QC, Canada) was used. Samples were 

initially centrifuged at 10,000 × g for 20 min. Then, a 0.2 μm filtered sample of 10 μL was injected 

on the column, and eluted using 100 mM of sodium phosphate buffer solution (pH 6.8) at a flow 

rate of 1 mL/min for 20 min. Detection was then performed using a diode array detector which 

measured absorbance at 280 nm. Bovine thyroglobulin (670 kDa), IgA (300 kDa), IgG (150 kDa), 

ovalbumin (44 kDa), myoglobin (17 kDa) and uridine (244.2 Da) were used as standards. The total 

surface area of chromatograms of peptide profiles was integrated and separated into three ranges 

of molecular weight (>2,700 Da; 200-2,700 Da; <200 Da), expressed as a percentage of the total 

area. Analysis of peptide profiles was executed on fermented and non-fermented control, PR and 

PH beverages before and during in vitro digestion. 

2.7. In vitro digestion procedure 

The in vitro protein digestibility (IVPD) of the fermented probiotic beverages were evaluated using 

the pepsin and trypsin sequential digestion model according to the method of Wang et al. (2008) 

with minor modifications. Briefly, 0.5 g of protein material, from beverages, was suspended in 9.5 

mL of 0.1 M HCl. Then 0.5 mL of pepsin solution (20 mg/mL diluted in 0.1 M HCl) was added. The 

ratio of enzyme to protein substrate was 1:50, w/w. The mixture of protein solution and pepsin 

was incubated at 37 °C for 120 min, under agitation at 100 rpm. After which, the pepsin-digested 

hydrolysate was adjusted to pH 8 with 1.0 M NaOH, followed by addition of 10 mg of trypsin (the 

enzyme to initial protein ration was 1:50, w/w). This mixture was then incubated at 37 °C for 

another 120 min, under agitation at 100 rpm. Samples of 1 mL were taken at various digestion 

times, and heated at 95 °C for 5 min to inactivate the enzymes, and then centrifuged at 10,000 × 

g for 20 min. Supernatants were filtered through 0.2 μm filters and then analyzed by SEC-HPLC 
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on a Biosep-SEC 2000 column for molecular weight distribution determination of the soluble 

protein hydrolysates. 

2.8. Determination of soluble nitrogen release 

The soluble nitrogen released during the digestion process was evaluated on the supernatant after 

precipitation with trichloroacetic acid (TCA) as described by Ali et al. (2007) with some 

modifications. A 6 mL quantity of the digestive sample was mixed with the same volume of 20% 

(w/w) TCA, for a final concentration of 10% TCA, and then centrifuged at 10,000 × g for 20 min. 

The nitrogen content of the supernatant was determined by Kjeldahl method (N × 6.25) according 

to AOAC Official Method 991.20 (2000). The percentage of nitrogen released was calculated as 

follows: 

% N release =
Nitrogen in the supernatant

Nitrogen in the sample
× 100 

2.9. Statistical analysis 

The experiment was done in triplicate and for each replicate, three samples were analyzed. The 

data were reported as mean ± standard deviation. Data were subjected to one-way analysis of 

variance (ANOVA) by SPSS 22.0 software (IBM, NY, USA). Differences among means values 

were examined by the Duncan’s multiple comparison test at a p ≤ 0.05.  

 

3. Results and discussion 

3.1. Amino acid score  

The amino acid score (AAS) value depends on the amino acid composition and the reference 

protein (FAO, 2007). If the quantity of amino acids in the product is greater than the quantity given 

by the reference, the AAS will be superior to 1 and the protein in the product is considered 

complete. The objective was to determine the quantity of each plant protein added in order to 

obtain an AAS value > 1. Lysine is limited in rice and in hemp, showing a respective AAS value of 

0.6 and 0.9 (Table 1). Methionine is limiting in pea, as normally observed for legumes, and showed 

an AAS value of 0.6. The control beverage, with only rice as a source of protein, showed an AAS 

of 0.59 due to the deficiency in lysine in rice. By combining pea:rice (proportion of 50/50) and 

pea:hemp (proportion of 30/70), the AAS values were respectively 1.12 and 1.08, thus the added 
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proteins complemented each other and resulted in a complete combination. Based on these 

results, these beverages PR (pea:rice) and PH (pea:hemp) at these proportions were selected for 

this study. 

Table 1–Amino acid score of rice, hemp and pea proteins and control, PR and PH beverages. 

 Protein source Beverage 

Amino 
acid 

Rice Hemp Pea Control PR PH 

His 1.42 1.74 1.71 1.42 1.56 1.73 

Ileu 1.41 1.48 1.62 1.41 1.52 1.52 

Leu 1.31 1.28 1.46 1.31 1.38 1.33 

Lys 0.59 0.9 1.65 0.59 1.12 1.13 

Met 1.78 1.29 0.59 1.78 1.19 1.08 

Cys 3.4 4.18 2.78 3.4 3.09 3.76 

Cys + Met 2.22 2.08 1.19 2.22 1.71 1.81 

Phe + Tyr 3.39 2.29 2.39 3.39 2.89 2.32 

Thr 1.52 1.57 1.56 1.52 1.54 1.56 

Trp 2.33 6.27 1.32 2.33 1.83 4.78 

Val 1.43 1.32 1.32 1.43 1.37 1.32 

Control: rice beverage non-enriched in protein. PR: rice beverage enriched in pea:rice proteins. PH: rice 
beverage enriched in pea:hemp proteins. 

3.2. Product characterization 

Addition of protein significantly increased (p ≤ 0.05) the level of protein from 3% in the control 

beverages (C) to 11.2 and 13% for PH and PR beverages respectively (Table 2). For all 

beverages, the fermentation with the Bio-K+ ferment had no effect on the total protein content (p 

> 0.05). Protein enrichment also increased the level of total solid content. PR contained the highest 

percentage of solids with about 26% when compared to 16 and 23% for the control and PH 

respectively.  

The fermentation resulted in a decreased pH. The PR beverage showed the highest pH value 

after fermentation, passing from 6.2 to 4.9, as compared to the control and PH beverages, passing 

respectively from 6.2 to 4.2 and from 6.3 to 4.4 after the fermentation. Fermentation with the Bio-

K+ ferment and enrichment in plant proteins has led to an increase in titratable acidity (TA) (Table 

2). The fermented PH beverage showed the highest TA, with 1.18%, as compared to 0.37 and 

0.73% for CF and PRF, respectively. The TA of non-fermented enriched samples (PRNF and 

PHNF) were significantly higher (p ≤ 0.05) than the non-fermented non-enriched control beverage 
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(CNF), showing respective values of 0.25, 0.31 and 0.10% for PRNF, PHNF and CNF. The pH 

and the TA are both involved in the measurement of the acidity but they are not always related. 

Indeed, two products can have the same pH and different TA values (Wang et al., 2009), and the 

opposite is also possible (Nnam & Obiakor, 2003). This can be explained by the fact that TA value 

corresponds to the total quantity of acids present in the food whereas the pH is correlated with the 

dissociation capacity of these acids (Tyl & Sadler, 2017). The higher TA value of PRF and PHF 

beverages indicated their increased concentration of lactic acid when compared to the CF 

beverage and the higher pH indicated a lower capacity of dissociation of acids and buffering 

activity by resisting the decrease of pH while the quantity of lactic acid was rising. An increase in 

protein content in fermented beverages tends to increase acid production and buffering activity. 

Pereira et al. (2015) observed a TA of 7.7% for a probiotic drink containing whey protein and a TA 

of 3% for the same drink without whey protein, with pH values of 4.2 and 4.4 respectively. Similarly, 

Zare et al. (2012b) observed that adding 2% pea protein to a probiotic milk increased the buffering 

activity by 13%. 

Table 2–Total protein content (TPC), total solid content (TSC), pH, titratable acidity (TA), viscosity and total 
viable count (TVC) of plant beverages. 

C: control beverage non-enriched in protein. PR: beverage enriched in pea:rice protein. PH: beverage enriched 
in pea:hemp protein. NF: non-fermented. F: fermented. Means with different uppercase letters within the same 
column are significantly different (P ≤ 0.05). ND: not determined. 

The viscosity depends on total solid content as well as type of protein and protein content (Oliveira 

et al., 2001). Indeed, the enrichment with protein significantly increased (p ≤ 0.05) the viscosity of 

the beverages while fermentation decreased it (Table 2). The apparent viscosity of the control 

beverages showed a value of 4.0 cP for the non-fermented (CNF) and 3.8 cP for the fermented 

one (CF). Nevertheless, despite the fact that PRNF and PRF had the same solids content, the 

apparent viscosity of PRF showed a value of 39.1 cP while the PRNF showed a significantly higher 

Sample TPC (%) TSC (%) pH TA (%) 
Viscosity 
(cP) 

TVC (log 
CFU/mL) 

CNF 3.1 ± 0.3a 16.7 ± 0.7b 6.2 ± 0.0d 0.10 ± 0.0a 4.0 ± 0.2a ND 

CF 3.0 ± 0.1a 15.5 ± 0.1a 4.2 ± 0.0a 0.37 ± 0.0d 3.8 ± 0.1a 9.0 ± 0.0a 

PRNF 13.0 ± 0.3c 26.0 ± 0.7d 6.2 ± 0.0d 0.25 ± 0.0b 83.7 ± 1.6e ND 

PRF 13.0 ± 0.3c 26.7 ± 0.2d 4.9 ± 0.0c 0.73 ± 0.0e 39.1 ± 2.1b 9.5 ± 0.0b 

PHNF 11.2 ± 0.2b 23.4 ± 0.7c 6.3 ± 0.0d 0.31 ± 0.0c 69.8 ± 3.0d ND 

PHF 11.2 ± 0.3b 23.5 ± 0.8c 4.4 ± 0.0b 1.18 ± 0.0f 54.0 ± 0.2c 9.5 ± 0.0b 
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value of 83.7 cP (p ≤ 0.05). In the same way, the viscosity of PHNF was higher than the one of 

PHF, with respectively 69.8 cP and 54 cP (p ≤ 0.05). These results are similar to those found by 

Magala et al. (2015) who observed a decrease of the viscosity of a rice beverage after 

fermentation by LAB. This can be explained by protein hydrolysis by LAB, leading to more soluble 

proteins. The difference in viscosity of PRNF (83.7 cP) compared to the viscosity of PHNF (69.8 

cP) is proportional to the difference in their total protein content, with PHNF having a 15% lower 

viscosity and protein content than PRNF. Furthermore, fermentation had a greater impact on the 

viscosity of the PR beverage than on that of PH beverage, resulting in a reduction of 50% and 

20% respectively. These results can be due to differences in functional properties of proteins 

present in beverages like the difference in solubility, water retention capacity or gelling properties 

between pea, rice and hemp could affect the viscosity of the beverages (Agboola et al., 2005; 

Boye et al., 2010; Sun & Arntfield, 2010; Raikos et al., 2014; Akin & Ozcan, 2017).  

The total viable count of Lactobacillus spp. was determined in CF, PRF and PHF (Table 2). The 

results of Lactobacillus spp. showed higher values in protein-enriched beverages than in the 

control beverage. The enrichment in protein, led to a small increase in the quantity of probiotic 

bacteria with 9.0 log CFU/mL for CF and 9.5 log CFU/mL for PRF and PHF. The amino acid profile, 

mineral content and all components in general (proteins, carbohydrates...) can influence probiotic 

growth. Zare et al. (2012a) observed that the concentration of L. rhamnosus AD200 of a probiotic 

milk was higher when milk was supplemented with 3% pea flour, passing from 8.1 to 9.3 log 

CFU/mL. It was suggested that the growth enhancement of L. rhamnosus AD200 may be due to 

stimulatory factors in pea flour like vitamins, antioxidants and amino acids. Despite variations in 

the viable count of Lactobacillus spp. in this study, considering that they were below 1 log CFU/mL, 

these changes had little microbiological significance.  

3.3. Molecular weight distribution 

The molecular weight distribution of the control beverage non-enriched in protein (A), the PR 

beverage (B) and the PH beverage (C) are presented in Figure 1. Peptides were divided into three 

different size groups, the high molecular weight peptides (HMW), the medium molecular weight 

peptides (MMW) and the low molecular weight peptides (LMW). The molecular weights of the 

groups were respectively >2700 Da (corresponding mainly to polypeptides), between 2700 and 

200 Da (corresponding to oligopeptides and tripeptides) and <200 Da (corresponding mainly to 

dipeptides and free amino acids).  
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Results showed that fermentation led to a greater decrease of HMW for PRF and PHF than for 

CF with more than a 60% reduction for enriched beverages and 40% for CF. The difference of 

quantity of MMW between fermented and non-fermented was not significant (p > 0.05) for PR and 

PH beverages, but it was for the control beverages (p ≤ 0.05). These contained more MMW than 

PR and PH beverages with 58% for CF and around 45% for PRF and PHF. In addition, the 

proportion of LMW peptides increased by more than 50% after fermentation for PRF and PHF, but 

was not significant for CF (p > 0.05). These results suggest that the fermentation process had a 

major impact on the peptides molecular weight in enriched beverages compared to the non-

enriched beverage (Control). This can be due to the higher protein content in PRF and PHF, 

promoting the proteolytic activity of probiotic bacteria (Vithana et al., 2011). 

Only a few studies have analyzed the effect of fermentation of plant protein on the molecular 

weight distribution of proteins and peptides. Kiers et al. (2000) analyzed the effect of a 48h 

fermentation with five Bacillus spp. strains on soybeans and they observed a decrease of peptides 

> 1100 Da, from 90% to 30%, and an increase of peptides comprised between 1100 and 200 Da, 

from 8% before the fermentation to 68% after the fermentation. The proteolytic activity of bacteria 

is known to be strain dependent (Zhang et al., 2014). The results of this study showed that the 

specific combination of probiotics L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus 

CLR2 had a proteolytic activity on PR and PH protein mixtures. The bacteria of Lactobacillus 

genus can generate, due to their proteolytic activity, “bioactive peptides” which have a positive 
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Figure 1–Molecular weight distribution of fermented and non-fermented Control (a), PR (b) and PH (c) beverage.  

ns: p-value > 0.05, *: p-value ≤ 0.05, **: p-value ≤ 0.01, ***: p-value ≤ 0.001. 
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impact on human health, notably thanks to their antioxidative or antihypertensive functions (Coda 

et al., 2012; Raveschot et al., 2018). Furthermore, many studies reported that LMW peptides 

present higher antioxidant activity (Rajapakse et al., 2005; Dong et al., 2008). Further research is 

needed to characterize the biological properties of peptides released during the fermentation by 

the Bio-K+ probiotic formulation. 

Peptide profiles of control, PR and PH beverages were analyzed during in vitro digestion in order 

to evaluate their molecular weight distribution (Table 3). Molecular weight is an essential criterion, 

giving information about protein hydrolysis which is associated with the absorption rate (Roberts 

et al., 1999) and the bioactivity of protein hydrolysates (Li et al., 2008). For all the beverages, total 

HMW peptides decreased during the digestion while MMW and LMW increased. This was the 

result of the digestion process with the enzymatic hydrolysis with pepsin and trypsin which cleave 

proteins and peptides into smaller peptides and free amino acids. Peptide bonds of protein with 

HMW tend to be more disrupted.  

Table 3–Molecular weight (MW) distribution of Control, PR and PH beverages during in vitro digestion. 

Sample 
MW 
(Da) 

NF1 NFP2 NFPT3 Δ7 F4 FP5 FPT6 Δ7 

Control 

>2700 12.6 8.5 6.3 -50.2 12.9 8.2 6.6 -49.2 

2700-
200 

51.2 54.5 55.1 7.6 50.9 54.5 55.2 8.5 

<200 36.2 37 38.6 6.6 36.2 37.3 38.2 5.6 

PR 

>2700 16.6 7.9 6.6 -60.1 21.6 13.2 8.3 -61.5 

2700-
200 

47.1 53.3 52.9 12.2 48.3 54.8 59.0 22.2 

<200 36.3 38.8 40.5 11.7 30.1 32 32.7 8.5 

PH 

>2700 22.5 11.0 8.2 -63.5 23.8 12.6 9.3 -60.9 

2700-
200 

46.5 55.3 55.3 18.9 46.1 55.2 54.0 17.0 

<200 31.0 33.7 36.5 17.8 30.1 32.2 36.7 22.1 

1NF: non-fermented, at the beginning of the digestion. 2NFP: non-fermented, after the pepsin digestion. 3NFPT: 
non-fermented, after the pepsin+trypsin digestion. 4F: fermented, at the beginning of the digestion. 5FP: 
fermented, after the pepsin digestion. 6FPT: fermented, after the pepsin+trypsin digestion. 7Δ: relative 
difference of MW distribution between the end and the beginning of the in vitro digestion. 

To examine the difference in the efficacy of the hydrolysis during the digestion between fermented 

and non-fermented products, enriched and non-enriched products, proportions at the beginning 

of the digestion of each group of peptides had to be compared with their proportions after the 

digestion (Δ values). Therefore, control beverages had the smallest differences with about 50% 

reduction of HMW after the digestion for both the fermented and the non-fermented beverages. 

The MMW peptides increased by with +8.5% for the fermented control (CF) and +7.6% for the 
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non-fermented control (CNF). A similar increase was observed for the LMW peptides with +5.6% 

for CF and +6.6% for CNF. PR and PH beverages showed about 60% reduction of HMW after in 

vitro digestion with pepsin and trypsin. The results showed an increase of 22% of MMW in the 

PRF beverage after the digestion as compared to an increase of 12% for the PRNF beverage. 

These results demonstrate that in addition to hydrolysis by pepsin and trypsin during digestion, 

the bacterial fermentation of pea, rice and hemp protein increased hydrolysis and resulted in the 

release of high or low molecular weight peptides. 

3.4. In vitro protein digestibility 

The in vitro protein digestibility (IVPD) was determined by the method of the nitrogen release 

during digestion with pepsin and trypsin. The nitrogen released during digestion indicates how the 

food is digested and allows to the comparison of the digestion of different formulations (Tang, 

2007). Figure 2 shows the nitrogen released during the in vitro digestion with pepsin (0-120 min) 

and trypsin (120-240 min) for the control, PR and PH beverages, before and after fermentation. 

The IVPD values (% N release) of the different beverages are summarized in Table 4.  
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Figure 2–Percentage of nitrogen released from non-fermented (NF) and fermented (F) Control, PR and PH 
beverages during the in vitro digestion. 

Our results showed that all the beverages had the same pattern of nitrogen release during 

digestion. The nitrogen released during the first 30 min of digestion with pepsin was fast, 

decelerating to between 30 and 60 min and was slow between 60 and 120 min. There was a huge 

increase between 120 and 150 min following the addition of trypsin and a slight increase until the 

end of the digestion. For control and PH beverages, there were no significant differences (p > 

0.05) between the fermented and the non-fermented beverages during the whole digestion. 

However, the fermentation of PR had led to a significant increase in the digestibility (p ≤ 0.05). 

Indeed, IVPD values after pepsin digestion were 35.1% with the non-fermented PR beverage, 

40.2% with the fermented one and 69.3% and 72.7% after trypsin digestion, respectively. For the 

entire digestion period, results showed significantly higher N released in protein enriched 

beverages, PR and PH, as compared to the control non-enriched in protein (p ≤ 0.05). After the 

pepsin digestion, the increase was approximately 35% between CF and PHF or PRF. The 

increase after the trypsin digestion was around 15% between CF and PHF or PRF.  
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Table 4–In vitro protein digestibility (% N released) after digestion with pepsin (120 min) and pepsin + trypsin 
(240 min) of Control, PR and PH beverages. 

 Digestion time (min) 

Beverages 120 240 

CNF 23.9 ± 0.7a 60.2 ± 0.7a 

CF 24.9 ± 0.7a 61.4 ± 1.5a 

PRNF 35.1 ±2.2b 69.1 ± 1.1b 

PRF 40.2 ± 1.0c 72.7 ± 2.2c 

PHNF 38.7 ± 2.2c 69.3 ± 2.3b 

PHF 38.3 ± 2.7c 70.9 ± 0.6bc 

Mean values with different superscript letters within the same column are significantly different (p ≤ 0.05). 

Our results showed that digestibility is related to the hydrolysis of HMW peptides into MMW and 

LMW peptides. Digestibility is proportional to the increase in the hydrolysis of HMW peptides in 

MMW and LMW peptides. Konieczny et al. (2020) observed an increase of the in vitro protein 

digestibility after an enzymatic hydrolysis of a pea protein-enriched flour and attributed this 

increase to the release of small peptides and amino acids. Furthermore, Vithana et al. (2011) 

found that LAB fermentation of deer and cow milk increased the digestibility and the release of 

peptides and that the result was superior in deer milk probably due to its high protein content, 

providing a favorable substrate for proteolytic activity. The higher release of small peptides after 

the fermentation and the greater in vitro digestibility of protein enriched products (PR and PH) can 

be due to their higher protein content compared to the control beverage.  

In addition to improving the digestibility of proteins, the hydrolysis of proteins can generate 

peptides with antihypertensive and antioxidant properties (Raveschot et al., 2018). Our control 

beverage contained only rice protein, whereas the PR beverage contained pea and rice protein 

and the PH beverage contained rice, pea and predominantly hemp protein. Due to this disparity, 

the digestibility of these various types of protein is different (Corgneau et al., 2019) and this can 

explain our results. Indeed, pea proteins are generally better digested than hemp and rice proteins 

(House et al., 2010; Rutherfurd et al., 2014). The protein digestibility of an isolate or a concentrate 

of rice protein is around 80-90% (Rutherfurd et al., 2014), the one of hemp protein is about 90% 

(House et al., 2010) and for pea protein the value is > 95% (Rutherfurd et al., 2014; Franczyk, 

2018). The digestibility value depends on many parameters such as the food matrix, the protein 

extraction procedure, the species used or the digestibility method used. Compared to these 
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values, the experimental ones obtained in this study are notably lower. Determination of IVPD can 

lead to the underestimation of the true protein digestibility, depending on the method used. 

Franczyk (2018) and Urbano et al. (2005) found that in vitro digestibility had values 10 to 25% 

lower than its true digestibility, determined in vivo. Furthermore, in vitro digestion does not 

consider all the intrinsic and extrinsic factors of in vivo digestion. Nevertheless, the results 

obtained in this study are comparable to those presented by Mridula & Sharma (2015) who 

obtained IVPD values of about 70% for non-dairy probiotic drinks containing sprouted cereals, 

legumes and soymilk. Low results can also be explained by the presence of antinutritional factors 

in the source of protein employed. Indeed, these factors limit the absorption of nutrients and so 

they reduce the protein digestibility (Gilani et al., 2012). Pea contains antinutritional factors like 

phytates, tannins and trypsin inhibitors (Fernández-Quintela et al., 1997; Vidal-Valverde et al., 

2003). Phytates bind to minerals and reduce protein digestibility (Ekholm et al., 2003) and trypsin 

inhibitors are responsible for reducing digestibility and protein bioavailability by inhibiting the action 

of trypsin. Tannins bind and precipitate proteins, they also bind to minerals, inhibit trypsin and 

lipases (Adamczyk et al., 2017; Hall, 2008). Rice and hemp contain very few antinutritional factors 

(Russo & Reggiani, 2015; Hoogenkamp et al., 2017) but rice still contains a very slight amount of 

phytates (Albarracín et al., 2013). Further analysis is needed to determine the amount of 

antinutritional compounds present in these proteins as well as to determine the true digestibility. 

 

4. Conclusion 

The results showed the fermentation with the mixture of the three LAB caused changes in physico-

chemical properties by improving the beverage viscosity. Also, the fermented rice-based 

beverages showed a significantly higher nutritional value as compared to the control beverage. 

The fermentation of enriched beverages, PR and PH, led to an increased reduction in viscosity. 

The lactic acid fermentation caused an important decrease in the quantity of HMW peptides and 

an increase in the quantity of LMW peptides, especially in PH and PR-based beverages. PH and 

PR-based beverages had higher IVPD than control non-enriched beverage and the fermentation 

allowed an increase of the IVPD of the PRF beverage. Therefore, the lactic acid fermentation has 

contributed to the hydrolysis of large proteins into smaller, more digestible peptides. This research 

demonstrated that the quality of pea, rice and hemp proteins can be improved with probiotic LAB. 

Finally, an addition of pea-rice or pea-hemp proteins to a probiotic beverage gives a functional 

beverage with greater source of complete protein and with a good digestibility profile.  
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Lien entre les chapitres 3 et 4 

Le chapitre 3 « Digestibilité protéique in vitro et propriétés physico-chimiques de boissons 

fermentées à base de bactéries lactiques, enrichies en protéines végétales » a permis d’analyser 

notamment la digestibilité in vitro de deux boissons enrichies en différentes protéines. Grâce aux 

résultats obtenus de digestibilité, de contenu en protéines totales, d’indices chimiques et de 

distribution de poids moléculaires de peptides, il a été possible de sélectionner une boisson ayant 

les meilleurs résultats et avec laquelle la suite des expériences se déroulerait. Ainsi, la boisson 

PR a été choisie du fait de sa plus grande concentration en protéines, de son meilleur indice 

chimique et de sa meilleure digestibilité protéique in vitro.  

Ainsi, de par la complexité à reproduire l’appareil digestif et afin de confirmer ou non les résultats 

obtenus in vitro il était pertinent d’analyser la digestibilité protéique in vivo. Également, dans le but 

d’obtenir une allégation nutritionnelle au Canada, il était indispensable de réaliser une expérience 

in vivo en utilisant le modèle des rats. Ainsi, avec le chapitre 4 « Qualité protéique d’une boisson 

probiotique enrichie en protéines de pois et de riz », il a été possible d’analyser la digestibilité 

protéique in vivo de la boisson sélectionnée, la boisson PR, enrichie en protéines de pois et de 

riz. 
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CHAPITRE 4: PROTEIN QUALITY OF A PROBIOTIC BEVERAGE 
ENRICHED IN PEA AND RICE PROTEINS 

Manus, J.a, Dridi, C. a, Salmieri, S.a, Millette, M.b, Aguilar, B.c, Lacroix, M.a*. 

 

Qualité protéique d’une boisson probiotique enrichie en protéines de 

pois et de riz. 
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Résumé  

Le but de cette étude était d’évaluer l’effet de la fermentation d’une boisson probiotique enrichie 

avec des protéines de pois et de riz (PRF) sur la qualité protéique. La qualité protéique a été 

déterminée par le coefficient d’efficacité protéique (CEP ou PER), le CEP net (NPR), la digestibilité 

apparente (AD) et la digestibilité réelle (TD) évalués in vivo. La boisson probiotique a été 

incorporée à un régime alimentaire pour rats à une concentration finale de 10% de protéines, pour 

l'évaluation du CEP, du NPR, de l’AD et de la TD. L’indice chimique corrigé de la digestibilité 

(PDCAAS) a également été calculé. Les résultats ont montré que la fermentation d'une boisson 

enrichie en protéines de pois et de riz (PR) n'avait aucun effet sur la TD mais augmentait 

significativement le PER et le NPR (P ≤ 0,05) de 1,88 à 2,32 et de 1,66 à 2,30, respectivement. 

D’autre part, la quantification des probiotiques dans les fèces a montré une concentration de 7,4 

log UFC/g. 

 

 

Mots-clés 

Lactobacillus, protéines végétales, probiotique, digestibilité protéique in vivo, coefficient 

d’efficacité protéique.  
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Abstract 

The aim of this study was to evaluate the effect of the fermentation of a probiotic beverage 

enriched with pea and rice proteins (PRF) on their protein quality. The protein quality was 

determined as the protein efficiency ratio (PER), net protein ratio (NPR) and the apparent (AD) 

and the true digestibility (TD) evaluated in vivo. The probiotic beverage was incorporated in a rat 

diet at a final concentration of 10% protein, for the evaluation of the PER, the NPR, the AD and 

the TD. The protein digestibility amino acid score (PDCAAS) was also calculated. Results showed 

that the fermentation of a beverage enriched with pea and rice proteins (PR) had no effect on the 

TD but significantly increased the PER and the NPR (P ≤ 0.05) from 1.88 to 2.32 and from 1.66 to 

2.30, respectively. Additionally, the quantification of probiotics in feces showed a concentration of 

7.4 log CFU/g.  

Keywords:  

Lactobacillus, plant-based protein, probiotic, in vivo protein digestibility, protein efficiency ratio.  
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1. Introduction 

The marketing of functional foods, including probiotic products and protein-rich products, is 

growing around the world. People are more and more concerned about their diet and its impact 

on health. Numerous beneficial effects of probiotic bacteria on health have been demonstrated, 

such as the reduction of the incidence of Antibiotic Associated Diarrhea (Beausoleil et al., 2007; 

Sampalis et al., 2010; Mekonnen et al., 2020), travelers’ diarrhea (McFarland, 2007), 

Clostridioides difficile Associated Diarrhea (Gao et al., 2010; McFarland et al., 2018; McFarland 

et al., 2020), antihypertensive properties (Gómez-Guzmán et al., 2015; Robles-Vera et al., 2017), 

the reduction of the symptoms of lactose intolerance (Oak & Jha, 2019), the reduction of 

precancerous loci in rats (Desrouillères et al., 2015), and a synergistic proapoptotic effect with a 

chemotherapeutic agent against colorectal tumoral cells (Baldwin et al., 2010). In general, 

probiotics have a role in the modulation of the immune system. For example, it was observed that 

Lactobacillus rhamnosus, L. johnsonii, L. delbruckeii susp. lactis, L. acidophilus and 

Streptococcus thermophilus can induce the secretion of some important cytokines like IFN-γ, TNF-

α, and IL-12 which play roles in inducing and modulating the immune responses (De Léséleuc et 

al., 2002; Chabot et al., 2010; Ashraf & Shah, 2014).  

Products enriched in protein, on the other hand, provide a high protein intake for the elderly and 

active individuals who require a diet with a greater amount of proteins (Phillips & Van Loon, 2011; 

Wolfe et al., 2008). These products can also be important for individuals on a weight-loss diet 

(Leidy et al., 2015; Wang et al., 2015). Most probiotics and protein-enriched products present in 

beverage format are dairy products. Due to lactose intolerance, veganism or environmental 

awareness, an increasing number of consumers are looking for alternatives to animal proteins (de 

Boer et al., 2017). In response to consumer demand, a growing number of studies are focusing 

on the development of functional foods enriched with plant-based proteins and on the nutritional 

values of plant-based protein isolates such as soy, pea, rice, hemp, cashew nuts or even insects 

(Singh et al., 2008; House et al., 2010; Joy et al., 2013; Osimani et al., 2018).  

Consumer interest in soy proteins is declining, mainly due to their allergenicity and their 

involvement in deforestation, whilst pea and rice protein markets are growing rapidly because of 

their nutritional qualities, their low costs and the fact they are not common allergens (McKinsey & 

Company, 2019). However, it is recognized that plant-based proteins are less well digested and 

of lower quality compared to animal proteins in terms of protein quality and digestibility (Hossain 

et al., 1997; Boye et al., 2012; Gilani et al., 2012; Canadian Food Inspection Agency, 2018). 
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Several elements characterize the nutritional quality of a protein: protein composition in essential 

amino acids (EAA), protein digestibility as well as protein absorption by the metabolism (FAO, 

1991). Most of the time, plant-based proteins have a lack of EAA, turning them into “incomplete” 

proteins (Tomé, 2013). In general, legumes are methionine deficient while cereals are lysine 

deficient. Nevertheless, by combining two types of proteins, such as legumes and cereal, the 

deficiency in EAA can be overcome (Kannan et al., 2001), however, the in vivo absorption is not 

necessarily assured. Plant-based proteins also contain antinutritional factors, restricting the 

absorption of nutrients, thus affecting digestion (Gilani et al., 2012). It has been demonstrated that 

transformation processes by physical, chemical or enzymatic processes such as roasting, 

cooking, micronization, germination or fermentation have great effects on the quality of plant-

based proteins, modifying their structures, making them more accessible to enzymes, increasing 

their nutritional qualities and their digestibility (Ghavidel & Prakash, 2007; Khattab et al., 2009; 

Kiers et al., 2000; Lacroix et al., 1983). Due to the proteolytic activity of lactic acid bacteria (LAB) 

(Raveschot et al., 2018), fermentation could pre-digest the proteins, leading to a better 

assimilation. However, each probiotic bacterium has its own phenotypes (Donkor et al., 2007; Yan 

& Polk, 2011).  

The aim of this study was to evaluate the effect of lactic acid fermentation, using a specific ferment 

containing probiotic L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2, on the 

protein quality of a pea and rice protein-enriched beverage. In order to characterize the protein 

quality of the fermented beverage, the protein efficiency ratio (PER), the net protein ratio (NPR) 

and the true digestibility (TD) were evaluated in vivo in rats and the protein digestibility corrected 

amino acid score (PDCAAS) was calculated. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

A commercial probiotic beverage (Bio-K+TM Blueberry) and Bio-K+TM ferment (composed of L. 

acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2), organic pea protein concentrate 

containing 80% protein (w/w) (Fying, Riverside, CA, USA) and organic brown rice protein 

containing 80% protein (w/w) (Fying) were kingly supplied by Bio-K Plus, a division of Kerry Group 

(Laval, Québec, Canada). 
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2.2. Preparation of beverages 

All the ingredients in powder form of Bio-K+TM Blueberry, plus a 50/50 blend of pea and brown rice 

protein concentrates, were weighed and hydrated with filtered water. Beverages were then 

pasteurized at 90 ± 2 °C for 60 sec, packaged in 98 g plastic bottles, aluminium-sealed, and then 

cooled to 37 °C. Beverages were then inoculated with Bio-K+TM ferment at 108 CFU/mL, incubated 

at 37 ± 1 °C for 14 ± 2 h, and cooled to 4 °C. Another beverage was prepared using a similar 

protocol, but without addition of the probiotic bacteria. This preparation served as control. Both 

types of beverages, fermented (PRF) and non-fermented (PRNF), containing pea and rice 

proteins, were prepared with a total protein content of 13% based on preliminary feasibility study 

(results not shown). The beverages were then freeze-dried and ground to pass through a 20-mesh 

sieve prior to preparation of the diets. 

2.3. Diet formulation 

The composition of diets is shown in Table 5. The diets were formulated to contain 10% protein 

(except the protein-free diet) according to the official method of AOAC 960.48.  

Table 5–Composition of the diets (g/100 g) used during the animal study. 

Ingredients Casein 
Protein 

free 
PRF PRNF 

Casein 11.4 - - - 
PRNF - - 20.2 - 
PRF - - - 20.2 
Mineral mix 4.5 4.5 4.5 4.5 
Vitamin mix 1.2 1.2 1.2 1.2 
Soybean oil 7.9 7.9 6.9 6.9 
Cellulose 5 5 4.1 4.1 
Sucrose 10 10 10 10 
Starch 60 71.4 53.1 53.1 

Protein % 10 0 10 10 

PRF: fermented beverage enriched in pea and rice protein. PRNF: non-fermented beverage enriched in pea and 
rice protein.  

A casein-based diet was used as the reference standard diet and a protein-free diet that contained 

no protein was used as a negative control. PRF and PRNF-based diets were prepared using the 

freeze-dried beverages enriched in pea and rice proteins as protein sources. Protein sources were 

mixed with vegetable oil, vitamins, minerals, sucrose and cellulose in equal quantities and 

completed with starch to fix calories contained at 4.1 kcal/g. The diets were presented in form of 

pellets. 
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2.4. Animal experiment and biological assay 

Weanling male Wistar rats, aged 20-23 days, were distributed in 4 groups of 7 rats and each rat 

was housed in a separate cage. Environmental conditions were an alternation of 12 hours of light 

and dark period at a temperature of 20 ± 3 °C. After the acclimation period of 4 days during which 

the rats were fed a standard diet, each group of rats were fed with one of the experimental diets, 

ad libitum for 14 days. For the determination of the Protein Efficiency Ratio (PER), individual rat 

body weight was recorded every 2 days, feed intake and feed waste were recorded every day in 

order to calculate weight gain, weight loss and protein intake. The PER was determined as the 

ratio of weight gain (Wg) of the animal and the amount of protein consumed (Pi). Values were 

adjusted to a standardized PER value of 2.5 for the standard casein diet to obtain the Adjusted 

PER (APER). The Net Protein Ratio (NPR) includes the loss in body weight (Wl) of the group fed 

with the protein-free diet as follows:  

NPER =
Wg − Wl

Pi
 

In order to determine if the fermented rice-based beverage enriched in pea and rice protein can 

acquire a protein content claim in Canada, protein rating was calculated as the product of the 

APER and the amount of protein (g) contained in a standard reference serving size. A protein 

rating between 20 and 40 is considered as a “source of protein” and a protein rating >40 as an 

“excellent source of protein” (Canadian Food Inspection Agency, 2019). 

For the determination of the digestibility, feces were collected daily. At the end of the experiment, 

feces were dried in an oven at 105 °C for 24 h, cooled, weighed and ground in a mortar. The 

amount of nitrogen was determined using Kjeldahl method according to AOAC official method 

991.20 (2000). The Apparent Digestibility (AD) and the True Digestibility (TD) were calculated as 

follows: 

AD =
Ni − Ne

Ni
 

 

TD =
Ni − (Ne − Nef)

Ni
 

Where Ni corresponds to the amount of nitrogen ingested in the diet, Ne to the quantity of nitrogen 

excreted in feces and Nef represents the fecal nitrogen in the protein-free group, corresponding to 

the metabolic loss in feces. 
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The Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score (PDCAAS) was calculated as the product of 

TD and the amino acid score (AAS). The latter corresponds to the quantity of the limiting amino 

acid divided by the relative abundance of the same amino acid in the protein reference adopted 

by the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) and the World Health 

Organization (WHO) (2007). When the AAS is inferior to 1, the corresponding EAA is considered 

as limiting and thus the protein does not provide enough of this amino acid. 

For the purpose of making a protein claim in the United States, the product of the protein content 

of a 98 g bottle of the PRF beverage and the PDCAAS of PRF was calculated and corresponded 

to the corrected level of protein (CLP). The CLP was compared to the daily reference value (DRV), 

which is 50 g of protein. Food with CLP value between 10 and 19% of the DRV constitute “good 

source of protein”. Food with CLP value higher than 20% of the DRV are qualified as “excellent 

source of protein” (FDA, 2020). 

2.5. Quantification of probiotics 

In order to evaluate the probiotic bacterial resistance to the gastro-intestinal conditions, the 

bacterial number in feces was quantified. The concentration of probiotics in the PRF diet was 

determined before the experiment and was 8.5 log CFU/g. Feces were collected in the colon of 

rats and stored in a sterile plastic tube at the end of the 14 days of the experiment. DNA was 

extracted from fecal samples with the Qiagen DNeasy PowerSoil Kit. Afterward, probiotic strains 

were quantified, from the extracted DNA, with quantitative PCR using specific primers targeting L. 

acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2. The fluorescence signals 

obtained were analyzed and compared to those obtained from reference DNA of each of L. 

acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2 strains. Concentrations were 

expressed in colony-forming unit (CFU) per gram of feces.  

2.6. Statistical analysis 

The data were reported as mean ± standard deviation. Data were subjected to one-way analysis 

of variance (ANOVA) by SPSS 22.0 software (IBM, NY, USA). Differences among mean values 

were examined by the Duncan’s multiple comparison test at a p ≤ 0.05. 
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3. Results and discussion 

3.1. Animal growth and protein efficiency ratio 

The results related to the diet intake and weight gain of the rats are summarized in Table 6. Initial 

weights of rats were similar for the four groups (p > 0.05), between 93.3 and 95.5 g. The results 

showed that the group of rats fed with the casein diet had the highest final weight with 189.5 ± 

18.3 g. The group of rats fed with the PRF-based diet had a final weight slightly superior to the 

group of rats fed with PRNF, with 170.5 ± 19.5 g and 162.3 ± 16.3 g, respectively. Because of its 

lack of protein, the rats fed with the protein-free diet lost weight and had a final weight of 75.2 ± 

3.5 g. The amount of food intake, and therefore the amount of protein intake, were similar between 

groups of rats fed with the casein-based diet, the PRF-based diet and the PRNF-based diet with 

21.5 ± 2.8 g, 19.5 ± 2.4 g and 19.0 ± 2.5 g of food ingested, respectively (p > 0.05).  

Table 6–Effect of different diets on the growth of weanling rats. 

  Casein 
Protein 

free 
PRF PRNF 

Initial weight (g) 93.3 ± 8.4a 94.9 ± 2.8a 95.5 ± 8.6a 95.0 ± 4.8a 

Final weight (g) 189.5 ± 18.3c 75.2 ± 3.5a 170.5 ± 19.5bc 162.3 ± 16.3b 

Average daily gain (g/day) 7.7 ± 1.1c -1.5 ± 0.1a  5.5 ± 0.9b 4.5 ± 0.8b  

Food intake (g/day) 21.5 ± 2.8b 8.2 ± 1.2a 19.5 ± 2.4b 19.0 ± 2.5b 

Protein intake (g/day) 2.1 ± 0.3b 0.0 ± 0.1a 2.1 ± 0.2b 2.0 ± 0.3b 

Mean values with different superscript letters within the same row are significantly different (p ≤ 0.05). 

The PER method is one of the procedures used for the determination of protein quality and it is 

the official method employed in Canada (Health Canada, 1981). The results of the PER showed 

that there were no significant differences between the PER of casein and the PER of PRF (p > 

0.05) with values of 3.25 ± 0.34 and 3.01 ± 0.09, respectively (Table 7). The PER of casein was 

adjusted to 2.50 in order to obtain the adjusted PER (APER) (Chapman et al., 1959; Health 

Canada, 1981). The APER of PRF was significantly higher (p ≤ 0.05) than the APER of PRNF with 

values of 2.32 ± 0.07 and 1.88 ± 0.11, respectively. An APER value lower than 1.5 is considered 

of poor quality, an APER between 1.5 and 2.0 corresponds to a protein with an intermediate quality 

and an APER >2.0 represents a protein of high quality (Friedman, 1996). Therefore, the results 

showed that the fermentation had a beneficial impact on pea-rice protein mix quality, improving its 

PER and enhancing its protein quality from intermediate to high. The determination of the PER 

takes into account capacity of protein to support growth of the body using the ratio of growth weight 
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to the amount of ingested protein. These results demonstrate that the fermented PR product 

promotes the body growth better than the non-fermented PR product. Wang et al. (1968) observed 

that fermentation of soybeans with Rhizopus oligosporus increased the PER value from 1.71 to 

2.17. Moreover, Berrazaga et al. (2018) performed a chemical or lactic acid fermentation of dairy 

mixed gels containing fava bean and the results showed a higher PER value of the gel fermented 

with bacteria than the chemically fermented gel, with PER values of 1.9 and 1.2 respectively. 

Table 7–Effect of fermentation on nutritional values of plant-based protein beverage. 

Diets PER APER NPR 

Casein 3.25 ± 0.34b 2.50 ± 0.26b 2.52 ± 0.40b 

PRF 3.01 ± 0.09b 2.32 ± 0.07b 2.30 ± 0.13b 

PRNF 2.44 ± 0.15a 1.88 ± 0.11a 1.66 ± 0.09a 

PER: protein efficiency ratio. APER: adjusted PER. NPR: net protein ratio. Mean values with different 
superscript letters within the same column are significantly different (p ≤ 0.05). 

Furthermore, the APER value of the PRF beverage, with 2.32 ± 0.07, showed a higher PER value 

than the PER value obtained for pea flour, rice, and soy protein, whose PER are 1.2, 1.5, and 2, 

respectively (Canadian Food Inspection Agency, 2018). Most of the time, the PER of plant-based 

proteins are between 1 and 2 and those of animal proteins are generally between 2.5 and 3 

(Canadian Food Inspection Agency, 2018). Lower PER of plant-based proteins can be attributed 

to their globular protein structure, the presence of antinutritional factors, and a lack of EAA 

(Subirade, Gueguen & Pézolet, 1994; El-Niely, 2007; Acevedo-Pacheco & Serna-Saldivar, 2016). 

Owusu-Ansah & McCurdy (1991) observed that a supplementation with methionine of a pea 

protein concentrate increased the PER value from 1.10 to 2.18. Moreover, Sarwar et al. (1975) 

found a PER value of 2.21 for a blend made of 50% pea and 50% rice. However, the PER method 

is known to overestimate the quality of animal proteins and underestimate the quality of plant-

based proteins (Boye et al., 2012; FAO, 1991), mainly due to the rapid growth of rats compared 

to humans, which increase the need for EAAs (Elango et al., 2009). The requirements for sulfur-

containing amino acids are much higher for rats than for humans (Sarwar & McDonough, 1990).  

The NPR value takes into account the weight loss of rats fed the protein-free diet, reduces the 

major deficiency of the PER method which is criticized for not taking into account the proteins 

used for the maintenance of the body (Boye et al., 2012; Gilani & Lee, 2003). The PRNF diet 

showed the lowest NPR value with 1.66 ± 0.09, as compared to casein and PRF diet with NPR 

values 2.52 ± 0.40 and 2.30 ± 0.13, respectively. In summary, the NPR of the PRF beverage 
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represented 91% of the NPR value of casein, the reference protein, whereas the NPR of the PRNF 

beverage represented 66% of the NPR value of casein.  

The protein rating is obtained by multiplying the protein content in a standard reference serving 

size and the APER of the product (Canadian Food Inspection Agency, 2019). With a protein 

content of 13% and a serving size of 98 g, the protein rating of PRF beverage is 29.6. The PRF 

beverage may qualify for a protein claim “source of protein” in Canada, which takes into account 

food with protein rating between 20 and 40 (Canadian Food Inspection Agency, 2019).  

3.2. In vivo digestibility and PDCAAS 

The true and apparent protein digestibility values of casein, PRF and PRNF-based beverages are 

presented in Table 8.  

Table 8– Effect of the fermentation on the digestibility of plant-based protein beverage. 

Diets AD (%) TD (%) 
PDCAAS 

(%) 

Casein 94.41 ± 0.88b 96.07 ± 0.76b 1001 

PRF 87.64 ± 0.78a 89.48 ± 0.89a 100 

PRNF 87.03 ± 0.83a 89.07 ± 0.49a 99.8 

AD: apparent digestibility. TD: true digestibility. PDCAAS: protein digestibility corrected amino acid score. 1: 
FAO, 1991. Mean values with different superscript letters within the same column are significantly different (p 
≤ 0.05). 

The TD considers the nitrogen from basal metabolism from the protein-free group diet. Despite a 

significantly higher PER, results showed that the TD value of PRF-based beverage was not 

significantly different (p > 0.05) from the TD value of the PRNF-based beverage with 89.48 ± 

0.89% and 89.07 ± 0.49%, respectively. Casein had a significantly higher TD (p ≤ 0.05) than PRF 

and PRNF-based beverage with a value of 96.07 ± 0.76%. Actually, an increase of the digestibility 

is not automatically related to an improvement of the PER (Cruz et al., 2003). Other studies found 

no correlation between the PER and the digestibility, such as Khattab et al. (2009) who analyzed 

different physical treatments effect on protein quality of legume seeds. Some treatments had 

increased the TD without increasing the PER and others had the opposite effect (Khattab et al., 

2009).  

Only few studies had analyzed pea and rice concentrates true digestibility. Several studies have 

shown that the digestibility of pea protein concentrate is between 92% and 99% (Sarwar et al., 

1989; Rutherfurd et al., 2015) and the digestibility of rice protein concentrate is 88% (Rutherfurd 
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et al., 2015). Sarwar et al. (1975) found a protein digestibility of 92% for a mixture of 50% rice and 

50% peas. Therefore, results of this study are in accordance with the literature. With a TD value 

approaching 90%, and a demonstration of a high absorption of proteins, a PRF-based beverage 

can be considered as a product with a high digestibility. Compared to casein, the lower digestibility 

observed for the two PR-based beverages product can be due to antinutritional compounds 

present in pea. These compounds, such as trypsin inhibitors or phytates, are often present in pea 

(Vidal-Valverde et al., 2003). They can interfere with nutrient absorption and therefore affect the 

protein digestibility (Ekholm et al., 2003).  

The PDCAAS is recommended by the FAO and the WHO for protein quality evaluation and has 

become the reference method in the USA (FAO, 1991). This method takes into account the TD of 

the protein and the AAS which is the quantity of EAA in the test protein compared to a reference 

protein given by the FAO. Milk protein (casein) and egg white have the maximum PDCAAS value 

with a value of 100% (FAO, 1991), whereas pea protein concentrate has PDCAAS between 71% 

and 89% (Rutherfurd et al., 2015; Mathai et al., 2017), and rice protein concentrate has a PDCAAS 

of 42% (Rutherfurd et al., 2015). The low PDCAAS value of plant-based proteins is mainly due to 

their low EAA content. By combining legumes and cereals, which are respectively deficient in 

methionine and in lysine, the intake of EAA can be complete and the global quality of proteins can 

be improved (FAO, 1991; Kannan et al., 2001; Mensa-Wilmot et al., 2001). In this way, with an 

AAS of 1.12 (Manus et al., 2020), the PDCAAS of PRF reached the maximum value of 100% and 

PRNF 99.8% (Table 4). The PDCAAS has been criticized for the fact that values higher than 100% 

are not accepted and thus are truncated to 100% (Rutherfurd et al., 2015). This method does not 

consider additional nutritional benefit given by high quality proteins (PDCAAS values >100%) 

which can balance the amino acid composition of lower proteins (PDCAAS values <100%) 

(Schaafsma, 2000).  

The corrected level of protein (CLP), corresponding to the product of the protein content of a 98 g 

bottle of PRF and the PDCAAS of PRF, was 12.74 g, representing 25.5% of the DRV for protein. 

Therefore, the PRF product would qualify as “excellent source of protein” in the United States 

(FDA, 2020).  

3.3. Probiotic bacteria concentration 

To provide health benefits, the viability of the probiotic bacteria must resist and survive in the 

gastrointestinal tract and in particular to acid and bile stress (Binda et al., 2020). The method of 

detection used in this study quantifies viable and non-viable bacteria. Nevertheless, results of 
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Kramer et al. (2009) demonstrated that results obtain by real-time PCR for the quantification of L. 

acidophilus didn’t differ significantly from those obtain by PMA real-time PCR. Probiotic 

concentrations of casein, protein-free and PRNF diets were all under the detection limit with a 

concentration of probiotics <4 log relative CFU/g. The concentration of probiotic in the feces of 

rats fed with the PRF diet, showed a concentration greater than 7.4 ± 0.1 log relative CFU/g. The 

result indicates that L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2 were in 

high concentration after the gastrointestinal tract transit conditions of rats with just a one log 

reduction difference between the concentration of probiotics in the diet and in the feces. The rice-

based beverage appeared to be a good probiotic carrier matrix.  

4. Conclusion 

The PRF-based beverage showed an adjusted PER value of 2.32. However, the fermentation of 

the PR-based beverage did not significantly improve its digestibility. Still, the combination of pea 

and rice proteins in the beverage has allowed to reach the maximum PDCAAS value. This 

beverage would qualify for protein claim as an “excellent source of protein” in the USA and as a 

“source of protein” in Canada. With good nutritional values and high probiotic digestion survival, 

the functional PRF-based beverage provides health benefits and is a great source of protein.  
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Lien entre les chapitres 4 et 5 

Le chapitre 4 a permis de déterminer plusieurs éléments déterminant la qualité protéique de la 

boisson PRF (CEP, TD, PDCAAS). Le chapitre 5 « Propriétés physico-chimiques et appréciation 

sensorielle d’une nouvelle boisson probiotique fermentée enrichie en protéines de pois et de riz » 

traite des caractéristiques physico-chimiques, ainsi que de l’acceptation sensorielle du produit, et 

la viabilité des probiotiques au cours de l’entreposage. 
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Résumé  

Le but de cette étude était d’évaluer la stabilité physico-chimique, les propriétés sensorielles et la 

qualité microbienne d'une boisson fermentée enrichie en protéines de pois et de riz (PRF) pendant 

l’entreposage à 4 °C. Afin de déterminer l'effet de la fermentation et de l'enrichissement en 

protéines, la qualité de la boisson PRF a été comparée à celle des boissons non fermentées et 

non enrichies. Les résultats ont montré que l'enrichissement en protéines induisait une 

augmentation du pH, de l'acidité titrable et de la viscosité des produits PR. La fermentation a 

conduit à une diminution du pH et de la viscosité. Cependant, une augmentation significative de 

la viscosité de PRF de 39 à 57 cP a été observée pendant les 143 jours d’entreposage (p ≤ 0.05). 

La boisson PRF contenait beaucoup plus de peptides <200 Da que la boisson non fermentée 

(PRNF) et ces petits peptides ont également été libérés pendant l’entreposage. Malgré les 

modifications physico-chimiques, les propriétés sensorielles du produit PRF ont été appréciées 

pendant l’entreposage, en particulier la texture. De plus, la boisson a conservé une forte 

concentration de probiotiques viables pendant toute la durée de l’entreposage, avec 8,4 log/ml 

après 143 jours. 

 

Mots-clés 

Fermentation; Lactobacillus; Protéines végétales; Probiotique; Boisson de riz; Analyses 

alimentaires.  
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Abstract 

The purpose of this study was to evaluate the physico-chemical stability, the sensorial properties 

and the microbial quality of a fermented beverage enriched with pea and rice proteins (PRF) during 

storage at 4 °C. In order to determine the effect of the protein enrichment and of the fermentation, 

the PRF beverage quality was compared with non-fermented and non-enriched beverages. 

Results showed that the enrichment in protein induced an increased of the pH, of the titratable 

acidity and of the viscosity of the PR products. The fermentation led to a decrease of the pH and 

of the viscosity. However, a significant increase of the viscosity of PRF from 39 to 57 cP was 

observed during the 143 days of storage (p ≤ 0.05). The PRF beverage contained significantly 

more peptides <200 Da than the non-fermented one (PRNF) and these small peptides were also 

released during the storage. Despite the physico-chemical modifications, the sensorial properties 

of the PRF product were appreciated over the storage, particularly for the texture. Furthermore, 

the beverage maintained a high concentration of viable probiotics during the entire storage with 

8.4 log/mL after 143 days. 

Keywords:  

Fermentation; Lactobacillus; Plant-based protein; Probiotic; Rice beverage; Food analysis. 
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1. Introduction 

Functional foods, like probiotic products and protein-enriched foods, are increasingly popular 

among consumers of western countries. Probiotics are defined as “live microorganisms that, when 

administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host” (Hill et al., 2014). Many 

health benefits are attributed to probiotic bacteria, such as the prevention of diarrhea due to 

Clostridioides difficile (Kullar et al., 2020), traveler’s diarrhea (McFarland, 2007) and antibiotic-

associated diarrhea (Lia et al., 2020), the reduction of irritable bowel syndrome symptoms (Didari 

et al., 2015) and a general modulation of the immune system (De Léséleuc et al., 2002; Chabot 

et al., 2010; Ashraf & Shah, 2014). On the other hand, products enriched with protein provide a 

high protein intake and most of the time are low in fat and sugar. For these reasons, they are 

mainly consumed and appreciated by athletes and individuals following a calorie-restrictive diet. 

Also, these products can be an interesting source of protein for elderly individuals by increasing 

their protein intake to reduce their risk of frailty (Tieland et al., 2012) and increase their body mass 

and strength (Børsheim et al., 2008). Generally, probiotic and protein-enriched foods are found as 

dairy products beverages such as drinkable yoghurt or milk, and whey which is mainly used to 

enrich products with protein. However, because of veganism, lactose intolerance or environmental 

consciousness, a growing number of consumers are looking for substitutes, like plant-based 

proteins. Because of their non-allergenicity, pea and rice proteins are good alternatives to whey 

(Health Canada, 2018) and they have a low environmental impact (Zentner et al., 2004; 

Chapagain & Hoekstra, 2011). Moreover, pea and rice proteins are comparable to whey 

concerning their beneficial effect on muscle strength and thickness (Joy et al., 2013; Babault et 

al., 2015). However, in contrast to casein, these proteins lack certain essential amino acids (EAA) 

(Tomé, 2013). The combination of cereals and legumes, respectively deficient in lysine and 

methionine, leads to a mixture of proteins complete in EAA (Kannan et al., 2001). This solution is 

used to compensate for the lack of EAA in plant-based proteins. Nevertheless, a complete amino 

acid composition is not synonymous with good protein absorption or digestibility and vice versa. 

However, rice and pea protein isolates are known to have a high digestibility ranging from 92 and 

99% for pea protein concentrate and 88% for rice protein concentrate (Sarwar et al., 1989; Wang 

et al., 1999; Rutherfurd et al., 2015). Furthermore, bacteria of the genus Lactobacillus spp. are 

able to hydrolyze proteins and generate peptides and amino acids that are more readily absorbed 

compared to native protein (Grimble, 1994; Matar et al., 1996; Raveschot et al., 2018). Thus, the 

hydrolysis of proteins through fermentation can improve their digestibility and their absorption 

(Clemente, 2000; Koopman et al., 2009). 
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The enrichment in proteins and the storage time can change significantly the physicochemical and 

the sensorial properties of fermented beverages. Therefore, the objective of this study was to 

develop a functional probiotic beverage enriched with pea and rice protein and to evaluate the 

physicochemical properties, the microbial quality and the sensorial characteristics over the entire 

storage period at 4 °C for 143 days. The effect of the protein enrichment and of the fermentation 

were also evaluated. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

A commercial probiotic beverage (Bio-K+TM Blueberry), Bio-K+TM ferment (composed of 

Lactobacillus acidophilus CL1285, Lacticaseibacillus (Lactobacillus) casei LBC80R and 

Lacticaseibacillus (Lactobacillus) rhamnosus CLR2), organic pea protein concentrate containing 

80% protein (w/w) (Fying, Riverside, CA, USA) and organic brown rice protein containing 80% 

protein (w/w) (Fying) were kindly supplied by Bio-K Plus, a division of Kerry Group (Laval, Québec, 

Canada).  

2.2. Preparation of the beverages 

In order to analyze the effect of the fermentation, fermented beverages enriched with pea and rice 

protein (PRF) were prepared as well as non-fermented beverages enriched with pea and rice 

protein (PRNF). In addition, fermented and non-fermented commercial Bio-K+TM Blueberry (CF 

and CNF respectively) were also evaluated as non-enriched control beverages. All the ingredients 

in powder form of Bio-K+TM Blueberry, plus a 50/50 blend of pea and brown rice protein 

concentrates, were weighed and hydrated with filtered water. The PR-based beverages contained 

pea and rice proteins at a total protein content of 13% whereas the CF and CNF beverages 

contained only rice proteins for a total protein content of 3%. The beverages were then pasteurized 

at 90 ± 2 °C for 60 sec, packaged in 98 g pots, sealed, and then cooled to 37 °C. To produce the 

fermented beverages, a part of the beverages was inoculated with Bio-K+TM ferment at 108 

CFU/mL, incubated at 37 ± 1 °C for 14 ± 2 h, and cooled to 4 °C. 

2.3. Product characterization 

The pH of samples was measured with a pH meter (Fisher Scientific, MA, USA). The titratable 

acidity (TA), expressed as % lactic acid, was determined by the titration method with 0.1 N NaOH 

solution, according to AOAC Official Method 942.15 (2000). The viscosity was evaluated with a 
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Brookfield DV-II viscometer (Brookfield Engineering, MA, USA). Due to the large variation of 

viscosity between beverages, measures of viscosity were made at 4 °C at 100 rpm with spindle 

00 for non-enriched drinks (CF and CNF) and at 20 rpm with spindle 02 for protein-enriched drinks 

(PRF and PRNF). Color parameters were determined with a Color reader CR 10 (Konica Minolta 

Sensing, Inc, Mahwah, NJ, USA) and expressed as L* (lightness), C* (chroma), h* (hue angle) 

values. The color difference (ΔE) of the products from the beginning to the end of the storage was 

calculated as follows: 

∆𝐸 =  √(∆𝐿∗)2 + (∆𝑎∗)2 + (∆𝑏∗)2 

Where a* value is the green-red axis, b* value is the blue-yellow axis and the L* value is the 

lightness from white to black.  

All parameters were determined during the storage at 4 °C, every 21 days for 143 days, based on 

the storage duration of the commercialized control beverage. 

2.4. Determination of peptide molecular weight distribution by Size Exclusion-
High Performance Liquid Chromatography (SEC-HPLC) 

Molecular weight distribution of soluble fractions of fermented and non-fermented beverages were 

analyzed by size exclusion HPLC. A Biosep-SEC 2000 column (300 × 7.8 mm, 5 mm particle size, 

pore size 145 Å) from Phenomenex (Torrance, CA, USA) connected to an Agilent 1260 HPLC 

Infinity system (Agilent Technologies, Saint-Laurent, QC, Canada) was used. Samples were first 

centrifuged at 10,000 × g for 20 min at room temperature. Then, a 0.2 μm filtered supernatant 

sample of 10 μL was injected on the column, and eluted using 100 mM of sodium phosphate buffer 

solution (pH 6.8) at a flow rate of 1 mL/min for 20 min. Detection was then performed using a 

diode array detector at 280 nm. Bovine thyroglobulin (670 kDa), IgA (300 kDa), IgG (150 kDa), 

ovalbumin (44 kDa), myoglobin (17 kDa) and uridine (244.2 Da) were used as standards. The total 

surface area of chromatograms of peptide profiles was integrated and separated into three ranges 

of molecular weight (>2,700 Da, high molecular weight; 200-2,700 Da, medium molecular weight; 

<200 Da, low molecular weight), expressed as a percentage of the total area. Analysis of peptide 

profiles were done on fermented and non-fermented control and PR-based beverages every 21 

days during storage at 4 °C for 143 days. 



111 
 

2.5. Microbial analysis 

Total viable count of Lactobacillus spp. was determined by spread plate method on MRS agar. 

The plates were incubated at 37 °C for 48 h. Analyses were done during storage at 4 °C every 21 

days for 143 days. 

2.6. Sensory analysis 

The fermented control and PR beverages were tested at days 0, 42 and 84 of storage. Sensorial 

analysis was performed with 10 evaluators using a 9-point hedonic scale (1 = extremely 

unpleasant and 9 = extremely good) (Maherani et al., 2019). The parameters of color/appearance, 

odor, texture, flavor and overall appreciation were assessed. 

2.7. Statistical analysis 

The experiment was done in triplicate and for each replicate, three samples were analyzed. The 

data were reported as mean ± standard deviation. Data were subjected to one-way analysis of 

variance (ANOVA) by SPSS 22.0 software (IBM, NY, USA). Differences among mean values were 

examined by the Duncan’s multiple comparison test at a p ≤ 0.05.  

3. Results and discussion 

3.1. Physico-chemical analysis 

The pH results presented in Figure 3 showed that a pH of 6.2 was maintained throughout the 

storage period for the non-fermented beverages (CNF and PRNF) (data not shown). The pH of 

PRF beverage was higher than the one obtained for the CF beverage during the entire storage 

period (p ≤ 0.05). The results of the pH of PRF and CF-based beverages showed a decrease from 

4.9 to 3.8 and from 4.2 to 3.4, respectively, during the entire storage period. The rate of pH 

decrease was higher for the PRF beverage than for the CF beverage with slope values of -0.024 

and -0.010, respectively. After 42 days of storage, a little decrease form pH 4.0 to 3.8 was 
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observed for the PRF beverage. A stabilisation of pH was also observed for the CF beverage, 

after 84 days of storage, with a pH of 3.4 (p > 0.05).  

 

Figure 3–pH and titratable acidity (%) of fermented control beverage (CF) and fermented pea-rice beverage 
(PRF) during storage at 4 °C for 143 days. 

 

The titratable acidity (TA) results in Figure 3 showed that the TA of PRNF was three times higher 

than the TA of CNF with values of 0.3% and 0.1%, respectively (data not shown) and both were 

stable during the entire storage period (p > 0.05). Also, the TA of PRF increased from 0.73% to 

1.70% from day 0 to day 63, then, a stabilisation to 1.90% was observed until day 143. Conversely, 

the TA of CF increased linearly during the whole storage period, from 0.37% to 1.23%. Similarly 

to the results obtained for pH, the slope of the PRF beverage was higher than the slope of the CF 

beverage with values of 0.015 and 0.006, respectively. 

The pH and the TA are both involved in the measurement of the acidity of the product but they 

provide different information. The pH is related to the dissociation capacity of acids present in food 

and the TA value corresponds to the total quantity of acids (Tyl & Sadler, 2017). The higher pH of 

the PRF beverage compared to the CF beverage could be related to a buffering effect of the 

proteins whilst its higher TA corresponds to a higher lactic acid concentration. Pereiral et al. (2015) 

observed that the enrichment of a probiotic drink with whey protein increased the TA from 3.0 to 

7.7% while the pH remained stable. 
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The addition of proteins also increased significantly the viscosity from 3.8 cP for CF to 39.1 cP for 

PRF (p ≤ 0.05) (Table 9). The protein enrichment increased the total solids content of the 

beverages (Manus et al., 2020) and the viscosity increased with the level of solids and the protein 

content (Urbanski et al., 1982; Oliveira et al., 2001; Ringgenberg et al., 2012).   

Table 9–Effect of the storage at 4 °C on the viscosity (cP) of CNF, CF, PRNF and PRF beverages. 

  Viscosity (cP) 

Days of 
storage 

CNF CF PRNF PRF 

0 4.0 ± 0.2aA 3.8 ± 0.1aA 83.7 ± 1.6aB 39.1 ± 2.2aA 

21 4.1 ± 0.2aA 4.2 ± 0.2bA 96.7 ± 1.7bB 37.4 ± 2.2aA 

42 4.6 ± 0.1bA 4.5 ± 0.1cdA 145.3 ± 2.3cB 47.3 ± 0.8bA 

63 4.8 ± 0.4bB 4.4 ± 0.1bcA 148.7 ± 1.5cB 53.4 ± 1.8cA 

84 5.8 ± 0.2dB 5.2 ± 0.3eA 156.2 ± 5.1cdB 47.4 ± 1.4bA 

105 5.3 ± 0.3cB 4.4 ± 0.1bcA 164.8 ± 12.6dB 58.7 ± 2.2deA 

126 5.1 ± 0.1cB 4.5 ± 0.3cdA 157.5 ± 11.8cdB 61.4 ± 3.4eA 

143 4.7 ± 0.1bA 4.8 ± 0.2dA 148.5 ± 2.4cB 57.0 ± 2.1cdA 

CNF: non-fermented control beverage. CF: fermented control beverage. PRNF: non-fermented pea-rice 
beverage. PRF: fermented pea-rice beverage. Mean values with different lowercase letters within the same 
column are significantly different (p ≤ 0.05). Mean values with different uppercase letters within the same row 
for the same base product are significantly different (p ≤ 0.05). 

Fermentation had a large effect on the viscosity of PR beverage by reducing it 2-3 fold. For 

example, the viscosity of PRNF beverage at day 0 was 83.7 cP, compared to 39.1 cP for PRF 

beverage.  

The storage time had a slight effect on the viscosity of control beverages. Values from 4.0 to 4.7 

cP was observed over time for the CNF beverage and values from 3.8 to 4.8 cP for the CF 

beverage. However, the PR-based beverages showed an important increase in viscosity during 

the storage time. From day 0 to day 143, the viscosity of PRNF and PRF beverages increased 

from 83.7 to 148.5 cP and from 39.1 to 57.0 cP, respectively. 

The effect of fermentation on the decrease of the viscosity after fermentation can be due to the 

hydrolysis of protein by bacterial enzymes reducing the molecular size of proteins and peptides, 

leading to more soluble peptides. Hayta et al. (2001), also observed an increase of the protein 

solubility of fermented boza (a cereal-based beverage) during fermentation and a lower viscosity 

of fermented boza compared to the same non-fermented boza. Lactic acid bacteria (LAB) can 

hydrolyze protein and peptides into small peptides and free amino acids (Raveschot et al., 2018). 
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Manus et al. (2020), observed a greater effect of hydrolysis of peptides, due to lactic acid 

fermentation, for beverages enriched in pea and rice proteins than for non-enriched beverages, 

resulting in a release of small peptides <200 Da. 

Viscosity of PR-based beverages during storage showed an increase of 77% and 46% for PRNF 

and PRF beverages, respectively, as compared to an increase of 17% and 26% for CNF and CF 

beverages, respectively. Bernat et al. (2014) observed a significant increase (p ≤ 0.05) of the 

apparent viscosity of a fermented hazelnut-based milk for 28 days of storage passing from 0.69 

Pa.s at day 0 to 1.8 Pa.s at the end of the storage. The increase in viscosity during storage can 

be due to molecular interactions like polysaccharide-polysaccharide interactions or protein-

polysaccharide interactions present in PR proteins (Deshpande et al., 2008; Paquet et al., 2014). 

The impact of protein enrichment and of fermentation on the beverage color are presented in 

Table 10. The color of the beverage is characterized by three parameters. The L* value represents 

lightness (100) and blackness (0); C* value corresponds to the chroma (+: high color intensity; -: 

low color intensity) and h* value corresponds to hue angle (0°: red, 90°: yellow, 180°: green, 270°: 

blue) (Pathare et al., 2013). The results showed an increase of the L* value after fermentation in 

all samples and a decrease of the L* value after addition of proteins. The enrichment in protein 

led to an enrichment in particles in the beverage that obstruct the scattering of light. An increase 

in clarity after the fermentation process was observed and could be due to protein denaturation 

caused by the increase in acidity during fermentation (Barbut, 2010). The L* value increased from 

38.0 to 43.0 in CNF and CF and from 34.0 to 39.7 in PRNF and PRF, respectively. The L* value 

during storage time showed that the clarity of all beverages was mostly stable during the entire 

storage period. For example, in PRF, the L* value increased slightly from 39.7 at day 0 to 41.2 at 

day 143 (p > 0.05). The fermentation increased the chroma values meaning that the intensity of 

the color of fermented products was higher than the non-fermented. The chroma values increased 

from around 13 for non-fermented beverages to 16 for fermented beverages. Also, the storage 

time did not affect the chroma values of all samples. The fermentation did not affect the hue values 

but the enrichment in protein had an impact on the hue values. The hue values were significantly 

higher (p ≤ 0.05) in control beverages as compared to the PR-based beverages, showing values 

between 78 and 81 and between 72 and 75, respectively. Thus, the color of control beverages 

was closer to yellow while values of PR beverages were closer to orange. The hue values were 

also stable in all samples during storage with only small variations respectively. 

Table 10–Effect of the storage at 4 °C on the color of CNF, CF, PRNF and PRF beverages. 

Days CNF CF PRNF PRF 
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0 L 38.0 ± 0.8bcB 43.0 ± 1.0abC 34.0 ± 2.0abA 39.7 ± 0.2bB 
 C 12.3 ± 0.7abA 15.0 ± 0.9abBC 13.3 ± 2.0aAB 17.1 ± 0.7bcC 

  h 80.1 ± 0.4cB 81.2 ± 2.7bB 73.8 ± 1.1aA 72.3 ± 0.4aA 

21 L 35.3 ± 2.4aAB 42.3 ± 0.8aC 32.8 ± 0.8aA 36.3 ± 0.8aB 
 C 13.6 ± 0.8bA 17.1 ± 0.8cB 12.4 ± 0.9aA 18.2 ± 1.0cB 

  h 78.2 ± 1.4bB 78.4 ± 0.6aB 73.7 ± 0.3aA 73.4 ± 0.3bA 

42 L 39.3 ± 1.9cB 44.8 ± 1.7bC 35.6 ± 0.8bcA 40.9 ± 1.5bB 
 C 13.6 ± 1.2bA 16.2 ± 1.0bcB 13.4 ± 0.7aA 16.3 ± 0.6abB 

  h 78.1 ± 0.7bB 79.3 ± 1.1abB 73.8 ± 0.7aA 74.2 ± 0.7cdA 

63 L 36.9 ± 0.1abB 42.0 ± 0.6aD 34.3 ± 0.8abA 39.8 ± 0.2bC 
 C 12.5 ± 0.6abA 14.8 ± 0.3aB 12.5 ± 0.4aA 15.5 ± 0.9aB 

  h 76.6 ± 0.2aB 78.8 ± 0.6aC 73.4 ± 0.3aA 73.7 ± 0.2bcA 

84 L 37.6 ± 0.7bcA 43.0 ± 1.3abC 37.1 ± 0.5cdA 41.2 ± 0.9bB 
 C 13.0 ± 0.9abA 15.3 ± 0.6abB 13.3 ± 0.9aA 15.3 ± 0.9aB 

  h 77.8 ± 0.3abB 78.2 ± 0.9aB 73.4 ± 0.3aA 74.3 ± 0.2cdA 

105 L 36.6 ± 0.4abA 41.9 ± 0.8aB 37.0 ± 0.8cdA 40.7 ± 1.1bB 
 C 12.1 ± 0.6aA 14.8 ± 0.8aB 12.1 ± 0.2aA 15.2 ± 0.3aB 

  h 78.0 ± 1.2abB 78.6 ± 0.3aB 73.2 ± 0.4aA 73.8 ± 0.3bcA 

126 L 37.9 ± 0.6bcA 43.4 ± 0.9abC 37.7 ± 0.9dA 40.9 ± 1.3bB 
 C 11.9 ± 0.3abA 15.6 ± 0.3abB 12.1 ± 0.6aA 15.7 ± 0.6aB 

  h 80.0 ± 0.6cD 78.6 ± 0.3aC 73.6 ± 0.5aA 74.8 ± 0.2dB 

143 L 38.4 ± 0.5bcB 42.6 ± 0.1aD 36.8 ± 0.4cdA 41.2 ± 1.0bC 
 C 12.3 ± 0.6abA 15.3 ± 0.7abB 12.5 ± 0.6aA 15.7 ± 0.6aB 

  h 79.1 ± 0.6bcC 79.6 ± 0.3abC 73.4 ± 0.4aA 74.4 ± 0.6cdB 

ΔE   0.46 1.07 2.97 2.18 

CNF: non-fermented control beverage. CF: fermented control beverage. PRNF: non-fermented pea-rice 
beverage. PRF: fermented pea-rice beverage. Mean values with different lowercase letters within the same 
column of the same parameter are significantly different (p ≤ 0.05). Mean values with different uppercase letters 
within the same row are significantly different (p ≤ 0.05). 

The color variation (ΔE) between d0 and d143 was lower than 3 for all beverages, meaning 

differences of color were not easily detectable by the human eye (Vichi et al., 2004; Adekunte et 

al., 2010). However, the ΔE of the PRNF beverage was the highest with a value of 2.97 whereas 

the ΔE of the PRF beverage was 2.18, thus the lactic acid fermentation had a preservative action 

on the color difference of the PR beverage during the storage (Di Cagno et al., 2011). 

3.2. Molecular weight distribution 

In order to evaluate the effect of the fermentation and of the storage on the peptides produced 

and their molecular weight distribution, the peptide profiles of the beverages were analyzed every 

21 days by SEC-HPLC (Figure 4).  
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Figure 4–Molecular weight distribution of non-fermented control (CNF) (a), fermented control (CF) (b), non-
fermented pea-rice (PRNF) (c) and fermented pea-rice (PRF) (d) beverages during storage at 4 °C for 143 days. 

At day 0, fermented products (CF and PRF) contained significantly more (p ≤ 0.05) low molecular 

weight (LMW) peptides <200 Da than non-fermented products (CNF and PRNF) with an increase 
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of 14% for control products and an increase of 97% for PR products as compared to their 

respective non-fermented product. Furthermore, fermented products possessed a significant 

lower quantity (p ≤ 0.05) of high molecular weight (HMW) peptides >2700 Da showing a decrease 

of 18% in control product and a decrease of more than 72% in PR-based product as compared to 

their respective non-fermented products. These results suggested that fermentation had a greater 

impact on the molecular weight of peptides of PR products as compared to the control products 

and allow a release of peptides <200 Da, corresponding mainly to di-peptides. 

The effect of the storage on the peptides MW showed that the proportion of LMW peptides of PRF 

beverage increased by 20% over the course of the storage period as compared to an increase by 

12% for the CF beverage. The level of medium molecular weight (MMW) peptides was relatively 

stable during storage for all beverages with small variations (<10%). The quantity of HMW 

peptides decreased during storage for all beverages, but our results showed a higher decrease 

for fermented beverages, CF and PRF, with a respective reduction of 58% and 41%. The release 

of LMW peptides during storage could be due to the proteolytic activity of the specific combination 

of L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R and L. rhamnosus CLR2 of the Bio-K+ ferment over 

time. In fact, the proteolytic activity of LAB can be maintained during storage (Nielsen et al., 2009). 

Consequently, our storage conditions led to a release of small peptides <200 Da. 

Small peptides are better absorbed than proteins and thus the digestibility can be improved after 

the hydrolysis (Grimble, 1994; Manus et al., 2020). Furthermore, bacteria belonging to the genus 

Lactobacillus spp. are able to hydrolyze proteins and generate peptides that are absorbed more 

efficiently compared to native protein (Grimble, 1994; Matar et al., 1996; Raveschot et al., 2018). 

Thus, the hydrolysis of proteins through fermentation can improve their digestibility and their 

absorption (Clemente, 2000; Koopman et al., 2009). 

Bioactive peptides can also be produced by LAB (Coda et al., 2012; Raveschot et al., 2018) and 

can be found in pea and rice (Roy et al., 2010; Rani et al., 2018). These peptides could be 

“bioactive peptides”, with positive effects on human health, especially due to their antioxidant and 

antihypertensive activities (Udenigwe & Aluko, 2012). Further research is needed to determine 

the potentially antioxidant activity of peptides released by the action of Bio-K+ fermentation. 

3.3. Microbiological analysis 

The concentration of Lactobacillus spp. in PRF and CF was followed during 143 days of storage 

and the results are presented in Figure 5. The level of Lactobacillus spp. was stable during the 

143 days of storage for the CF beverage. Indeed, a small difference of 0.26 log CFU/mL was 
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noted between the beginning and the end of the storage period, which is less than 1 log and is not 

considered as a significant microbiological difference. A reduction of 1 log was observed at the 

end of the storage period of the PRF beverage, from 9.45 to 8.40 log CFU/mL. The addition of 

pea and rice protein to the beverage changed the composition of the initial product non-enriched 

in protein and these changes influenced the concentration of Lactobacillus spp. during storage. 

Several factors can affect negatively the viability of probiotic bacteria such as physical, chemical 

or biological factors (Terpou et al., 2019). Several hypotheses can explain the decrease in the 

concentration of Lactobacillus spp. in the PRF beverage. With a high concentration of probiotics 

in the PRF beverage at the beginning of storage, the nutrients may have been used too quickly 

by the bacteria, resulting in a drop in the concentration of Lactobacillus spp. Also, even with a 

buffering capacity and a higher pH than the CF beverage, the high concentration of lactic acid in 

the PRF beverage may have caused a decrease in the concentration of probiotic bacteria. Indeed, 

the accumulation of organic acids during storage can lead to a loss of viability of probiotics (Shah, 

2000; Gupta & Abu-Ghannam, 2012). However, the level of microorganisms after 143 days is still 

considered sufficient in terms of nutraceutical properties (CFIA, 2019). 

 

Figure 5–Concentration of Lactobacillus spp. of fermented control (CF) and fermented pea-rice (PRF) 
beverages during storage at 4 °C for 143 days. 

 

Despite the variability in the viability of probiotics during storage, a majority of reports observed a 

decrease of 1 log or more during the storage of probiotic beverages (Oliveira et al., 2002; 

Champagne et al., 2005). In addition, the storage period employed is often from 3 to 5 weeks only 

(Sodini et al., 2002; Martıń-Diana et al., 2003; Ortakci & Sert, 2012), in contrast to this study where 

the analyses were done during 143 days of storage. According to the Canadian Food Inspection 
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Agency (CFIA), a portion of a food must contain at least 9 log CFU of CFIA-recognized probiotic 

bacteria to be considered a probiotic food (CFIA, 2019). The results showed that the protein-

enriched beverage PRF still contained the minimum of 9 log CFU per serving required by the 

CFIA, which is a 98 g bottle in this case, during the entire storage period, with 10.4 log CFU 

detected up to 143 days of storage. As the viability of probiotics could be challenged during 

storage, it is important to follow that parameter to ensure an acceptable number of bacteria remain 

viable for the entire storage period. 

3.4. Sensory analysis  

The results of the sensorial evaluation of the probiotic beverage are presented in Table 11. The 

global appreciation and the flavor were the most appreciated parameters in CF beverage. Values 

over 7, meaning “moderately liked” were observed over the entire storage period. For the PRF 

beverage, the product was appreciated mainly for its color-appearance and its texture. Values 

from 7 to 8.5 were noticed, meaning from “moderately liked” to “extremely liked” and this 

appreciation was maintained over the entire storage period. 

Table 11–Sensory analysis during 84 days of storage of CF and PRF beverages. 

  CF PRF 

 0 d 42 d 84 d  0 d 42 d 84 d 

Color/ 

Appearance 
6.4 ± 1.7aA 6.9 ± 0.7aA 6.4 ± 1.1aA 7.4 ± 1.2abBC 8.3 ± 0.9bC 8.5 ± 0.5bB 

Odor 6.6 ± 0.7abA 7.0 ± 0.7bA 6.4 ± 1.7abA 5.3 ± 1.4aA 6.4 ± 1.7abAB 6.6 ± 1.6abA 

Texture 6.3 ± 1.6aA 7.2 ± 1.5aA 6.6 ± 1.5aA 8.0 ± 0.6aC 7.6 ± 1.5aBC 6.9 ± 1.7aA 

Flavor 7.6 ± 0.9cA 7.4 ± 1.2cA 7.6 ± 1.3cA 5.8 ± 1.9abA 5.2 ± 1.3aA 6.7 ± 1.4bcA 

Global 

appreciation 
7.4 ± 0.9bcA 7.6 ± 0.7cA 7.3 ± 1.3bcA 6.2 ± 1.2abAB 5.3 ± 1.3aA 6.6 ± 1.5bcA 

CNF: non-fermented control beverage. CF: fermented control beverage. PRNF: non-fermented pea-rice 
beverage. PRF: fermented pea-rice beverage. Scores vary between 1 (extremely disliked) and 9 (extremely 
liked). Score are means ± SD. Mean values with different lowercase letters within the same row are significantly 
different (p ≤ 0.05). Mean values with uppercase lower letters within the same column are significantly different 
(p ≤ 0.05). 

The pronounced vegetable taste and the beany flavor of peas, that relates to earthy, dusty, 

powdery and sour notes, can be an obstacle to its use (Vara-Ubol et al., 2004; Murat et al., 2013). 

In this study, the earthy and powdery notes associated with peas lowered the flavor scores for the 

PRF beverage, which ranged between 5.2 and 6.7, meaning between “neither liked nor disliked” 

and “moderately liked”, while the CF beverage scores ranged from 7.4 to 7.6, meaning 

“moderately liked” to “very much liked”. Overall, the global appreciation scores were in the same 

range than those observed for flavor. Indeed, the CF beverage was preferred, with values between 
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7.3 to 7.6, compared to the PRF beverage, which had values between 5.3 and 6.6. Interestingly, 

the CF beverage is the actual commercial probiotic product which contains an aroma specific to 

its formula. This could explain the highest appreciation of the CF beverage. Further development 

will be needed to develop a specific aroma or masking agent to improve the sensory quality of the 

PR-based beverage. 

4. Conclusion 

This research has allowed the development of a fermented beverage supplemented in proteins 

and in viable probiotic bacteria. The product had good sensorial properties. The PRF beverage 

was especially appreciated for its texture and its appearance. However, some improvement needs 

to be done in order to improve the flavor appreciation of the product. 

Despite a higher lactic acid concentration, a lower pH and a greater viscosity at the end of the 

storage, the storage did not affect the color of the beverage whose color difference from day 0 to 

day 143 was not detectable to the human eye. The storage induced, however, some 

physicochemical variations but these variations did not affect the sensorial quality. Furthermore, 

the PR-based beverage conserved a high number of viable micro-organisms with over 10.4 log 

CFU per portion of 98 g up to 143 days of storage. 
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CHAPITRE 6 : DISCUSSION GÉNÉRALE 

1. Sélection des boissons 

L’objectif de cette étude était de mettre au point des boissons enrichies en protéines végétales, 

en utilisant différentes sources de protéines soit le riz, le pois et le chanvre. Les différents 

mélanges de protéines à incorporer dans les boissons ont été sélectionnés selon leurs indices 

chimiques, et leurs CEP théoriques. L’indice chimique est défini pour chaque AAE comme étant 

le rapport entre sa teneur dans le produit évalué et sa teneur dans une protéine de référence, 

communiquée par la FAO (2007), qui correspond aux besoins en AAE d’un adulte en mg/g de 

protéine. Les AAE n’étant pas synthétisés par le corps humain, ils doivent dont être apportés par 

l’alimentation. Les légumineuses étant généralement pauvres en méthionine et les céréales en 

lysine, un mélange de ces deux types de protéines peut permettre d’équilibrer l’apport en AAE et 

satisfaire les recommandations de la FAO et de l’OMS (Kannan et al., 2001, FAO & WHO, 2007). 

Les indices chimiques inférieurs à 1 pour le riz et le chanvre étaient de 0.59 et 0.90 respectivement 

et concernaient la lysine. Concernant le pois, l’indice chimique inférieur à 1 était celui de la 

méthionine avec une valeur de 0.59. Les mélanges pois/riz (PR) et pois/chanvre (PH) ont donc 

été préférés afin de combler la déficience en méthionine du pois par le riz ou le chanvre et de 

combler les déficiences en lysine du riz et du chanvre par le pois. Le calcul des indices chimiques 

a permis de choisir le mélange pois/riz contenant 50% de pois et 50% de riz, et le mélange 

pois/chanvre contenant 30% de pois et 70% de chanvre. Avec des indices chimiques supérieurs 

à 1 pour tous les AAE, ces deux mélanges procurent donc des quantités suffisantes en AAE selon 

les recommandations de la FAO (2007). Les boissons ont été développées pour posséder un 

maximum de protéines par portion. Ainsi, en ce qui concerne la faisabilité, le pourcentage 

maximum de protéines par portion était de 13% pour la boisson PR et 11,2% pour la boisson PH. 

En effet, à des concentrations de protéines plus élevées la viscosité était trop importante pour une 

fabrication commerciale. Les résultats des calculs de CEP estimés pour les boissons étaient de 

1,35 pour la boisson PR et 1,52 pour la boisson PH. Une protéine avec un CEP inférieur à 1,5 est 

considérée de qualité médiocre, elle est considérée de qualité intermédiaire avec un CEP entre 

1,5 et 2,0 et de qualité élevée avec un CEP supérieur à 2,0 (Friedman, 1996). Ces calculs 

d’estimation de CEP ne prenaient pas en compte la fermentation des protéines ni les possibles 

interactions des différentes sources de protéines entre elles. De plus, une composition complète 

en acides aminés n’est pas synonyme de bonne absorption protéique ou de bonne digestibilité 
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protéique. Les analyses in vitro et in vivo étaient donc essentielles pour déterminer le CEP réel 

des protéines. 

2. Analyses in vitro 

Le but de cette étude in vitro était, premièrement, d’analyser l’effet de l’enrichissement des 

boissons en protéines végétales ainsi que l’effet de la fermentation lactique sur les paramètres 

physico-chimiques et microbiologiques des boissons; et deuxièmement, d’étudier l’effet de ces 

deux variations, l’enrichissement et la fermentation, sur la digestibilité protéique in vitro des 

boissons. 

2.1. Caractérisation des produits   

Les résultats obtenus ont indiqué que la fermentation lactique des boissons n’a pas modifié la 

teneur totale en protéines ou la teneur totale en solide des boissons. L’addition de protéines a 

permis d’augmenter la teneur totale en protéines des boissons PR et PH. La viscosité étant liée à 

la teneur en protéines et en solides totaux (Oliveira et al., 2001), la boisson PR non fermentée 

(PRNF), avec 13% de protéines, avait donc une viscosité plus élevée que la boisson PH non 

fermentée (PHNF), avec 11,2% de protéines. En revanche, la fermentation a mené à une baisse 

de la viscosité des boissons. Ceci peut être dû à l’hydrolyse des protéines par les bactéries 

lactiques, menant à des protéines et des peptides de petits poids moléculaires et ainsi plus 

solubles. En effet, les bactéries lactiques sont capables d’hydrolyser les protéines et les peptides 

en petits peptides et en acides aminés libres (Raveschot et al., 2018). La boisson PR fermentée 

(PRF) est la boisson ayant subi la plus forte diminution de viscosité après la fermentation, avec 

plus de 50% de baisse, contre 20% pour la boisson PH fermentée (PHF). Ces résultats peuvent 

être dus aux différences fonctionnelles des protéines de pois, de riz et de chanvre. En effet, ces 

protéines ont des solubilités, des capacités de rétention d’eau ou encore des propriétés de 

gélation qui diffèrent les unes des autres et cela peut affecter la viscosité des boissons (Agboola 

et al., 2005; Boye et al., 2010; Raikos et al., 2014; Akin & Ozcan, 2017).  

La fermentation des boissons a fait baisser leur pH et augmenter leur acidité titrable (TA). Cela 

est dû à la production d’acide lactique par les bactéries. Le pH et la TA sont tous les deux 

impliqués dans la mesure de l’acidité d’un produit, mais ne sont pas forcément corrélés. Le pH 

est lié à la capacité de dissociation des acides présents dans le produit tandis que la valeur de 

TA correspond à la quantité totale de ces acides (Tyl & Sadler, 2017). Ainsi, deux produits peuvent 

avoir le même pH, mais des TA différentes, l’opposé étant aussi possible (Nnam & Obiakor, 2003; 
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Wang et al., 2009). De ce fait, les TA plus élevées de PRF et PHF, comparé à la TA de la boisson 

contrôle fermentée non enrichie en protéines (CF), signifient une plus grande concentration en 

acide lactique dans les boissons. En revanche, leurs pH plus élevés indiquent une plus faible 

capacité de dissociation des acides et une activité tampon en résistant à une baisse de pH tandis 

que la quantité d’acide lactique augmente.  

Les résultats obtenus pour le compte total de Lactobacillus spp. viables ont montré une 

concentration plus élevée pour les boissons PRF et PHF (9.5 log UFC/mL) par rapport à la boisson 

CF (9.0 log UCF/mL). Ceci peut être dû à des facteurs stimulants présents dans les protéines de 

pois, de riz et de chanvre, comme des vitamines, des antioxydants (Zare et al., 2012). Les 

probiotiques sont sensibles et tous les composants d’un produit peuvent avoir une influence sur 

leur croissance (Vinderola et al., 2000; Terpou et al., 2019). Ces résultats expliquent également 

la plus grande quantité d’acide lactique produite. Cependant, la différence de concentration en 

Lactobacillus spp. étant inférieure à 1 log UCF/mL, ces différences avaient peu d’importance 

microbiologique. 

Les résultats ont montré que les boissons fermentées possédaient moins de peptides de hauts 

poids moléculaires (>2700 Da) que les boissons non fermentées et plus de peptides de petits 

poids moléculaires (<200 Da). Une baisse de plus de 60% des peptides de hauts poids 

moléculaires a été observée pour les boissons PRF et PHF ainsi qu’une hausse de 50% des 

peptides de petits poids moléculaires. En revanche, CF contenait 40% de moins de peptides de 

hauts poids moléculaires que CNF et ne présentait pas de différences significatives (p > 0.05) 

quant à la proportion de peptides de petit pois moléculaires avant et après fermentation. Ces 

résultats ont montré que la combinaison de probiotiques L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R 

et L. rhamnosus CLR2 avait une activité protéolytique et spécialement sur les boissons PR et PH. 

Cela peut être dû au fait que les boissons PR et PH possèdent une grande quantité de protéines 

comparativement aux produits contrôles, favorisant ainsi l’activité protéolytique des bactéries 

probiotiques (Vithana et al., 2011). Les bactéries du genre Lactobacillus peuvent hydrolyser les 

protéines en peptides qui pourront être absorbés plus facilement (Grimble, 1994; Matar et al., 

1996; Raveschot et al., 2018). Ainsi, du fait que les petits peptides sont plus facilement 

assimilables, l’hydrolyse des protéines par la fermentation peut améliorer leur absorption et leur 

digestibilité (Clemente, 2000; Koopman et al., 2009). Aussi, du fait de leur activité protéolytique, 

les bactéries lactiques peuvent produire des peptides bioactifs (Coda et al., 2012; Raveschot et 

al., 2018). Ces peptides peuvent notamment être retrouvés dans le chanvre, le pois et le riz (Roy 

et al., 2010; Girgih et al., 2014; Rani et al., 2018) et présentent des bénéfices pour la santé 
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humaine, notamment en raison de leurs propriétés antioxydantes et leurs effets antihypertenseurs 

(Udenigwe & Aluko, 2012). Plusieurs études rapportent que les peptides de petits poids 

moléculaires ont une plus forte activité antioxydante que ceux de hauts poids moléculaires 

(Rajapakse et al., 2005; Dong et al., 2008). Des recherches supplémentaires pourraient être 

réalisées pour déterminer l’activité antioxydante des peptides libérés par l’action des ferments de 

Bio-K+.  

2.2. Digestion in vitro 

Lors de la procédure de digestion in vitro, les profils peptidiques des boissons contrôles, PR et 

PH ont été étudiés afin d’analyser l’effet combiné de la fermentation et de l’enrichissement en 

protéines des boissons sur les peptides au cours de la digestion in vitro. La digestion enzymatique 

à la pepsine et à la trypsine a permis une baisse de la quantité des peptides de hauts poids 

moléculaires (>2700 Da) et une augmentation des peptides de moyens (200-2700 Da) et petits 

poids moléculaires (<200 Da). L’observation des poids moléculaires donne des informations sur 

l’hydrolyse des protéines, qui est associée au taux d’absorption de celles-ci (Roberts et al., 1999). 

Les résultats indiquent une plus forte hydrolyse des peptides pour les boissons enrichies PR et 

PH que pour la boisson contrôle. Aussi, la boisson PRF a montré une plus forte hydrolyse des 

peptides que la boisson PRNF, avec presque le double de peptides de moyens poids moléculaires 

pour PRF.  

Les résultats de la digestibilité protéique in vitro, déterminée par la méthode de libération d’azote, 

ont montré une plus grande digestibilité des produits enrichis en protéines PR et PH, que de la 

boisson contrôle. Les résultats ont montré que la digestibilité in vitro était corrélée à l’hydrolyse 

des peptides de hauts poids moléculaires en peptides de moyens et de petits poids moléculaires. 

Parmi les boissons analysées, la boisson PRF a obtenu la plus forte digestibilité protéique (P ≤ 

0.05), avec une valeur de 72,7%. Également, c’est la seule boisson à avoir eu une différence 

significative de résultats (P ≤ 0.05) entre la boisson fermentée et la boisson non fermentée. Les 

trois boissons contiennent des sources de protéines différentes, qui ont chacune des 

compositions et donc des digestibilités différentes (Corgneau et al., 2019). La digestibilité d’un 

produit va dépendre de la matrice alimentaire, de la procédure d’extraction ou encore de la 

méthode de digestion utilisée, qui peut différer notamment selon les enzymes utilisées, les 

rapports enzymes-substrat et les temps d’incubation employés (Abdel-Aal, 2008; Hur et al., 2011; 

Yang et al., 2011; Tavano et al., 2016; Corgneau et al., 2019). Les résultats obtenus sont 

singulièrement plus faibles que ceux présentés dans la littérature concernant les isolats de 
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protéines végétales. En effet, un isolat de protéines de pois a généralement une digestibilité in 

vitro proche de 90% (Tulbek, 2017; Corgneau et al., 2019), un isolat de protéines de chanvre 

entre 85-95% (House et al., 2010; Malomo & Aluko, 2015) et concernant le riz, les valeurs de 

digestibilité protéique sont généralement autour de 90% (Wang et al., 1999; Rutherfurd et al., 

2015). Il existe de nombreuses méthodes d’analyses de la digestibilité protéique in vitro et celles-

ci peuvent sous-estimer grandement la valeur de la digestibilité réelle, déterminée in vivo (Urbano 

et al., 2005; Tavano et al., 2016; Franczyk, 2018). Cela peut être expliquer par le fait de la grande 

complexité du processus de digestion et que la digestion in vitro ne prend pas en compte tous les 

facteurs intrinsèques et extrinsèques de la digestion in vivo (Coles et al., 2005). Les résultats 

obtenus in vitro doivent donc être corrélés avec des résultats obtenus in vivo afin d’être pertinents. 

Les faibles résultats obtenus dans cette étude peuvent également être dus à la présence de 

facteurs antinutritionnels. En effet, ceux-ci sont notamment présents dans le pois sous forme de 

phytates, de tannins et d’inhibiteurs de trypsine (Fernández-Quintela et al., 1997; Vidal-Valverde 

et al., 2003), mais se retrouvent en plus petite quantité dans les isolats protéiques que dans la 

farine de pois (Fredrikson et al., 2001). En revanche, on les retrouve peu dans le chanvre et le riz 

(Russo & Reggiani, 2015; Hoogenkamp et al., 2017). Ces facteurs limitent l’absorption des 

nutriments et réduisent donc leur digestibilité (Gilani et al., 2012). Une analyse complémentaire 

est nécessaire pour déterminer la quantité de composés antinutritionnels présents dans ces 

protéines végétales. 

Les résultats obtenus lors de cette étude in vitro ont mené à la sélection d’une des deux boissons 

enrichies en protéines, afin de poursuivre les étapes d’analyses in vivo et d’analyses au cours du 

stockage sur la boisson ayant la meilleure qualité protéique. Tout d’abord, la boisson PRF a pu 

être enrichie en protéines à hauteur de 13%, contre 11,2% pour la boisson PHF, qui saturait au-

delà de cette quantité. Ensuite, lors de la digestion in vitro, la boisson PRF présentait la plus forte 

augmentation des peptides de moyens poids moléculaires (correspondant principalement aux 

tripeptides et oligopeptides), et l’effet de l’hydrolyse due à la fermentation semblait avoir un effet 

plus marqué pour la boisson PRF que pour la boisson PHF. En hydrolysant les protéines en petits 

peptides, la fermentation permet une pré-digestion des protéines, celles-ci étant normalement 

hydrolysées lors de la digestion par les enzymes gastriques, pancréatiques et intestinales, en 

petits peptides et en acides aminés. Les acides aminés libres sont absorbés plus rapidement que 

les protéines, mais plus lentement que les dipeptides et les tripeptides (Webb, 1990; Krehbiel & 

Matthews, 2003). Cette différence est due au système de transport des acides aminés qui induit 

des mécanismes de compétition entre ses substrats, contrairement au transport des di et 

tripeptides qui est plus efficace (Di Pasquale, 1997; Matthews & Adibi, 1976). Les résultats ont 
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ensuite démontré une meilleure digestibilité protéique in vitro de PRF que de PHF, montrant un 

lien entre l’hydrolyse peptidique et la digestibilité. Ces résultats, ainsi que la plus grande 

concentration en protéines de PRF, ont permis de sélectionner la boisson enrichie en protéines 

de pois et de riz pour les expériences suivantes, celles-ci étant les analyses in vivo et les analyses 

du produit au cours du stockage. 

3. Analyses in vivo 

Les objectifs des analyses in vivo ont été de déterminer la qualité protéique de la boisson enrichie 

en protéines de pois et de riz en passant par la détermination du CEP, de la digestibilité et du 

PDCAAS.  

À l’issue des 14 jours d’expérience, le groupe de rats ayant pris le plus de poids est celui nourri 

avec le régime contenant de la caséine, suivi par le groupe nourri avec le régime PRF puis celui 

nourri avec le régime PRNF. Le groupe dont le régime ne contenait pas de protéines est le seul 

ayant subi une perte de poids. La quantité de nourriture ingérée était similaire (p > 0.05) entre les 

groupes de rats nourris avec de la caséine, PRF et PRNF. Elle était en revanche nettement 

inférieure (p ≤ 0.05) pour le groupe nourri avec le régime sans protéines. Les protéines étant 

essentielles au bon développement du corps, participant à la formation de la peau, des tendons, 

des os, intervenant dans presque toutes les fonctions de la vie cellulaire (Nature, 2014), une 

carence en protéines a des impacts négatifs sur la croissance et peut entraîner une atrophie 

musculaire (Crews et al., 1969).  

Le CEP est utilisé pour déterminer la qualité d’une protéine et correspond au rapport du gain de 

poids de l’animal sur la quantité de protéines consommées (Health Canada, 1981). La caséine 

est, dans la majorité des cas, utilisée comme protéine de référence et son CEP est ajusté à 2,5 

(Chapman et al., 1959; Health Canada, 1981). Les résultats ont démontré que la fermentation a 

eu un effet bénéfique sur la qualité du mélange de protéines pois-riz en augmentant 

significativement le CEP (p ≤ 0.05) de 1,88 pour PRNF à 2,32 pour PRF. Selon Friedman (1996), 

le mélange PRF est donc de grande qualité, car son CEP est supérieur à 2,0. Les résultats 

signifient que le produit PRF favorise davantage la croissance corporelle que le produit PRNF. Le 

calcul du CEPN (coefficient d’efficacité protéique net) prend en compte la perte de poids des rats 

nourris avec le régime sans protéines et réduit ainsi la principale lacune de la méthode du CEP 

qui est critiquée du fait de ne pas prendre en compte les protéines utilisées pour le maintien de 

l’organisme (Gilani & Lee, 2003; Boye et al., 2012). Le résultat du CEPN du produit PRF était 

significativement supérieur (p ≤ 0.05) à celui du PRNF avec 2,30 et 1,66 respectivement, quand 
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celui de la caséine était de 2,52. Ces résultats ont donc confirmé l’effet bénéfique de la 

fermentation ainsi que la qualité élevée du produit PRF avec un CEPN qui représentait 91% du 

CEPN de la caséine contre 66% pour PRNF. Les résultats obtenus in vivo sont très différents du 

CEP estimé du mélange pois-riz qui était de 1,35. Cela démontre qu’il est très difficile d’estimer 

le CEP d’un produit et encore plus d’un mélange, car l’estimation ne va pas prendre en compte 

les possibles interactions entre les différentes protéines. 

Malgré un CEP significativement plus élevé, les résultats de la digestibilité protéique de PRF 

n’étaient pas significativement différents de ceux de PRNF (p > 0.05), avec respectivement des 

valeurs de 89,48% et 89,07%, et de 96,07% pour la caséine. Ces résultats indiquent tout de même 

une bonne absorption des protéines et le produit PRF peut être considéré comme ayant une 

bonne digestibilité. La différence de digestibilité avec la caséine pourrait être attribuée aux 

facteurs antinutritionnels des protéines végétales qui interfèrent avec l’absorption des nutriments 

et donc peuvent affecter négativement leur digestibilité (Ekholm et al., 2003; Vidal-Valverde et al., 

2003). Aussi, étant donné que le CEP et la digestibilité in vivo sont déterminés de manières 

complètement différentes, plusieurs études n’ont trouvé aucune corrélation entre le CEP et la 

digestibilité in vivo (Cruz et al., 2003; Khattab et al., 2009).  

Le PDCAAS, un autre critère de détermination de la qualité d’une protéine, prend en compte la 

digestibilité in vivo ainsi que l’indice chimique. Les résultats ont montré que les produits PRF et 

PRNF avaient un PDCAAS de 100% et 99,8% respectivement. La caséine et le blanc d’œuf sont 

connus pour atteindre la valeur de PDCAAS maximale de 100% (FAO, 1991) tandis que les 

concentrés de pois et de riz ont généralement des PDCAAS autour de 80 et 40% respectivement 

(Rutherfurd et al., 2015; Mathai et al., 2017). Cependant, en combinant une céréale et une 

légumineuse, qui sont respectivement déficientes en lysine et en méthionine, l’apport en AAE peut 

être complet et la qualité du mélange protéique peut être améliorée (FAO, 1991; Kannan et al., 

2001; Mensa-Wilmot et al., 2001). 

La concentration de L. acidophilus CL1285, L. casei LBC80R et L. rhamnosus CLR2 dans le 

régime contenant PRF était de 8,5 log UFC/g. Les résultats ont indiqué que ces probiotiques 

étaient en forte concentration après le passage par le tractus grastro-intestinal des rats avec une 

concentration de 7,4 log UFC/g dans les fèces des rats nourris avec le régime contenant PRF. 

Malgré le fait que la technique utilisée quantifiait les bactéries viables et non viables, Kramer et 

al. (2009) ont démontré que les résultats de quantification de L. acidophilus par PCR ne différaient 

significativement pas des résultats obtenus par PMA-PCR, utilisée pour la détection de bactéries 

viables.  
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4. Analyses au cours du stockage 

Afin d’évaluer la stabilité et l’effet du temps de stockage sur le produit développé aux protéines 

de pois et de riz, des analyses du pH, de l’acidité titrable, de la viscosité, de la couleur, des profils 

peptidiques ont été effectuées pendant 143 jours de stockage à 4 °C, ainsi que des analyses 

microbiologiques et sensorielles. 

4.1. Analyse du pH et de l’acidité titrable 

Les résultats ont montré que la boisson enrichie en protéines présentait une baisse plus forte du 

pH que la boisson contrôle pendant les 42 premiers jours d’analyses puis une stabilisation, tandis 

que le pH de la boisson contrôle s’est stabilisé après 84 jours de stockage. Également l’acidité 

titrable de la boisson PRF augmente fortement jusqu’au 63ème jour de stockage puis se stabilise 

alors que l’acidité titrable de la boisson contrôle augmente linéairement tout le long du stockage. 

Aussi, tout le long du stockage, la boisson PRF a un pH plus faible que la boisson CF, mais une 

acidité titrable plus élevée, ceci traduisant une activité tampon des protéines et une post-

acidification. Akalin et al. (2007) ont également observé que l’enrichissement d’un yaourt avec 

des protéines de lactosérum permettait d’augmenter son pH, du fait de l’activité tampon des 

protéines de lactosérum, mais également d’augmenter la production d’acide lactique. 

4.2. Analyse de la viscosité 

Les résultats ont montré que la viscosité a augmenté pendant le stockage pour tous les produits. 

L’addition de protéines dans la boisson a mené à une plus grande augmentation de la viscosité 

au cours du stockage avec une augmentation de 46% entre le jour 0 et le jour 143 pour la boisson 

PRF contre une augmentation de 26% pour la boisson contrôle. L’augmentation de la viscosité 

pendant le stockage peut être due à des interactions moléculaires comme les interactions 

polysaccharide-polysaccharide ou les interactions protéine-polysaccharide (Deshpande et al., 

2008; Paquet et al., 2014).  

4.3. Analyse de la couleur 

Les résultats ont montré une augmentation de la valeur L*, représentant la clarté du produit, après 

la fermentation et une augmentation de cette valeur suite à l’enrichissement en protéines. Cet 

enrichissement a mené à une augmentation de particules dans la boisson qui freinent la diffusion 

de la lumière. L’augmentation de la clarté dans les produits fermentés peut être due à la 
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dénaturation des protéines causée par l’augmentation de l’acidité après la fermentation. 

Également, les résultats ont montré que la fermentation avait augmenté les valeurs de C*, 

représentant la saturation en couleurs des produits. Concernant les valeurs h*, représentant 

l’angle de teinte, les résultats ont montré que les produits PR avaient une couleur proche de 

l’orange tandis que les produits contrôles avaient une couleur plus proche du jaune. Les trois 

valeurs, L*, C* et h* étaient principalement stables tout au long du stockage, concernant tous les 

produits. Les résultats des valeurs de variations de couleurs (ΔE) ont démontré que les différences 

de couleurs entre J0 et J143 n’étaient pas détectables par l’œil humain, car inférieures à 3, et ce 

pour tous les produits (Vichi et al., 2004; Adekunte et al., 2010). 

4.4. Analyse des profils peptidiques 

L’analyse des profils peptidiques des boissons au cours du stockage a montré que la fermentation 

a permis une baisse des peptides de hauts poids moléculaires ainsi qu’une hausse des peptides 

de petits poids moléculaires tout au long du stockage. La libération des peptides de petits poids 

moléculaires peut être due à l’activité protéolytique du ferment de Bio-K+ au cours du temps. En 

effet, Nielsen et al. (2009) ont observé que l’activité protéolytique des bactéries pouvait continuer 

au cours du stockage. De plus, les petits peptides sont mieux absorbés que les grosses protéines, 

et donc la digestibilité protéique et la qualité protéique peut être améliorée après l’hydrolyse des 

protéines par la fermentation (Grimble, 1994; Koopman et al., 2009; Berrazaga et al., 2018).    

4.5. Analyses microbiologiques  

Une réduction plus importante de la concentration de Lactobacillus spp. a été observée pour la 

boisson PRF avec une réduction de 1 log au cours du stockage contre une réduction de 0.26 log 

pour CF. Cette baisse peut être due à l’accumulation d’acide lactique dans le produit ou encore 

au fait d’une utilisation trop rapide des nutriments par les bactéries présentes en concentration 

très élevée au début du stockage dans le produit PRF. Cette réduction de 1 log reste faible compte 

tenu de l’étendue de la durée de stockage. En effet, beaucoup d’études ont observé des baisses 

de 1 log ou plus pour des boissons probiotiques dont le stockage était de 3 à 5 semaines 

seulement (Sodini et al., 2002; Martı́n-Diana et al., 2003; Ortakci & Sert, 2012). La boisson PRF, 

en portion d’une bouteille de 98 g, contenait 10.4 log au bout de 143 jours de stockage, ce qui est 

bien supérieur au minimum de 9 log par portion demandé par l’agence canadienne d’inspection 

des aliments (ACIA, 2019) 
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4.6. Analyses sensorielles 

Les résultats des analyses sensorielles ont montré que la boisson PRF était particulièrement 

appréciée tout au long du stockage pour son apparence/sa couleur et pour sa texture. Les notes 

terreuses et poudreuses associées au pois (Vara-Ubol et al., 2004; Murat et al., 2013) ont fait 

baisser les scores associés à la saveur de la boisson PRF, se situant entre « m’est indifférent » 

et « me plaît modérément » contrairement à la boisson CF dont les notes se situaient entre « me 

plaît modérément » et « me plaît beaucoup ». Contrairement à la boisson CF, la boisson PRF ne 

contenait pas d’arôme spécifique, ceci pourrait expliquer ces résultats.  

CHAPITRE 7 : CONCLUSION GÉNÉRALE 

Ce projet avait pour but de développer une nouvelle boisson probiotique fermentée à base de riz 

et enrichie en protéines végétales et d’analyser l’effet de la fermentation ainsi que l’effet de 

l’enrichissement en protéines sur les propriétés physico-chimiques et sur la digestibilité protéique 

de la boisson. Il existe peu de recherches sur l’effet de la fermentation lactique sur la digestibilité 

protéique des protéines végétales et en particulier des concentrés ou isolats de protéines de 

chanvre, de pois et de riz. De nombreuses recherches ont été effectuées sur les probiotiques L. 

acidophilus CL1285, L. casei LBC80R et L. rhamnosus CLR2 et leurs effets bénéfiques sur la 

santé, mais c’est la première étude qui analyse l’effet de ces bactéries sur les valeurs nutritives 

d’une boisson. Cette étude a permis d’observer que la fermentation lactique avait entraîné 

notamment une baisse de la viscosité des boissons, la libération de peptides de petits poids 

moléculaires, et une augmentation de la qualité protéique. Elle a aussi permis d’observer que 

l’enrichissement en protéines couplé à la fermentation lactique avait entraîné, notamment, une 

augmentation de la quantité de peptides de petits poids moléculaires libérés, une augmentation 

de la digestibilité protéique in vitro.  

La boisson développée est riche en protéines de pois et de riz, avec 13% de protéines, elle a une 

très bonne digestibilité, un CEP élevé, signifiant la très bonne qualité du mélange protéique, et 

elle atteint la valeur maximale de PDCAAS. Elle conserve également un grand nombre de 

probiotiques viable tout au long du stockage avec 10.4 log d’UFC après 143 jours à 4 °C. Au 

niveau sensoriel, la boisson est principalement appréciée pour sa texture et son apparence. 

Cette nouvelle boisson fonctionnelle possède une source de protéines complètes et de très 

bonnes qualités. Elle répond à la demande des consommateurs qui souhaitent des produits sains, 

ayant des bénéfices pour la santé et de bonnes valeurs nutritionnelles. Cette boisson pourrait être 

adaptée pour plusieurs types de personnes, telles que les personnes sportives, les personnes 
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âgées ou jeunes, les végétariens ou encore les personnes intolérantes au lactose. Également, 

cette boisson pourrait bénéficier d’allégations nutritionnelles relatives aux protéines et être 

qualifiée comme « source de protéines » au Canada et comme « excellente source de protéines » 

aux États-Unis. 

Dans la poursuite de cette étude, d’autres expériences pourraient être réalisées. Il serait 

intéressant d’analyser l’activité antioxydante des peptides libérés suite à la fermentation et au 

stockage. Ces peptides pourraient être des peptides bioactifs et donc avoir des effets bénéfiques 

pour la santé humaine. Également, un agent masquant ou un arôme spécifique pourrait être 

développé afin d’améliorer la saveur de la boisson enrichie en protéines de pois et de riz. Aussi, 

les différents effets du ferment de Bio-K+ ont été montrés dans cette étude, toutefois, d’autres 

souches de Lactobacillus ou d’autres bactéries lactiques pourraient également être étudiées et 

comparées. 
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