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RESUME

Ce travail est une etude des proteines solubles dans l'eau et les solutions salines des grames de
l-ablab mger. Les deux parties de la graine, cotyledons et axe germinatif, sont analysdes sdpardmcnt
et comparativement.

1. Solubihte. L'etude des facteurs pouvant exercer une influence sur la solubihsation des
prolines a conduit ä determiner les conditions optimales d'extraction et a permis, en outre, de reveler
une fluctuation des caractferes de solubihte. Selon que l'extraction a lieu sur fanne fraichement
moulue ou conservee apr£s mouture, le taux d'azote solubilise dans le premier extrait aqueux pourra
varier, toutes conditions egales par ailleurs, de 55 ä 22% de l'azote total de la fanne Ceci est dü ä

la solubihsation par l'eau d'une grande partie des globulines qui normalement ne sont dissoutes que
par des solvants d'une certaine force lonique Ce serait une association avec les substances phos-
phordes qui confererait ä ces globulines ce caractere mhabituel d'hydrosolubihte, mais cette association

instable ne serait pas pr&ervge dans la fanne. Les globulines d'une fanne conservee ne sont plus
hydrosolubles mais sont integralement extraites par leur solvant propre, les solutions salines (ici de
force lonique au moms egale ä 0,68)

2. Analyse des extraits cotyledonaires, isolement et analyse des families proteiques Par
('intervention successive des 3 solvants eau, solutions de chlorure de sodium ä 4%, soude 0, IN, 98% de



ETUDE DES PROTEINES DES GRAINES D'UNE LEGUMINEUSE: LABLAB NIGER MEDIK 77

l'azote total de la farine de cotyledons passe en solution. Les globulines et albumines representent
80 % de l'azote extrait Les albumines sont heterogenes ä l'electrophorese (agarose). II fut montre que
les pseudoglobulines ne correspondent pas ä une famille determinee. Elles seraient en fait des
albumines instables

A chaque fraction albuminique, nche en glucides et stable, semble correspondre une fraction
pseudoglobulinique pauvre en glucides et instable mais de meme comportement electrophoretique et
antigenique. Les globulines fournissent des diagrammes electrophoretiques tres differents de ceux
des albumines, apparemment plus simples, cependant les immunoelectrophoretogrammes revelent
plusieurs entites confondues dans la tache majeure. Albumines et globulines furent fractionnees par
Chromatographie sur cellulose anionique.

3 Proteines de l'axe germmatif L'axe est 2 fois plus riche en azote et 4 fois plus nche en phos-
phore que les cotyledons II contient des lipides presents seulement ä l'etat de traces dans les cotyledons

II renferme moms de glucides totaux mais 2 fois plus de sucres solubles. II existe dans l'axe
une famille proteique absente dans les cotyledons les prolamines La quantite d'azote non extrait
apres epuisement par les 3 solvants utilises est superieure ä celle observee chez les cotyledons (6%
contre 1,4 %). Le taux de phytine des extraits, bien qu'infeneur ä celui des extraits cotyledonaires, est
loin d'etre negligeable. La constitution et les caractenstiques des albumines et globulines de l'un et
l'autre organe ont ete comparees. Les diagrammes electro et immunoelectrophoretiques revelent que
les proteines de l'axe germinatif se distinguent de leurs homologues cotyledonaires par une plus
grande complexite des albumines et une plus grande simplicite des globulines

SUMMARY

This is a study on the water—and salt—soluble proteins of Lablab mger seeds Cotyledons and
germinative axis are analysed separately and comparatively.

1. Solubility. A study of the factors which might influence the solubihsation of the proteins led
to settling optimal conditions of extraction and, furthermore, underlined the fluctuations of the
solubility characteristics. The amount of dissolved nitrogen in a first water extract may vary—conditions

being equal—from 55-22% of the total nitrogen of the flour, according to extraction taking
place on fresh milled flour or flour which was stocked after milling.

This is due to solubihsation by water of a major part of the globulins which usually require
salt—solutions to be dissolved

Association with phosphorus-containing substances might confer to the globulins unusual
water solubility but this unstable association would not be preserved in the flour. Globulins from
stocked flour are no longer water soluble, they are however entirely extracted by their own solvent
i e salt solutions (ionic strength of 0 68)

2. Analysis of cotyledon-extracts. Isolation and analysis of protein groups By the successive
action of three solvents water, 4% sodium chloride and 0.1 N sodium hydroxide, 98 % of the total
nitrogen content of the cotyledon-flour is dissolved. Globulins and albumins account for 80% of the
extracted nitrogen. Electrophoresis shows heterogeneity of the albumins (agarose) It was shown that
the Pseudoglobulins were not a well defined group, but could be unstable albumins. To each stable
albumine fraction, rich in glucids, seems to correspond an unstable Pseudoglobulin fraction, poor in
glucids, both fractions having the same electrophoretic and antigene behaviour. The electrophoretic
patterns shown by globulins are very different from those shown by albumins, they seem to be more
simple but immunelectrophoresis shows several entities marged with the major spot Chromatographic

separation of albumins and globulins was carried out on DEAE cellulose.

3. Proteins from the germinative axis The axis is twice as rich m nitrogen and four times as rich
in phosphorus as the cotyledons—further the axis contains less total glucides but is twice as rich in
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soluble sugars. Prolamines, which are totally absent from the cotyledons, are present at a small
amount in the axis. After exhaustive extraction by the three above-mentioned solvents, the non-
extracted nitrogen content is higher in the axis than in the cotyledons (6 % against 1,4%). The phytin
content of the extracts, although inferior to that of cotyledons extracts, is far from negligable.

Constitution and characteristics of albumins and globulins of both organs were compared. The
electro- and immuno-electrophoretical patterns revealed that the proteins of the germinative axis
differ from those of the cotyledons in their more complex albumins and simpler globulins

ZUSAMMENFASSUNG

Dieses ist eine Studie der wasserlöslichen und salzloslichen Proteine der Samen von Lablab
niger. Die beiden Teile des Samens, Keimblätter und Keimachse, wurden einzeln und vergleichend
analysiert.

1. Loshchkeit. Die Studie der Faktoren, die einen Einfluss auf die Loslichkeit der Proteine
ausüben können, führte uns dazu, die Optimalbedingungen der Extraktion zu bestimmen und zeigte
weitherhin eine Fluktuation der Loslichkeitseigenschaften. Je nachdem ob die Extraktion aus frisch
gemahlenem oder aus nach dem Mahlen aufbewahrtem Mehl stattfindet, kann der Ankil des gelosten
Stickstoffs bei sonst unveränderten Bedingungen zwischen 55 und 22% des totalen Stickstoffgehaltes
des Mehles schwanken. Dieser Umstand beruht auf der Wasserloslichkeit eines grossen Teiles der
Globuline, die normalerweise nur durch Losungsmittel eines gewissen Ionisierungsgrades in Losung
gebracht werden. Fur diese ungewöhnliche Wasserloslichkeit der Globuline ist wahrscheinlich ihre
Assoziation mit Phosphorverbindungen verantwortlich. Im Mehl bleibt aber diese unstabile Assoziation

nicht erhalten. Die Globuline des aufbewahrten Mehles sind nicht mehr wasserlöslich, sie
werden aber vollständig extrahiert durch ihr eigenes Losungsmittel, d. h durch Salzlosungen (Ionen-
starke mindestens 0.68).

2. Analyse der Kotyledonarextrakte, Isolierung und Analyse der Proteingruppen. Durch nachein-
anderfolgende Einwirkung von drei Losungsmitteln: Wasser, Kochsalzlosung 4% und 0.1 Natrium-
hydroxydlösung werden 98% des totalen Stickstoffgehaltes des Keimblattmehls in Lösung gebracht
80% des extrahierten Stickstoffs stammen von den Globulinen und Albuminen. Die Albumine erwiesen
sich bei der Elektrophorese (Agarose) als heterogen. Es wurde nachgewiesen, dass die Pseudoglobuline

nicht einer bestimmten Gruppe angehören. Sie scheinen in Wirklichkeit unstabile Albumine zu
sein. Jeder glucidreichen, stabilen Albuminfraktion scheint eine glucidarme, unstabile Pseudc-
globulinfraktion mit gleichem elektrophoretischem und antigenem Verhalten zu entsprechen Die
Globuline liefern Elektrophoresediagramme, die sich von jenen der Albumine stark unterscheiden
Sie sind scheinbar einfacher, doch enthüllen die Immunelektrophoretogramme die Anwesenheit
verschiedener Komponenten im Hauptfleck. Albumine und Globuline wurden chromatographisch
auf DEA-Zellulose fraktioniert.

3. Proteine der Keimachse Die Achse ist zweimal reicher an Stickstoff und viermal reicher an
Phosphor als die Keimblatter. Sie enthalt Lipide, die in den Keimblättern nur sparenweise vorkommen
Sie enthalt gesamthaft weniger Glucide, ist jedoch doppelt so reich an löslichen Zuckern. Eine der in
der Achse vorkommenden Eiweissgruppen fehlt den Kotyledonen völlig: die Prolamine. Der Rest-
stickstoffgehalt nach vollendeter Extraktion durch die drei verwendeten Losungsmittel ist hoher als
bei den Kotyledonen (6% gegen 1.4%) Der Phytingehalt der Extrakte, ist zwar niedriger als bei den
Kotyledonen, aber durchaus nicht unbeträchtlich. Konstitution und Eigenschaften der Albumine
und Globuline der beiden Organe wurden verglichen Die elektro- und immunelektrophoretischen
Diagramme zeigten, dass die Proteine der Keimachse sich von jenen der Keimblatter unterscheiden,
indem die Albumine komplexer, die Globuline dagegen einfacher sind.



ETUDE DES PROTEINES DES GRAINES D'UNE LEGUMINEUSE: LABLAB NIGER MEDIK 79

AVANT-PROPOS

L'interet scientifique que presente l'etude des proteines des graines fut mis en

relief par Osborne (1924) voici une cinquantaine d'annees. L'application des

techniques modernes a donne ä cette discipline de nouvelles dimensions; une mise au

point des resultats obtenus fit l'objet d'une premiere conference internationale en
1963.

Tout travail sur les proteines de graines est jalonn6 d'etapes tout ä fait generales
dont les deux principales sont d'abord l'extraction, puis l'analyse et le fractionnement
des extraits.

Des ouvrages generaux traitent la plupart des problemes concernant ces
proteines (Altschul et al., 1966; Brohult et Sandegren, 1965; Haurowitz, 1963; Joung,
1963; Pace, 1955; Stewart et Thompson, 1954); en outre, des contributions parti-
culieres ont fait l'objet d'un grand nombre de publications. Avant d'aborder une
etude sur les proteines de graines, une mise au point sur les definitions est n£cessaire.

La premiere etape du travail etant l'extraction ä l'aide de solvants appropries, une
classification reposant sur les caracteres de solubilite semble s'imposer. C'est en effet

sur cette base qu'Osborne (1924) edifia la premiere nomenclature. Elle a l'avantage
de la simplicity et, de ce fait, est encore le plus souvent utilisee. Son grand defaut est,
bien sür, le manque de precision. Ainsi que le souligne Danielson (1956), «des
resultats divergents dans certains travaux experimentaux proviennent de malentendus
dans les definitions ». Recemment, Baudet et Mosse (1962) ont deplore ces confusions.

« On trouve rarement», disent-ils, « plusieurs auteurs qui ont suivi le meme

processus d'extraction pour preparer la meme proteine ». Or, Briggs et Mann (1950)

ont isole intentionnellement une glycinine (globuline de soja) par plusieurs methodes
et ils ont pu montrer que chaque preparation fournissait un electrophoregramme
different. Ainsi, souvent, des denominations communes sont attributes ä des families
qui sont loin d'etre rigoureusement identiques. Danielson (1956) remarque, par
exemple, que les globulines de diverses sources vegetales exigent pour etre solubilisees
des solutions de forces ioniques differentes.

La classification d'Osborne ne peut done que servir de cadre ä une classification

plus rigoureuse. C'est la connaissance des caracteres physico-chimiques des proteines
qui permettra l'etablissement de nomenclatures precises.

La preoccupation majeure qui doit presider ä l'extraction est celle du maintien
de l'organisation macro-moleculaire; or, les divergences qui ont souvent oppose
des auteurs travaillant sur le meme sujet etaient frequemment dues ä des denatura-
tions provoquees au cours de l'extraction et du fractionnement.

Dans de nombreux cas, les auteurs ont travaille sur les proteines ä temperature
ambiante. Cet usage, particulierement repandu dans les recherches sur les graminees,
s'impose dans ce cas par le faible rendement d'extraction obtenu aux basses tempe-



80 ETUDE DES PROTEINES DES GRAINES D'UNE LEGUMINEUSE 1 LABLAB NIGER MEDIK

ratures, comme l'ont montre Mosse et Baudet (1963). Quensel (1942a, b), apres avoir

commence ses travaux sur l'orge ä 4° C, les continua ä temperature ambiante ä

cause de la faible solubilite des globulines ä basse temperature. Djurthoft (1962)
travailla ä basse temperature mais en utilisant, en compensation, de tres longues
durees d'extraction (16 ä 20 h.).

Depuis longtemps dejä, Taction nefaste de temperatures elevees avait ete

denoncee. Urion et al. (1944) ont constate, de fa?on inattendue, et en contradiction
avec ce qui est communement trouve sur les graminees, une diminution du rendement
d'extraction des proteines d'orge parallele ä Taugmentation de temperature; ils impu-
tent ce fait ä la denaturation dont sont responsables les temperatures elevees.

Kretovitch (1954) met en garde contre la denaturation de proteines ä proprietes
enzymatiques preparees selon le procede d'Osborne.

Si la temperature accelere tous les processus de denaturation, que penser alors
de Tintervention de solvants chauds parfois utilises pour ddlipider les graines oleagi-
neuses (arachides, cucurbitacees...) et meme des graines ä teneur en matieres grasses

peu elevee (orge) Si certains auteurs ont doute des effets nefastes d'une extraction
au solxhlet, Danielson (1956) a denonce cette pratique trop souvent en vigueur.
Actuellement, d'ailleurs, il est possible d'eliminer les lipides par des methodes

beaucoup moins denaturantes. Mondovi et al. (1964) en decrivent plusieurs.
En ce qui concerne les dicotyledones, et les legumineuses en particulier, le

Probleme de la temperature peut etre resolu beaucoup plus aisement. Nagel et al.

(1938) constatent, lors de Textraction des proteines de soja, qu'un abaissement de

la temperature de 28° ä 1°5 n'entraine pas une diminution de rendement superieure
ä 8%.

Les autres facteurs intervenant au cours de Textraction ne semblent pas avoir

preoccupe de tres nombreux chercheurs. Sur le Lablab niger, Narayanamurti et al.

(1930) ont montre que 20 minutes d'agitation sont aussi efficaces que 6 heures. Mais
il semble que peu d'auteurs aient realise comme l'ont fait Mosse, Baudet et al.

(1963-1964-1965-1966) sur le ble, une etude generale systematique tres approfondie
de Tinfluence de tous les facteurs agissant au cours de Textraction. Cette etude leur
a permis la mise au point d'un protocole d'extraction optimum leur permettant
ensuite Tanalyse detaillee des proteines extraites.

L'etape suivant Textraction est Telimination des substances non proteiques

compagnes. Parmi elles, la phytine a gene de nombreux auteurs qui ont cherche
ä s'en debarasser.

Helliot et Machebceuf (1947), travaillant sur Tarachide, pensent que la phytine
existe dans la graine sous forme independante et ne se lie aux proteines qu'au cours
de Textraction et des separations successives, constituant alors des complexes qui
souillent les fractions proteiques. Par contre, Bourdillon (1951), apres avoir extrait
des graines de Phaseolus une proteine qui cristallise en combinaison avec l'acide
phytique, admet que le complexe phytine-proteine est preexistant dans la graine.
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Smith et al. (1955-1957) estiment que l'elimination prealable de la phytine est une

etape indispensable de l'etude des proteines individuelles. Rondelet et Lontie (1953)

ecartent, pour eliminer la phytine, le relargage au sulfate d'ammonium ä cause,

notamment, des longues dialyses que ce procede entraine. Perles (1962), apres avoir
note le role inhibiteur que joue la phytine unie ä un enzyme, constate que la combi-
naison phytine-proteine est dissociee par relargage ä 0°C: la proteine precipite,
l'acide phytique reste en solution et s'elimine alors aisement. Cette derniere methode
semble judicieuse pour se debarrasser ä la fois de phytine eventuelle et des autres
substances non proteiques dissoutes telles que les sucres. Danielson (1956) a mis

l'accent sur l'importance de l'elimination, des les premieres etapes de separation,
de toutes les substances non proteiques, ces dernieres pouvant agir par la suite

comme colloides protecteurs et rendre les separations plus difficiles. La tendance

actuelle met en garde cependant contre un acharnement excessif ä purifier.
Les families proteiques complexes, apres avoir ete isolees, doivent etre frac-

tionnees en entites homogenes mieux definies.

Barre et Labat (1962) sont pessimistes quant ä l'isolement de fractions pures
et pensent «qu'il est rare qu'une fraction proteique, meme bien differenciee et

soigneusement isolee, ne contienne pas quelque satellite agrege ä la molecule

».

Lors de l'individualisation et de la caracterisation des fractions, il faut
eventuellement deceler les systemes « d'association et de dissociation » reversibles,

ce phenomene etant sous la dependance de facteurs bien determines: le pH et la
force ionique. De tels systemes ont ete mis en evidence frequemment, notamment
sur l'arachide par Johnson et al. (1950a, b, c), sur le pois par Kretovitch (1954),

sur le lupin par Joubert (1955), sur les cucurbitacees par Anderson et al. (19606).
Une connaissance de plus en plus precise de la complexite des families proteiques

est rendue possible grace aux perfectionnements croissants des techniques mises en

jeu: electrophoreses, chromatographies, immunoelectrophoreses. (Elton, 1962a, b;
Enari, 1961-1962-1964; Evans et al., 1962; Fox et al., 1963-1964; Gherke et al.,
1964; Gijsel et al., 1961;Klozet al., 1959; Landry et al., 1965-1966; Moureaux, 1966;

Weintraub, 1964; Woychik et al., 1960-1961).
La combinaison de ces techniques a permis ä divers chercheurs de proposer de

nouveaux systemes de nomenclature des proteines. Ainsi, Oh et Gehrke (1965)
combinent comportement chromatographique sur C.M. cellulose et mobilite electro-

phoretique sur gel d'amidon pour etablir une classification des proteines du ble.

Dechary et al. (1961) utilisent la Chromatographie sur D.E.A.E. cellulose pour
differencier les proteines d'arachide. Thombs (1965) propose une classification des

memes proteines sur la base de leur migration en gel de Polyacrylamide. Grabar et al.

(1960-1962-1964) appliquent l'immunoelectrophorese ä l'etude des changements

physiologiques que subissent les fractions proteiques au cours du maltage, ce qui a

conduit recemment les brasseurs ä adopter une nomenclature des proteines de l'orge

Archives des Sciences Vol. 23, fasc. 1, 1970 6
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basee sur la mobilite electrophoretique et la specificite immunologique proposees
par Grabar. En conservant l'avantage de ces separations rigoureuses, Altshul et al.

(1964) veulent en outre tirer parti des distinctions fondamentales fournies par l'aspect
biologique des proteines. lis pronent l'utilisation d'un element commun servant de
base ä la classification. Cet element ce sont les « Aleurines » terme par lequel Altshul
designe les grains d'aleurone et les corps proteiques, et ce sont les proteines de ces

organites qui lui serviront de base de classification: l'isolement des aleurines precedant
l'extraction des proteines qu'ils contiennent.

L'une des applications de l'analyse et du fractionnement des proteines des

graines est l'utilisation des donnöes fournies ä des fins taxonomiques. Nous passons
en revue (Miege 1968) les resultats obtenus dans ce domaine.

Par ailleurs, liee ä l'analyse des proteines de graines, l'etude de leurs caracteres

physiologiques a souleve des controverses. Plusieurs auteurs, par exemple, dont
Danielson (1956), denient aux globulines toute action physiologique, confinant cette
famille dans un simple role de reserve et reconnaissent les seules albumines comme
physiologiquement actives. Kretovitch et al. (1954) ne sont pas de cet avis et, apres
avoir decele les activites enzymatiques chez la vicilline, la legumine (globulines) et
la legumeline (albumine) de pois, concluent que ces graines sont depourvues de

reserves strictes, c'est-ä-dire n'ont aucune proteine metaboliquement inactive. Evans
et al. (1962), pour attribuer aux globulines un strict role de reserve, se basent sur le

fait que, lors de la germination (ici de l'arachide), les teneurs en globulines sont les

premieres ä diminuer. Danielson (1951) constate, sur le pois, que la digestion des

globulines est tres intense au debut de la germination, notamment lors de l'apparition
des premieres feuilles, alors que les albumines sont degradees beaucoup plus lente-
ment. II en tire la meme conclusion qu'Evans.

Les transformations que subissent les proteines iors de ia maturation de la
graine (Bressani et al., 1961; Kloz et al., 1966; Sayanova, 1965) ainsi que l'etude de

leur distribution intracellulaire (Altschul 1961; Bagley et al., 1963; Bills et al., 1963;
Dieckert et al., 1962; Duvick, 1955-1961-1963; Graham et al., 1962-1963; Haurowitz,
1963; Urion et al., 1944a, b;) aident ä mieux comprendre l'aspect biologique de leur
role. Mais, de ce point de vue, il semble que les deux parties de la graine doivent
avoir des destinees et des actions differentes et il devrait etre d'un grand interet
d'etudier separement, d'une part les proteines de l'axe germinatif, d'autre part celles
des cotyledons ou de 1'ablumen. Cette recherche parait n'avoir pas encore ete realisee

sur les dicotyledones. Danielson (1951) a analyse comparativement les constituants
globuliniques de l'albumen et de l'embryon de certaines graminees en separant
mecaniquement ces deux organes lors de la mouture. Cependant, la separation la plus
rigoureuse, la separation manuelle, n'a encore 6te le point de depart d'aucune etude

approfondie et, jusqu'ä present, sur les dicotyledones, aucun travail general ne semble
avoir ete realise sur les proteines de cotyledons d'une part, de l'axe d'autre part.



INTRODUCTION

Nous avons entrepris l'etude generale des proteines des graines d'une legumi-
neuse africaine: le Lablab niger Medik. (=L. vulgaris (L) savi =Dolichos lablab L.)

Le choix de notre materiel a ete guide par l'importance nutritionnelle toute
particuliere que presente la dolique dans les regions soudano-saheliennes d'Afrique.
D'autre part, le decorticage facile de ses graines, leur absence presque totale de lipides
qui s'accompagne d'une haute teneur en azote et d'une tres forte proportion de

proteines solubles dans l'eau et les solutions salines, en faisaient un materiel de choix

pour l'etude que nous nous proposions de poursuivre. Ajoutons enfin que, grace aux
selections pratiquees sur cette plante au Centre de Recherches agronomiques de

Bambey nous avions la possibility de travailler sur des graines provenant de lignees

pures (n° 58.21 de Bambey).
Dans une premiere etape, nous avons etudie les conditions d'extraction des

proteines cotyledonaires, testant tous les facteurs pouvant influencer la solubilisation
de ces proteines; un protocole d'extraction optimum fut ainsi etabli.

Un extrait aqueux brut total fut ensuite analyse afin de determiner la nature et

les proportions de ses constituants (proteiques ou non). Alors furent isolds des extraits
les families proteiques definies par leurs caracteres de solubilite. Apres avoir Studie
les caracteristiques de ces families, en particulier leur teneur en azote, phosphore et

sucres, leur complexity fut revelee par l'etablissement de diagrammes electrophore-
tiques, chromatographiques, immunoyiectrophoretiques.

C'est alors que les proteines furent extraites des axes germinatifs par application
du protocole mis au point sur les cotyledons. Le materiel disponible etait en effet

tres peu abondant, 3 kilos de graines ne fournissent que quelques grammes d'axes,
aussi les essais appliques ä ce materiel devaient etre reduits aux plus intyressants. Les

families isolees des extraits furent analysees; les caracteristiques des families homo-
logues cotyledonaires et de 1'axe, ainsi que les diagrammes refletant leurs constitutions
furent compares, en particulier ä l'aide de tests immunologiques. De ces comparaisons
furent tirees un certain nombre de conclusions et de considerations genyrales.

Rappelons la definition des termes designant les trois families proteiques dont
nous aurons ä parier. Les caracteristiques classiques de ces families sont donnees

par Joung (1963) au chapitre 1 du traite general de Florkin et Stotz.

Albumines:

— proteines solubles dans l'eau distillee et les solutions salines diluyes,

— precipitables par le sulfate d'ammonium ä saturation,

1 Nous remercions vivement MM. Sauget, directeur du C.R.A. de Bambey et Tardieu, chef du
service de genetique, qui nous ont fourni tres aimablement ce materiel.
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— non precipitables par le sulfate d'ammonium ä demi-saturation,
— coagulables par la chaleur et d'autres agents denaturants.

Pseudoglobulines:

— proteines solubles dans l'eau distillee et les solutions salines diluees,

— precipitables par les solutions de sulfate d'ammonium aux environs de la

demi-saturation,
— coagulables par la chaleur et d'autres agents denaturants.

Globulines:

— proteines insolubles dans l'eau distillee,

— solubles dans les solutions salines diluees,

— precipitables par les solutions de sulfate d'ammonium aux environs de la

demi-saturation,
— coagulables par la chaleur et d'autres agents denaturants.



Chapitre Premier

MATERIEL ET METHODES

Les graines furent triees immediatement apres la recolte, pour eliminer celles

qui presentaient des traces d'attaque d'insectes, puis decortiquees; axes et cotyledons

separes furent Stockes en congelateur ä —10°. Au moment de l'emploi, le materiel
fut broye au moulin Willey (200 mesh). A partir de ce moment, toutes les manipulations:

extraction, centrifugations, dialyses, electrodialyses... furent conduites ä + 2° C

en chambre froide.
D'une maniere generale, la mise en solution fut effectuee par agitation douce,

pendant des temps determines, de la suspension farine solvant. Trois solvants ont
ete utilises: eau distillee, chlorure de sodium ä 4% et soude 0,1 N.

Apres chaque extraction, le residu insoluble fut separe du solvant par centri-

fugation ä 30 000 g pendant une demi-heure

Chaque fois que le schema experimental l'a exig6, nous avons ^limine des

solutions obtenues les composes ä faible poids moleculaire, soit par dialyse, soit par
electrodialyse dans des broyaux de viscose. Dans ce dernier cas les tensions utilisees

etaient de l'ordre de 200 V ce qui permettait de ramener, par exemple, la duree

d'elimination du sulfate d'ammonium de 5 jours ä 12 heures. Cette elimination fut
testee sur les eaux du dialyse par le reactif de Nessler.

Lors de la realisation de certains schdmas, nous avons systematiquement dose,
ä chaque etape de l'extraction, Yazote total et Vazote proteique. Qu'il s'agisse de la

farine elle-meme ou des extraits, ces deux grandeurs ont ete estimees apres mineralisation

sulfurique en presence des catalyseurs de Dumazert et Marceilet, par la m^thode

colorimetrique de Nessler, lesreactifsetant prepares selon Koch et McMeekin (1924).
En ce qui concerne la farine, nous n'avons pas tente, lors de la mise en route des

diverses experiences, d'amener les differents lots obtenus ä partir du stock de cotyledons

congeles au meme degre d'humidite car le dessication de la farine entrainait
une diminution systematique de solubilite, les caracteristiques de la farine furent
determinees sur une aliquote au debut de chaque experience.

Correlativement ä ces mesures, nous avons, dans certains cas, evalue le poids
de proteines contenues dans les extraits, avant ou apres dialyse, soit par pesee apres

1 Dans de nombreux extraits un leger trouble surnageait, apres centrifugation, dont il etait
impossible de se debarrasser autrement que par filtration; aussi avons-nous introduit dans le pro-
tocole normalise une filtration rapide sur papier succedant ä la centrifugation. Les volumes utilises
dans les calculs etaient ceux mesures avant filtration.
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dessiccation ä 110° du precipite obtenu en presence d'acide trichloracetique 1,5 N,
soit par pesee de parties aliquotes dessechees ä 110° des solutions dialysees.

Lors de certaines experiences, la quantite totale de sucres extraite en meme temps
que Ies proteines solubles a ete mesuree, apres hydrolyse, par la methode de Sorensen

et Haugaard exposee par Staub (1963). Les dosages de phosphore total ont ete effectues

par application de la technique de Delsal et Maunouri proposee par Bertrand (1963).
Le phosphore mineral a ete evalue directement sans mineralisation prealable.

Les pesees de precision ont ete effectuees ä l'aide d'une balance Mettler au
5/100 de mg. Lors de prelevements ou de determinations de poids sees, l'enceinte de

la balance etait maintenue anhydre ä l'aide de godets coritenant de l'anhydride
phosphorique renouvele des que necessaire.

Pour les analyses electro- et immunoelectrophordtiques, divers milieux furent
essayes. Le papier s'est revele etre peu satisfaisant. L'acetate de cellulose, tout en

donnant de meilleurs resultats, ne foumissait pas une aussi bonne resolution que
les gels d'agar et d'agarose. Dans ces deux milieux, la resolution est sensiblement

identique mais l'agarose presente sur l'agar l'avantage de supprimer le courant
d'endosmose. Le gel de Polyacrylamide fut egalement essaye, mais la perte de la

simplicite de la technique n'est pas compensee par une meilleure resolution, aussi

avons-nous finalement adopte comme milieu le gel d'agarose. La technique utilisee
fut celle decrite par Grabar (1960, 1963) en y apportant la modification imaginee par
Masseyeff (1959) concernant le depot de l'echantillon. Les tensions appliquees furent
chosies de maniere ä obtenir une intensite de 68 mA pour 4 lames, ce qui correspondait
sensiblement ä 110 V. Apres 30 minutes de migration, les proteines etaient denaturees

par une immersion de 15 minutes dans l'acide acetique ä 10% sature d'acide picrique
puis sechees et enfin colorees au noir amide. Les courbes densitometriques des

diagrammes obtenus furent realisecs ä l'aide d'un uensitoinetre enregistreur « Densi-
cord Photovolt» et les proportions relatives des fractions furent etablies par
integration des surfaces ä l'aide d'un integrateur « Photovolt ».

Les immunoelectrophoreses furent effectuees selon la technique de Grabar
(1960-1964)'.

Pour la preparation des immunserums, deux lapins furent immunises pour
chacune des families proteiques des cotyledons et de l'axe.

Les chromatographies furent faites sur colonnes de D.E.A.E. cellulose; divers

tampons et gradients furent utilises. La teneur en proteine des fractions recueillies

fut evaluee par mesure; au spectrophotometre Beckmann D.B., de la densite optique
ä 280 m/r. Les solutions proteiques, avant d'etre deposees sur la colonne, etaient

dialysees contre le tampon de debut d'elution. Pour les globulines, la dialyse etait
arretee au point de precipitation commenqante.

1 Nous remercions tres vivement M. le professeur Masseyeff et le Dr Gombert qui nous ont
initiee ä ces techniques, ainsi que le professeur Gisno grace auquel les prelevements de serum purent
etre effectues dans les meilleures conditions.
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Dans les premieres experiences, les essais ont ete effectues en grand nombres.
Les ecarts etant faibles et la probability, pour qu'il y ait une difference significative,
elevee, les essais ont alors ete limites ä une seule repetition.

Les resultats consignes dans les tableaux representent la moyenne des deux
essais. Quand des defauts de reproductibilite ont ete constates, des recherches furent
entreprises pour en determiner les causes. C'est ainsi que certains facteurs, dont
l'influence sur la solubilite des proteines etait insoup?onnee, ont ete reveles.



Chapitre 2

ETUDE DES CONDITIONS D'EXTRACTION
DES PROTEINES COTYLEDONAIRES

Les caracteristiques generates de la farine seront precisees comparativement

pour chacune des deux parties de la graine dans la chapitre 4. Signalons seulement

que 4,4% du poids sec des cotyledons est constitue par de l'azote dont nous cherchons,
dans ce chapitre, ä extraire la plus grande quantite possible.

1. Influence de la duree d*extraction

Des prises de 2 g de farine ont ete agitees avec 50 ml d'eau ä 2° C pendant des

periodes variant de 5 ä 60 minutes. Le tableau 1 montre que la totalite de ce qui peut
etre extrait Test au bout de 5 minutes de contact entre la farine et le solvant.

Tableau 1

Pourcentage d'extraction en fonction du temps de contact farine-solvent ä 2° C

Temps d'agitation 5 min. 15 min. 30 min. 60 min.

N total de 1'exirait aqueux
en % de N total de la 58.1 58,0 57,5 56,0
prise d'essai

La legere diminution constatee, pour le taux d'extraction, proportionnelle ä la
duree d'extraction, et se manifestant au delä de 15 minutes, correspond vraisembla-
blement ä un debut de precipitation des cryoproteines.

Les proteines precipitables reversiblement par le froid sont bien connues dans

le monde animal. Zigman et Lermans (1964), par exemple, ont montre que le phe-

nomene, constate chez certains mammiferes, d'opacification du cristallin pour des

temperatures inferieurse ä 10° C, etait dü ä la precipitation, ä cette temperature,
d'une fraction importante des proteines de cet organe. Chez les vegetaux, la cryo-
precipitation reversible a egalement ete constatee pour les proteines de certaines
families. Ghetie et Buzila (1962) signalent ce phenomene dans les graines de Legu-
mineuses, Cucurbitacees, Rosacees et Cruciferes.
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Nous meme avons observe l'existence de cryoproteines dans notre materiel. Un
sejour de 10 minutes en refrigerateur d'un extrait limpide provoque l'apparition d'un
precipite blanc qui disparait des le retour ä une temperature plus elevde. Le seuil

de precipitation se situerait aux alentours de 5°. II y a ici une incoherence: l'extraction

ayant lieu ä 2° C il semble que ces cryoproteines ne devraient pas etre extraites, or
elles le sont. En effet, l'extrait obtenu apres 5 minutes d'agitation ä 2° C suivie de

30 minutes de centrifugation toujours ä 2° C, d'abord limpide se trouble s'il est

maintenu quelques temps ä basse temperature. La precipitation des cryoproteines
ne serait done pas instantanee mais progressive et ce phenomene pourrait expliquer
la legere baisse de rendement liee ä l'augmentation de la duree d'extraction.

Cette cryoprecipitation est reversible: des le retour ä une temperature superieure
ä 10° la solution troublee redevient limpide.

La conclusion de cet essai est evidente: il faut reduire la duree d'agitation au

minimum efficace, e'est-a-dire 5 minutes.

2. Influence de la dilution

Nous appelons dilution le rapport volume de solvant en ml/poids de farine en g.

Dans cette experience, 6 prises d'essai de farine, de poids variant de 0,4 ä 16 g,

sont agitees pendant 5 minutes dans un meme volume d'eau distillee (20 ml), ce qui
fournit des dilutions respectivement de 50 — 25 — 12,5 — 5 — 2,5 et 1,25. Les

valeurs obtenues sont ramenees d'une part au volume de solvant introduit, d'autre

part au volume d'extrait recueilli ce qui permet d'obtenir, dans le premier cas, la

quantite d'azote theoriquement extraite, dans le second cas, la quantite pratiquement
extraite.

L'examen de la figure 1 revele une diminution du rendement pratique parallele
ä la diminution relative de la quantite de solvant par rapport ä la prise d'essai. Ce

fait laisserait ä penser que le volume exerce une influence Iimitante sur la mise en

solution des proteines de la farine par saturation. Or, les valeurs du rendement theo-

rique montrent qu'au contraire la proportion d'azote extrait — mais non recupere —
varie en fonction inverse du volume de solvant.

Le fort rendement theorique aux faibles dilutions laisse supposer que la richesse

en electrolytes du premier extrait aqueux serait telle que certaines globulines passe-
raient en solution en meme temps que les albumines alors que, pour des dilutions
elevees, ces memes globulines ne seraient pas solubilisees.

La diminution de rendement pratique proportionnelle ä la diminution de volume
de solvant est due ä la retention, par la farine, d'une partie de l'extrait d'autant plus

importante que la dilution est plus faible. Cette fraction des proteines solubilisees

et retenues devrait pouvoir etre recuperee par des extractions aqueuses successives.

Dans ce cas, les variations des rendements pratiques cumules devraient etre paralleles

aux variations des rendements theoriques cumules et non plus inverses. Nous verrons
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plus loin les conclusions fournies par l'etude de deux bilans paralleles d'extraction
mettant en jeu deux dilutions extremes.

rendements
t
I
t
\
\

X//X
1

dilution
10 20 30 40 50

Fig. 1. — Variation des rendements theorique et pratique d'extraction en fonction de la dilution.
o o Rendement th6orique N dans 20 ml de solvant en % N prise d'essai.
x x Rendement pratique N dans x ml recueilli en % N prise d'essai.

3. Extraction totale par action successive de trois solvants:
bilan d'une extraction totale

Des extractions par epuisement ä l'aide des 3 solvants — eau, solutions salines,
solutions alcalines diluees — utilises successivement, furent realisees en observant

une dilution moyenne, puis deux dilutions extremes.

A) Cas d'une dilution moyenne

Les resultats obtenus, representes figures 2 et 3, montrent que, dans tous les cas,
la majorite du materiel soluble dans un solvant donne est obtenue au cours du premier
contact avec ce solvant. D'autre part, si l'extraction saline ne solubilise, dans les

conditions oü nous avons opere, qu'une proportion relativement tres faible des

proteines totales, les solutions alcalines, par contre, permettent de solubiliser une
fraction non negligeable des reserves cotyledonaires.
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Ces dernieres observations sont chiffrees dans le tableau 2 qui permet, par ailleurs,
de constater que la technique employee a permis d'extraire 98,3 % de l'azote total

N total et proteique en %.

eau Na CI Na OH

Fig. 2. — Variation des teneurs des extraits en N total et N proteique
en fonction de la nature et du numero d'ordre de l'extrait.

x x N total extrait ä chaque operation
en % de N total de la farine.

o o N proteique N apres dialyse) extrait ä chaque operation
en % de N total de la farine.

• • Valeurs cumulees de l'azote total extrait ä chaque operation
en % de N total de la farine.
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contenu dans la farine. Ajoutons, d'autre part, que 77% environ de 1'azote

extrait Test par l'eau.

•/.
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t \
\ I
\ \
\ \
\ \
\ \\ 1

\ \

'• n\ \\

i i

NaCt NaOH

Fig. 3. — Proportions relatives du poids sec, du poids de proteines
et du poids de svcre dans les differents extraits.

Les poids sees n'etant pas mesurables directement pour les extraits salins et sodiques ils ne sont pa.s
representes sur la figure par des points experimentaux, mais evalues par deduction: en eflfet, ä parti r
du 3e extrait aqueux l'ecart poids sec — poids de proteine devient tres faible et on peut considered

qu'il s'annule pour les extraits suivants.
Parmi les poids de proteine, ceux qui ne sont pas evalues directement en raison de leur tres faiblie
valeur sont estimes en multipliant la valeur de N total par 6,3. Ces valeurs approchees ne sont pa.s

representees par des points figures sur la courbe.
x x poids sec en % du poids sec de la prise d'essai.
o o poids de proteines en % du poids sec de la prise d'essai.

• —. —. • poids de Sucres en % du poids sec de la prise d'essai.

Tableau 2

Bilan d'extraction par les differents solvants.

N total prise N total N total extrait N total extrait N total extrait
d'essai extrait par l'eau par NaCl par NaOH

100 98,3 77,3 7,5 13,5
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Le poids de proteines ne represente qu'environ 60% du poids sec extrait
(tableau 3), alors que les sucres dialysables atteignent 26,3%. II convient de noter
d'ailleurs que, des le troisieme extrait, il ne subsiste pratiquement plus dans le

surnageant que des composes proteiques ä poids moleculaire eleve.

Tableau 3

Constitution de /'extrait aqueux (calculee sur la somme des trois premiers extraits).

Poids sec extras!
Poids de prolines
poids sec apr£s dialyse)

Sucres dialysables
R6sidu dialysable (sels

mineraux, amino acsdes,
etc. par difference)

too 59,7 26,3 14,0

B) Cos de deux valeurs extremes de la dilution

Deux prises d'essai, l'une de 8 g, l'autre de 0,2 g de farine ont ete mises en

suspension dans 10 ml de solvant, ce qui correspond ä des dilutions de 1,25 et 50. Ces

prises ont ete traitees par plusieurs solvants en extractions repetees, comme dans

1'experience precedente. Cet essai ayant pour but de suivre l'extraction des proteines
ä chaque etape et pour chaque dilution, la teneur en azote total des extraits a seule

ete evaluee. Le tableau 4 et la figure 4 resument les resultats obtenus.

Remarquons, tout d'abord, que les proportions d'azote total extrait par les

deux premiers solvants utilises varient avec la dilution mais que l'extraction totale

par ces solvants est constante et s'eleve ä 85% environ.
Le tableau 5 met ce fait en evidence. II permet de constater, en outre, que les

valeurs relatives ä une dilution moyenne sont intermediates entre celles caracte-

ristiques des dilutions extremes.
Le fait que le total des quantites d'azote extraites par l'eau et le chlorure de

sodium represente, quelle que soit la dilution, une valeur constante de la quantite
d'azote initiale, indique que, selon la dilution, une quantite plus ou moins importante
de globulines passe dans les extraits aqueux. Une telle situation est normale puis-
qu'elle depend de la force ionique existant dans les solutions aqueuses initiales en

raison de la teneur en elements mineraux de la farine. Cette constatation conduit ä

penser qu'il existe un certain nombre de fractions globuliniques diversement exigeantes
ä l'egard de la force ionique.
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Tableau 4

Rendements d'extractions successives mettant en jeu 2 valeurs extremes de la dilution. Les teneurs en
azote des extraits sont donnees en mg et la valeur globale obtenue pour chaque type d'extraction est

exprimee en pourcentage de razote total de la prise d'essai (sur la base du total trouve)

Prise d'essai en mg 8000,0 200,0

Dilution 1,25 50,0

Extraits:
Eau n° 1

2
3

4
5

6
7

146,7
66,7
20,7
10,5

8,0
6,9
4,2

263,7 81.0%

5,1

0,6
0,2
0,1

6,0 72,3%

NaCl 4% n° 1

2
3

9,4
4,3
2,3

16,0 4,9%

0,6
0,4
0,1

1,1 13,2%

NaOH 0,1 N n° 1

2
3

4

26,3
9,2
3,9
1,1

40,5 12,5%

0,8
0,2
0,1

1,1 13,2%

N residuel dose 5,2 1,6% 0,1 1,3%

Total trouve 325,4 100% 8,3 100%

Total trouve en % du total
deduit du dosage de l'ali-
quote 99,2% 101,2%
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Tableau 5

Variation des taux d'extraction obtenus par Veau et les solutions salines en fonction de la dilution.
Les valeurs du tableau representent 1'azote total extrait exprime en pourcentage de Vazote total de la

prise d'essai (sur la base de la valeur totale mesuree)

Dilution eau
chlorure de

sodium
eau : chlorure

de sodium

1,25 81,0 4,9 85,9

*12,5 77,3 7,5 84,8

50,0 72,3 13,2 85,5

* Pour cette dilution, les valeurs sont tiroes du tableau 2.

4. Influence de la force ionique

Les essais suivants se proposent de confirmer et de preciser les liens existant
entre la force ionique des solvants et leur pouvoir solubilisant.

Des prises d'essai de 1 gramme de farine, fraichement moulue et homogeneisee

provenant du meme lot de cotyledons, furent mises en solution simultanement dans
des conditions identiques (15 ml de solvant, 10 minutes d'agitation, 30 minutes de

centrifugation ä 30 000 g ä 2° C). Les teneurs en azote total des extraits recueillis
furent determinees. Les resultats sont groupes dans le tableau 6.

Tableau 6

Teneur en azote total des 3 premiers extraits recueillis au cours de 6 extractions simultanees mettant
en jeu des forces ioniques croissantes. Vazote total de chaque extrait est exprime en pourcentage de

Vazote total de la prise d'essai.

solvant utilise

n° d'ordre^^\^^
des extraits

eau
bidistiH6e

NaCI
0.5%

i'2 =0,085)

NaCI
1 %

(0.17)

NaCI
2/

(0,34)

NaCI
4 %

(0,68)

NaCI
6%
(1,02)

l 55,0 42,5 57,0 70,0 74,0 73,1

2 15,8 6,0 8,2 9,0 10,0 10,0

3 8,0 2,0 2,8 2,9 2,9 3,0

Totaux 78,8 50,5 68,0 81,9 86,9 86,1

II n'est pas surprenant de constater que les solutions salines extraient d'autant
plus de proteines que leur force ionique est plus elevee, le minimum de solubilite
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etant constate pour la force ionique la plus faible (0,085). Mais que les extraits aqueux
soient plus riches que les extraits salins de force ionique 0,085, voilä qui se con£oit
plus difficilement. On peut admettre que le premier extrait aqueux ait une force
ionique superieure ä celle des solutions de chlorure de sodium ä 0,5 % bien qu'encore
il soit difficile de concevoir que les electrolytes solubilises par l'eau ne le soient pas

par les solutions salines. Si cela etait, on s'attendrait cependant ä ce que ce phenomene
s'attenue pour les extraits suivants, les electrolytes se rarefiant dans la farine au fur
et ä mesure que l'extraction avance, or la difference subsiste encore au niveau du
troisieme extrait.

Mais, s'il semble difficile de concevoir un refus des electrolytes de passer en
solution dans d'autres solvants que l'eau distillee, on peut admettre plus facilement

que les corps satellites, dissouts prealablement aux proteines et favorisant Ieur

solubilisation, ne sont pas des ions mais des molecules organiques possedant la

propriete de se dissoudre beaucoup mieux dans l'eau pure que dans les solutions
salines de force ionique si basse soit-elle. On peut admettre aussi que les proteines
concernees forment dans la graine, avec ces molecules annexes, un complexe soluble
seulement dans l'eau pure; par ailleurs, l'augmentation de la force ionique des solvants
favorisant la dissolution des globulines, seules les solutions salines de faible force

ionique seraient defavorisees. Nous reviendrons sur ce probleme dans un prochain
chapitre.

Un dernier point reste ä preciser: la concentration en chlorure de sodium
necessaire et süffisante pour conferer aux solutions salines un pouvoir dissolvant
maximum est-elle bien la concentration de 4% que revele l'examen du tableau 6

Un essai complementaire, permettant de comparer les taux d'extraction obtenus

par des solutions allant jusqu'ä une concentration en NaCl de 10%, montre qu'il
en est bien ainsi.

5. Influence du pH des solvants

Des extraits effectues par l'eau suivant le technique habituelle (dilution 15),

ä un meme pH et une meme force ionique ä l'aide de tampons differents, ont ete

compares. Un Systeme tampon realisable dans la zone de pH 7, autre que le tampon

phosphate, est le tampon barbital. Malheureusement, le diethylbarbital
contient de l'azote. Nous l'avons cependant utilise en prenant soin de realiser,

quant au veronal, un blanc rigoureusement identique. Les resultats figurent dans
le tableau 7.

Nous constatons une legere amelioration du taux d'azote extrait par les solutions
de pH 7 et c'est bien la seule stabilisation du pH du solvant aux alentours de 7 qui est

responsable de l'augmentation constatee, pour une force ionique donnee, du pouvoir
dissolvant des solutions salines. Cette augmentation est particulierement sensible aux
faibles forces ioniques.

Archives des Sciences. Vol. 23, fasc. 1, 1970. 7
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Tableau 7

Comparaison de Vinfluence de 2 tampons differents de menie pH. La teneur en azote total des extraits
est exprimee en pourcentage de Vazote total de la prise d'essai.

solvants

force ionique

pH du solvant

0,18 0,68

farine fraiche de 3 j. fraiche

NaCl 6,05 61 52 72

tampon
phosphate 7,00 69 68 77

tampon
phosphate
+ NaCl

7,00 69 68 —

tampon
veronal 7,00 69 68 77

6. Influence de Vordre d'entree en action des deux solvants eau-solutions salines

Le tableau 8, qui groupe les resultats obtenus lors d'extractions totales simul-
tanees dont les conditions ne differaient que par l'ordre d'action des 2 premiers
solvants, revele une augmentation sensible du rendement d'extraction dans

le cas oil agissent en premier les solutions salines. De cette maniere, une
seule extraction suffirait pour une etude qualitative (73 % des proteines figurant dans

cet extrait sur 87 solubilisables) et, lors d'une extraction exhaustive, le nombre
d'extraits successifs necessaires se trouverait egalement sensiblement reduit.

7. Influence de la duree de conservation de la farine

Des defauts de reproducibility concernant le taux d'azote extrait par l'eau

agissant en premier conduisirent ä soup?onner le role que peut jouer la duree de

conservation de la farine sur la solubilisation des proteines qu'elle contient. Pour

preciser cette influence, une farine, fraichement moulue et homogeneisee, fut en

partie soumise immediatement ä l'extraction; le reste fut teste 8 jours plus tard

apres avoir ete conserve en congelateur ä — 10° C.

Les resultats (tableau 9) revelent tout d'abord l'accentuation, sur une farine
de 8 jours, du contraste qui avait ete constate sur les rendements d'extraction lors-

qu'intervient une inversion de l'ordre d'action des 2 premiers solvants: eau, solution
saline. Ici, le premier extrait salin solubilise autant d'azote que tous les extraits

aqueux reunis.
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Tableau 8

Comparaison des rendements de 2 extractions totales effectuees en intervertissant Vordre d'action des

2 premiers solvants: eau, solution saline.
L'azote total de chaque extrait est exprime en pourcentage de l'azote total de la prise d'essai.

Eau-NaCI 4 %-NaOH 0,1N NaCI 4%-Eau-NaOH 0,1N

I" solvant
extrait n° 1 55,0 73,1

2 15,8 10,5
3 5,3 2,8
4 2,5 0,6
5 0,9 0,1

79,5 87,1

2e solvant
extrait n° 1 5,2 0,4

2 1,4 0,1
3 0,5 0,0

7,1 0,5

Je solvant
extrait n° 1 10,3 10,1

2 1,0 1,2
3 0,1 0,0

11,4 11,3

N total extrait 98,0 98,9

N residuel dose 1,5 1,4

total trouve 99,5 100,3

Conjointement est mise en relief 1'influence considerable jouee par l'äge de la

farine. Nous constatons une diminution generale de la solubilite aflfectant, tout
particulierement, les proteines extraites par l'eau.

A. Influence de la conservation sur les premiers extraits aqueux.

Pour preciser la portee de cette observation, quatre prises d'essai de 1 gramme
chacune, la premiere de farine fraichement moulue, les autres de farines conservees

apres mouture ä —10°: 1 jour, 15 jours et 40 jours, ont ete misesen extraction dans

les conditions habituelles (d 15). Les teneurs en azote des 2 premiers extraits aqueux
ont ete determinees. Le tableau 10 groupe les resultats obtenus auxquels ont ete

ajoutes les chiffres issus du tableau 9.
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Tableau 9

Comparaison des rendements d'extraction totale faisant intervenir, d'une part, une inversion dans Vordre
de succession des solvants, d'autre part, des farines dodges differents. Les teneurs en azote sont exprimees

en pourcentages de i'azote total de la prise d'essai.
Les chiffres concernant les extractions sur farine fraiche (0 jour) sont repris du tableau 8.

Eau-NaCl 4'/o-NaOH O.IN NaCI 4%-Eau-NaOH O.IN

0 jour 8 jours 0 jour 8 j'ours

J" solvant
extrait n° 1 55,0 34,0 73,1 67,5

2 15,8 18,8 10,5 9,1
3 5,3 8,0 2,8 2,7
4 2,5 2,6 0,6 0,8
5 0,9 1,0 0,1 0,3

79,5 64,4 87,1 80,4

2e solvant
extrait n° 1 5,2 12,3 0,4 0,4

2 1,4 3,3 0,1 0,4
3 0,5 0,7 0,0 0,3

7,1 16,3 0,5 1,1

3e solvant
extrait n° 1 10,3 13,1 10,1 13,5

2 1,0 3,0 1,2 2,5
3 0,1 1,1 0,0 1,0

11,4 17,2 11,3 17,0

total extrait 98,0 97,9 98,9 98,5

N residue! dose 1,5 1,5 1,4 1,6

total trouve 99,5 99,4 100,3 100,1

L'augmentation de la duree de conservation de la farine diminue la solubilite
des proteines et les alterations responsables de cette perte progressive de solubilite
se produisent des le premier jour et atteignent leur plein efifet au bout de 15 jours.

On peut entrevoir 2 causes possibles de ce phenomene. Ou bien certaines
categories de proteines, sinon toutes, sont modifiees pendant le vieillissement de la farine
et presentent alors d'autres exigences pour passer en solution, ou bien, ä la suite

d'alterations, les electrolytes ou les molecules solubilisantes que contient la farine
ont ete progressivement mobilisees dans des combinaisons insolubles et ne passent
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Tableau 10

Influence de l'äge de la farine sur la solubilisation des proteines par I'eau distillee.
Les leneurs en azote total de chaque extrait sont exprimees en pourcentages de Vazote total de la prise

d'essai. i

duräe de conservation de la farine aprcs mouture

0 jour 1 jour 8 jours 15 jours 40 jours

extrait n° 1 55,0 42,1 34,0 22,0 22,0

extrait n" 2 16,3 17,0 18,8 2,8 2,5

total 71,3 59,1 52,8 24,8 24,5

plus dans les extraits aqueux; cette seconde hypothese implique que les extraits
salins se montrent insensibles au vieillissement, l'examen du tableau 9 revele une
baisse du taux d'extraction, moins importante que celle presentee par les extraits

aqueux, mais reelle. L'essai suivant precise la portee de cette perte.

B. Influence du vieillissement sur les extraits salins

Cet essai reproduit une extraction totale realisee exactement dans les memes
conditions que celle rapportee dans le tableau 9, qui faisait intervenir les solutions
salines en premier solvant sur une farine de 8 jours, mais ici, il s'adresse ä une farine

conservee 18 jours afin de permettre aux alterations consecutives au vieillissement
d'atteindre leur plein effet. En outre, une extraction parallele, mettant en jeu une
force ionique double et portant sur les 2 premiers extraits, etait effectuee afin de

verifier si une augmentation de la force ionique ne pouvait compenser les effets du
vieillissement. Le tableau 11 rend compte des resultats obtenus.

Nous constatons, tout d'abord, que l'augmentation de la force ionique au-delä
de 0,68 (NaCI 4%) ne compense pas les effets de la conservation. En outre, la
diminution de rendement d'extraction des solutions salines s'est legerement accentuee

par rapport ä celle constatee avec une farine de 8 jours, eile n'atteint cependant pas
les proportions de la baisse de rendement subie par les extraits aqueux dans les memes
conditions.

De plus, un fait nouveau se confirme, dejä decelable dans le tableau 9: la quantite
globale de proteines extraites par l'eau et les solutions salines varie avec la dur£e
de conservation de la farine cependant que le taux d'azote total extrait reste inchange
et demeure egal ä environ 98,5 % de l'azote total de la farine. C'est l'extrait sodique

qui retablit l'equilibre. Ce fait semble curieux puisque les solutions alcalines diluees

sont censees soiubiliser une categorie speciale de proteines: les glutelines.
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Tableau 11

Action du plein effet du vieillissement sur la marche d'une extraction totale reaiisee avec intervention
prioritaire des solutions salines.

Im teneur en azote total de chaque extrait est exprimee en pourcentage de l'azote total de la prise d'essai.

Ier solvant NaCI 4% Ier solvant NaCI 8%

0 jour 18 jours 0 jour 18 jours

Ier solvant
extrait n" 1 73,9 66,9 72,9 66,0

2 10,1 9,7 10,4 10,0
3 2,6 2,5
4 0.5 0,4
5 0,1 0,3

NaCI 8% 0,1 0,3

87,3 80,1

2e solvant
(eau)
extrait n° 1 0,3 0,3

2 0,0 0,1

0,3 0,4

3e solvant
(NaOH O.l N)
extrait n° 1 9,6 15,3

2 1,6 2,1

3 0,2 0,3

11,4
1
^|r--

total extrait 99,0 98,2

N residue! dose 1,3 1,4

total Irouve 100,3 99,6

Voici brievement resumees les constations auxquelles a conduit l'etude du facteur
«conservation de la farine»: la solubilite des proteines solubles dans Feau et les

solutions salines contenues dans les cotyledons est affectee par le vieillissement de la

farine. Les plus touchees sont les proteines extractibles par l'eau, les proteines man-
quantes, dans ce cas, sont recuperees dans l'extrait salin. Les proteines solubles
ä force ionique plus elevee sont egalement touchees et, dans ce cas, l'augmentation de

la force ionique ne permet pas d'extraire les proteines manquantes. C'est alors
l'extraction alcaline diluee qui, provoquant sans doute une rupture de liaisons dans



ETUDE DES PROTEINES DES GRAINES D'UNE LEGUMINEUSE: LABLAB NIGER MEDIK 103

la molecule ou la dissociation d'un complexe insoluble, permet de solubiliser ce

qui a ete affecte.

A la lumiere de ces donnees nouvelles, nous pouvons completer les observations
du chapitre precedent concernant l'influence de la force ionique sur la solubilisation.

Les valeurs extraites des tableaux 6, 9, 10, auxquelles s'ajoutent les rdsultats
d'un essai supplemental, sont reunies dans le tableau 12 et permettent de parfaire
les conclusions du paragraphe precedent.

Tableau 12

Mise en evidence du röle joue par la duree de conservation de la farine sur la solubilisation des proteines
dans des solutions de force ionique croissante (settles out ete etudiees les valeurs critiques de la foce
ionique: 0,085 et 0,68, correspondant I'une au minimum de solubilite, I'autre au seuil de Voptimum).
Dans le tableau figurent les teneurs en azote du premior extrait exprimees en pourcentage de l'azote

total de la farine.

solvants
dur6e utilises
de
conservation
de la farine

Eau
NaCl 0,5 X
(£ 0.085)

42,5

NaCl 4%
(£ 0,68)

Ojour 55,0 74,0

1 jour 42,1 — —

8 jours 34,0 29,0 67,5

15 jours 22,0 27,0 66,9

Nous constatons que, les extraits aqueux etant les plus touches par les effets

de la conservation, l'ecart existant entre les teneurs en azote de l'extrait aqueux et
de l'extrait salin de force ionique 0,085 s'attenue apres 8 jours de conservation et
s'inverse apres 15 jours. Les hypotheses emises pour expliquer le faible pouvoir
solubilisant des solutions de force ionique tres basse se trouvent renforcees. Les

solutions salines ont un pouvoir solubilisant croissant avec leur force ionique jusqu'ä
un seuil optimum. Ce pouvoir se trouve diminue dans les memes proportions, quelle

que soit la force ionique, par la conservation de la farine. L'eau distillee jouit d'un
pouvoir solubilisant superieur ä celui des solutions salines de faible force ionique,
mais ce pouvoir ne resiste pas aux effets nefastes de la conservation de la farine.

Dans le cas des solutions salines, la legere diminution de solubilite peut etre

attribute ä une alteration generale des proteines de la farine. Dans le cas des

solutions aqueuses, la baisse considerable de solubilite pourrait s'expliquer par la perte
progressive de l'aptitude de certains ions de la farine ä passer en solution; mais nous
avons vu que cette hypothese ne tient pas devant le fait que, lors d'extractions par
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epuisement eflectuees parallelement avec l'eau et le chlorure de sodium ä 0,5%, la

superiorite de l'eau comme solvant se manifeste encore au niveau du troisieme extrait
dans lequel on ne peut raisonnablement plus soupgonner l'existence d'electrolytes
provenant de la farine.

11 est plus vraisemblable de penser que les matieres solubilisantes sont des

molecules organiques formant dans la graine, avec certaines proteines, un complexe

hydrosoluble permettant la solubilisation dans l'eau de proteines qui normalement
exigeraient des solutions de force ionique superieure ä 0,085, mais arrangement
moleculaire fragile et progressivement dissocie lorsque les structures de la graine
sont boulevers6es par la mouture.

D'autre part, nous avons ete amenee ä soupgonner l'importance de Page de la

graine sur la sensibilite des proteines au facteur conservation de la farine.

8. Influence de l'äge de la graine et revelation d'un rythme endogene

Des essais effectues en 1964 et en 1965 sur des graines recoltees en janvier 1964,

revelerent une influence tres nette du vieillissement de la farine sur la solubilite
lorsque les essais furent effectuös en fevrier, mars, avril 1964. En juin, cet effet etait
d£ja tres attenue. En 1965, les memes constatations laisserent supposer qu'il existe

dans la graine quiescente un cycle au cours duquel il est permis de penser que certaines

globulines s'associent ä une substance compagne pour former un complexe hydro-
soluble1. Ce complexe se dissocierait ä certaines epoques pour se reconstituer ä

d'autres. Toutefois, les constatations sur ce point ayant ete faites fortuitement lors
d'etudes d'autres facteurs, les donnees experimentales recueillies en 1964 et 1965

ne sont pas assez continues pour preciser les modalites du cycle, mais en revelent
neanmoins l'existence.

Nous avons alors entrepris en 1966 une serie d'essais regulierement echelonnes

en etudiant systematiquement la solubilite dans l'eau des proteines de graines stockees

provenant de la recolte 1964. Chaque mois un essai a ete fait sur un lot de farine
fraichement moulue. Cette meme farine etait alors conservee 15 jours apres lesquels

une seconde extraction avait lieu. Nous esperions constater, sur le second essai, une

perte de solubilite tres marquee en fevrier, mars, avril, comme nous 1'avions note

en 1964 et 1965. A notre surprise, les variations furent tres faibles et les differences

enregistrees ne furent plus significatives contrairement ä ce qui avait ete constate les

deux annees precedentes (fig. 5).

Alors que nous nous attendions ä la reproductibilite, la troisieme annee, du

rythme periodique observe les ann6es precedentes, nous constatons 1'evanouissement
de ce cycle. Mais alors apparait une autre tendance, en continuite avec devolution
des annees precedentes: c'est la diminution du maximum de solubilite. Ainsi l'eva-

1 Les rapports entre substances phosphorees organiques et proteines seront etudies dans
le chapitre 3.
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nouissement du cycle n'indiquerait peut-etre pas la rupture d'un rythme constat^
mais son aboutissement; l'ecart entre maximum et minimum de solubilite s'att£-

N total du 1er extrait aqueux en %
N total de la prise d'essai
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Fig. 5. — Fluctuations de l'hydrosolubilite des proteines mettant en evidence une rythmicite annuelle
conjuguee ä un effet de senescence,

o o o Points experimentaux figurant la solubilite maximum dans l'eau
des proteines de farine fraichement moulue.

xxx Points experimentaux figurant la solubilite correspondante des proteines
de la raeme farine apres conservation de 15 jours.

Rythmicite periodique.
—.—.— Effet de senescence.

nuerait jusqu'ä disparaitre. II y aurait 3 manifestations conjuguees d'un rythme
endogene: premierement rythme annuel conditionnant la solubilite des globulines
avec apparition en fevrier, mars, avril d'un maximum dans l'ecart des taux de pro-
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teines solubilisees, d'une part en conditions favorables, d'autre part en conditions
defavorables; deuxiemement, evolution continue dans le temps vers une diminution
progressive allant jusqu'ä l'annulation de cet ecart; troisiemement, abaissement

lent des maximum de solubilite.
Nous ne voulons cependant pas tirer de conclusions definitives des constations

que nous suggere la figure 5 sur laquelle nous n'avons pu figurer des points experi-
mentaux reguliers qu'ä partir de la fin de l'annee 1965. Ce n'est, en effet, qu'ä cette

epoque que nous avons pu deceler l'existence d'un cycle et entreprendre alors d'en
rechercher systematiquement les manifestations (Signalons la seule difference qui
distingue les essais de ces 3 annees: en 1964 et 1965 les essais furent effectues ä

Dakar, en 1966 ä Geneve).



Chapitre 3

ANALYSE ET FRACTIONNEMENT DES EXTRAITS;
ISOLEMENT ET DEFINITION DES FAMILLES PROTEIQUES.

Nous allons maintenant situer, avec plus de precision, la place des proteines
au sein de tous les corps azotes extraits par l'eau et les solutions salines apres avoir
etabli, en premiere partie, un schema de fractionnement des extraits conduisant ä

l'isolement de 3 families prot&ques determines par leurs caractdres de solubilite.
Ensuite la sensibilite propre de chacune de ces families aux influences revelees dans
le second chapitre sera recherchee.

Pour terminer, l'importance des substances phosphorees et glucidiques dans
les extraits sera etablie ainsi que leur role sur la solubilite des proteines.

I. Fractionnement de l'extrait proteique

Les essais precedents ont montre que les 2 premiers extraits salins reunis renfer-
maient la presque totalite des proteines sels-solubles que nous etudions ici. C'est ä

la reunion de ces 2 extraits que nous appliquons le terme general extrait proteique.
Nous allons definir les meilleures conditions qui permettent d'individualiser les

3 families, albumines, pseudoglobulines et globulines, auxquelles appartiennent la

majorite des proteines de dolique.
Nous nous sommes adressee ä une separation par voie chimique couramment

utilisee dans les etudes sur les proteines seriques et qui fait intervenir des precipitations

par le sulfate d'ammonium ä differents degres de saturation (schema 1).

Comme nous l'avons Signale anterieurement, l'utilisation de l'electrodialyse en

remplacement des dialyses a permis de reduire considerablement les durees d'isole-

ment, d'autant plus que la precipitation de toutes les proteines par le sulfate d'ammonium

ä saturation, au cours de la premiere etape, permet d'eliminer d'emblee toutes
les molecules genantes telles que le sucre et la phytine qui dialyseraient lentement.
Le nombre d'heures, figurant pres de chaque famille proteique, indique le temps
ecoule entre la mise en solution et l'obtention de la solution proteique purifiee.

D'autre part, afin d'identifier les differents constituants azotes de l'extrait
proteique, nous avons conduit la serie des operations resumees dans le schema 2.

Le tableau 13, etabli ä partir des resultats obtenus, donne la proportion et les

caracteres de solubilite des diverses categories de corps azotes solubilises. II est

interessant de noter l'existence d'une petite quantite de proteines (2,7% —2,8% de l'azote

extrait) particulierement stables ne precipitant ni par saturation des solutions en
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Schema 1

Extrait proteique

sulfate d'ammonium ä saturation, centrifugation

I

precipite dissous, electrodiaiyse
jusqu'ä Elimination totale
du sulfate d'ammonium
puis centrifuge

surnageant
EliminE {amino

acides
peptides
Sucres solubles

prEcipitE purifiE par mise en
suspension dans l'eau distillEe
suivie de centrifugation (2 fois)

Globulines (22 heures)

surnageant
_i_

sulfate d'ammonium ä V2 saturation

prEcipitE dissous
ElectrodialysE
(purifiE par deuxieme
prEcipitation)

PSEUDOG LOB U LI NES

(72 heures)

I

surnageant
ElectrodialysE

Albumines
(46 heures)

Schema 2

Extrait proteique

-\

sulfate d'ammonium ä saturation

I

PrEcipitE dissous
_L

acide trichloracEtique
3M (concentration

finale 1,5M)

I

prEcipitE surnageant
dialysE dialysE

dosE dosE

acide trichloracEtique 3M
(concentration finale 1,5 M)

surnageant

acide trichloracEtique
3M (concentration

finale 1,5M)

prEcipitE
dialysE
dosE

I

surnageant
dialysE

dosE

prEcipitE
dosE

I

surnageant
+

sulfate
d'ammonium
ä saturation

I

prEcipitE surnageant
dialysE dialysE

dosE dosE

sulfate d'ammonium seul, ni par Taction de Tacide trichloracEtique seule, mais par
les 2 actions conjuguees. Par contre, une faible partie des peptides dialysables
(3,6% de Tazote extrait) est precipite par cet acide. Quant aux 3 families protEiques
(albumines, pseudoglobulines, globulines), elles reprEsentent pres de 78,8 % de Tazote
total d'extrait et sont constituEes en majoritE de globulines (81 %).
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Tableau 13

Nature et proportions des differents constituants azotes des cotyledons de graine de dolique extraits par
l'eau et les solutions salines.

N total extrait

100

N dialysable N non diaiysable

15,2 84,8

soluble
dans ATC

insoluble
dans ATC soluble dans ATC insoluble dans ATC

11,6 3,6 precipitation par le sulfate d'nmmonium a saturation

non
pr6cipitabie prdcipitable non

pr£cipitable pr6cipitable

0,5 2,7 2,8 78,8

ALBUMINES
GLOBULINES

GLOBULILINES

9,9 4,9 64,0

II. Sensibilite propre de chaque famille
AUX DIVERSES INFLUENCES

I) Nature et proportions des dißerentes families proteiques solubilisees aux principales

etapes d'une extraction.

Afin de savoir si l'extraction saline dissout les albumines aussi bien que le fait
l'extraction par l'eau, le fractionnement exprime par le schema 3 (trait plein) a ete

applique ä 3 extraits de farine conservee, l'un utilisant l'eau comme solvant, les deux

autres des solutions de chlorure de sodium concentrees respectivement ä 0,5 et 4%.
Nous constatons (tableau 14) que les variations du taux d'extraction, provoquees

par les changements de force ionique des solvants, sont imputables aux globulines
et non aux albumines ou aux pseudoglobulines qui s'extraient aussi facilement en

solutions salines qu'en solution aqueuse.

L'aptitude des extraits salins ä solubiliser les 3 families proteiques extractibles

est ainsi affirmee. Dans le cas d'une farine conservee 15 jours, les solutions salines

de force ionique 0,68 (NaCl 4%) solubilisent autant d'albumines et de

pseudoglobulines que l'eau distillee et beaucoup plus de globulines. Un essai ulterieur
doit permettre de generaliser la superiority des extractions salines directes en l'etendant

au cas de farines fraichement moulues.
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Schema 3

Fractionnement (Fun extrait conduisant ä la determination des proportions relatives des differentes
families proteiques qiCil contient.

Extrait (provenant de la centrifugation de la suspension solvant-farine)
I

partie aliquote dosee partie aliquote electrodialysee partie aliquote precipitee
> N Total centrifugee par le sulfate d'ammonium

| ä saturation, centrifugee (*)

1

precipite dissous electrodialyse surnageant 61 imine
centrifuge

1

1 1

precipite Iav6 dose surnageant
Globulines +

sulfate d'ammonium ä '/2 saturation
(addition de volume de solution

saturee), centrifuge

precipite electrodialyse surnageant electrodialyse
dos6 Pseudoglobulines dose Albumines

* Le schema trait plein correspond aux tableaux 14 et 16 et le schema en partie pointille au
tableau 15.

Tableau 14

Repartition de l'azote extrait par des solutions de forces ioniques croissantes au sein des 3 families
proteiques (farine de 15 jours, Ier extrait).

Les teneurs sont exprimees en pourcentage de l'azote total de la farine.

—differentesnature du ~~~~~ —formes d'N
solvant

N total N apres dialyse
i

eau 22,5

A + Pg G

13,2 1,6

NaCl 0,5% 27,0 13,8 6,0

NaCl 4% 69,0 13,5 48,7

2. Nature et proportions des proteines affectees par la conservation de la farine

Trois extractions paralleles par l'eau ont ete effectuees, l'une s'adressant ä une
farine fralchement moulue, la seconde ä une farine conservee 1 jour, la troisieme ä
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une farine de 30 jours. Le fractionnement du schema 3 (pointille) a ete applique au

premier extrait de chaque lot. Les resultats sont rapportes dans le tableau 15.

Tableau 15

Repartition de l'azote extrait par l'eau, agissant sur des farines plus ou moins fratches, au sein des
3 families proteiques

Les teneurs en azote du premier extrait de chaque serie sont exprimees en pourcentage de l'azote total
de la prise d'essai.

~ —^ diflferentes formes d'N
dur6e de ————
conservation ——

N total
extrait

N apris dialyse pr6c£d6e de
precipitation par saturation
avec le sulf d'ammonium

Ojour 57,4

A + Pg G

12,2 31,0

1 jour 43,0 12,0 21,1

15 jours 19,9 10,9 1,8

La encore, ce sont les globulines qui subissent les effets de la duree de conservation

de la farine. Ceci n'est pas surprenant. En effet, ce sont les extraits aqueux et

non les extraits salins qui manifestent une grande sensibilite ä Taction de la conservation.

Les globulines ne se dissolvent dans l'eau qu'en presence de molecules solu-
bilisantes. La conservation affecterait la presence de ces molecules. Toutefois, le

taux d'albumines decroit I6gerement lorsque le temps de conservation se prolonge.
La solubilite generale de toutes les proteines, solubilite propre, independante des

solvants, subit une baisse lente et progressive lorsque la farine est conservee, meme
ä basse temperature (—100)1.

3. Comparaison des 2 modes d'isolement des families proteiques

L'isolement des families proteiques a ete realise par dialyse de Textrait brut
et les resultats obtenus ont ete compares ä ceux fournis par dialyse precedee du

relargage des proteines par le sulfate d'ammonium. Le tableau 16, relatifä l'isolement
des proteines sans relargage prealable, montre une perte generale globale superieure
dans le cas oil une dialyse simple de 7 jours a succede ä une electrodialyse de 20 heures.

Ce fait indique que Telectrodialyse de 20 heures ne suffit pas pour eliminer tout ce

qui est eliminable; de nombreuses molecules dialysables, en effet, ne sont pas 61ee-

triquement chargees. Mais une dialyse prolongee succedant ä Telectrodialyse breve,
si eile est efficace, devient denaturante comme le montre Taugmentation relative du

1 II convient de remarquer, en outre, la plus forte proportion de substances azotees, dialysables
ou non, precipitables par le sulfate d'ammonium que contient Textrait de farine fraiche.
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Tableau 16

Teneur en azote albuminique ou globulinique des extraits aqueux bruts dialysis ou electrodialyses.
Les teneurs sont exprimees en pourcentage de Vazote total de la prise d'essai.

nature et dur6e de
la dialyse

durde de
conservation —

N total dectrodialyse
20 heures

61ectrodialyse
20 heures suivie
dial, simple 7 j.

Ojour 57,4

A + Pg G A + Pg G

13,9 34,0 8,8 37,4

1 jour 43,0 13,6 24,1 8,9 26,3

15 jours 19,9 13,5 1,8 9,0 5,0

taux de globulines; ce sont les plus instables des albumines ou des pseudoglobulines
qui ont precipite et sont venues grossir le lot des globulines, nous constatons, en

effet, une diminution sensible du taux d'albumines-pseudoglobulines. D'ailleurs, la

denaturation, ä ce Stade, est evidente: on constate un rosissement du surnageant
albuminique et un virage au gris du precipite globulinique1.

L'elimination des molecules non proteiques par dialyse simple ou sous tension
de l'extrait aqueux brut est done un probleme insoluble puisque ce procede s'avere

ou inefficace ou denaturant. 11 est done indispensable de proceder ä la precipitation
prealable des proteines par saturation de l'extrait brut avec le sulfate d'ammonium.

III. Substances phosphorees et glucidiques accompagnant
LES PROTEINES EN SOLUTION

1. Influence des composes phosphores sur la solubilisation des proteines par I'eau

Pour preciser le role que peuvent jouer les substances organiques phosphorees
sur la solubilisation des proteines, les teneurs en phosphore mineral et organique
d'extraits diversement riches en proteines ont ete determinees.

En ce qui concerne les extraits, le phosphore total a ete dose apres mineralisation
de l'echantillon; le phosphore mineral a ete evalue directement sur les extraits sans

mineralisation prealable.
En ce qui concerne la farine, le phosphore total a ete determine apres mineralisation

d'un echantillon; le phosphore mineral a ete evalue sur le surnageant prove-

1 Remarquons ici encore la plus forte proportion d'azote dialysable contenue dans les extraits
de farine fraiche. La difference entre teneurs en A+Pg des tableaux 15 et 16 est imputable ä la classe
de substances azotees non dialysables et non precipitables par le sulfate d'ammonium signalee pre-
cedemment.
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nant de la centrifugation d'une suspension farine-acide trichloracetique 10% (dans

la proportion de 1 g pour 10 ml) apres agitation de 10 minutes.

Le phosphore organique extrait, apprecie par difference entre le phosphore

total et le phosphore mineral, est vraisemblablement constitue en grande majorite

par de la phytine: en effet l'extraction par l'eau de phosphores nucleique et lipidique
est negligeable, il resterait ä preciser la part de phosphore organique constitue par du

phosphore glucidique; cette part est rarementimportante. Chezleble, Mlle Moureaux

(1965) precise qu'elle n'atteint pas 4% de la quantite du phosphore total.

Les analyses que nous avons effectuees ont porte sur les extraits aqueux en

raison de leur sensibilite aux diverses influences etudiees dans le precedent chapitre.

Les teneurs en azote et en phosphore mineral et organique de deux series d'extraits pro-
venant de lots de farines plus ou moins fraiches ont ete etablies. Parallelement, les teneurs

en phosphore des farines ont ete precisees. Les resultats sont groupes dans le tableau 17.

Tableau 17

Comparaison des teneurs en azote et en phosphore de farines presentant des durees de conservation

extremes, et de leurs extraits aqueux (extractions simultanees, effectuees dans des conditions rigoureuse-

ment identiques). Les teneurs sont exprimees en % du poids sec de la prise d'essai.

— — dur6e de conservation de la farine Oj. 60 j.

farine

N total 4,4 4,4

P. total 0,24 0,24

P. mineral 0,04 0,04

P. organique (par difference). 0,20 0,20

premier extrait

N total 2,42 1,70

P. total 0,18 0,14

P. mineral 0,020 0,035

P. organique (par difference). 0,160 0,105

L'extrait de farine fraiche, conformement aux observations du second chapitre,

est beaucoup plus riche en azote total que l'extrait de farine conservee (ce dernier

toutefois presente une teneur en azote superieure ä celle constatee dans de precedentes

experiences sur des farines moins longtemps conservees, mais ceci n'est qu'une manifestation

de plus du cycle endogene de lagraine dont nous avons parle precedemment).

Nous constatons que les variations dans les teneurs en azote des extraits sont

liees ä des variations de meme sens dans les teneurs en phosphore organique. Que le

Ar:hives des Sciences. Vol. 23. fasc. I, 1970 8
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taux de phosphore organique de la farine reste constant dans les deux cas etudies
n'exclut pas la possibility de rendre la phytine responsable des variations constatees
dans la solubilisation des globulines.

Le lien phytine-proteine, pour des pH superieurs ä 3, a ete revele et commente

par plusieurs auteurs, comme nous l'avons expose dans l'historique. Helliot et
Macheboeuf (1947) pensent que la phytine est preexistante dans la graine indepen-
damment des proteines et forme des complexes avec ces dernieres au cours des

extractions et des separations.
Rondelet et Lontie (1955) d'une part, Smith et Rachis (1957) d'autre part, ont

montre que la phytine est liee, dans les solutions proteiques, ä 1 ou 2 proteines
precises. Le fait que la diminution du taux d'azote extrait, liee ä la duree de conservation

de la farine, atteint un pallier inferieur qui correspond ä une constitution pro-
teique presque uniquement albuminique laisse supposer que, dans les cotyledons de

dolique, presque toutes les globulines sont engagees dans un complexe hydrosoluble.
Le parallelisme entre taux de phytine des extraits et taux de globulines indüment
solubilisees par l'eau conduit ä penser que ce complexe est une association phytine-
globuline. Par ailleurs, la force ionique conferee aux solutions aqueuses par les sels

mineraux de la farine est inferieure ä 0,085 puisque les solutions de NaCl 0,5%
accusent une remontee du taux d'extraction de farines conservees.

II faut remarquer que les complexes entre phytine et proteines dont parlent les

auteurs sont des complexes insolubles, precipites generalement irreversibles appa-
raissant au cours des operations d'extration ou de fractionnement. Le complexe
dont nous supposons l'existence est d'autre nature puisqu'il rend au contraire
hydrosolubles des proteines qui ne le sont pas. Nos constatations nous conduisent
ä supposer que ce complexe phytine-proteine est pröexistant dans la graine. Lorsque
les structures tissulaires de la graine sont bouleversees par la mouture, le complexe
se dissocierait plus ou moins rapidement; la phytine liberee ne se dissoudrait plus
entierement (peut-etre engagee dans des combinaisons avec Ca++ ou Mg++) et
les globulines retrouveraient alors leurs exigences propres vis ä vis de la force
ionique. Celle qui est conferee aux solutions aqueuses par les sels mineraux de la
farine est insuffisante pour les solubiliser toutes.

Ainsi, les differences plus ou moins importantes d'hydrosolubilite constatees
entre proteines de farine conservee et proteines de farine fraiche sont une
manifestation d'un cycle endogene dont le complexe pourrait etre un des

moteurs.

2. Elimination de la phytine et des glucides accompagnant les proteines en solution

Ainsi que nous l'avons expose dans l'historique, les auteurs ayant Studie cette
question sont unanimes ä pröner l'elimination de la phytine des extraits proteiques,
ce compose etant rendu responsable de precipitations irreversibles, notamment lors
de fractionnements par acidification.
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Les procedes employes pour dliminer plus ou moins completement ce compose
sont divers et generalement longs, avec risques de denaturation; les principales voies

suivies etant la dialyse prolongee ä pH alcalin de l'extrait brut, la Chromatographie,
etc... Perles, comme nous l'avons relate, constate que la combinaison phytine-
proteine est dissociee par relargage ä 0°C: la proteine precipite, l'acide phytique
reste en solution et s'elimine par dialyse. Cette methode parait judicieuse pour
eliminer ä la fois la phytine et les autres substances non proteiques dissoutes.

Rondelet et Lontie deconseillent la precipitation ammonique du fait d'entraine-
ment irreversible de phytine par le precipite formant alors une association insoluble,
et aussi ä cause de la longueur des dialyses que ce proc6de entraine. Mais le precipite
ammonique que nous obtenons se remet integralement en solution, en outre, la

rapidite des operations de precipitations et de dialyse ä laquelle nous parvenons
semble devoir annuler les risques de denaturation.

L'essai suivant rend compte des etapes de l'elimination du phosphore des

extraits. Le fractionnement porte sur le premier extrait, par l'eau, d'une farine fraiche-

ment moulue. L'extrait brut fut precipite par le sulfate d'ammonium ä saturation;
le precipite fut redissous puis electrodialyse contre de l'eau bidistill£e pendant
20 heures (l'elimination du sulfate d'ammonium est totale des 16 heures, les 4 heures

supplementaires garantissent une marge de securite); l'adialysat fut alors recueilli

quantitativement et dose.

Tableau 18

Taux de phosphore total present ä chaque etape du fractionnement en % du phosphore total de

l'extrait; taux de glucides totaux presents a chaque etape du fractionnement en % des glucides totaux
de l'extrait.

Extrait
total

precipitation par le sulfate
d'ammonium Electrodialyse du

precipite redissous:

non dialyse

Elimination
par dialyse

surnageant pr£cipite

Phosphore 100 77,8 22,2 13,8 8,4

Glucides 100 81,8 18,2 10,5 7,7

Nous constatons, (tableau 18), que 78% environ du phosphore extrait est

elimine par precipitation ammonique et 38 % de ce qui reste est elimite par dialyse.

Finalement, 86% du phosphore extrait est dlimine.
La quantite de Sucres non negligeable restant dans les proteines fait partie de la

molecule, car les glucides non fortement retenus auraient ete elimines. Pour le

phosphore, il est difficile de discerner si les faibles quantites restantes font partie de

la molecule ou sont des restes phytiniques fortement lies aux proteines.



Chapitre 4

ETUDE DES FAMILLES PROTEIQUES

I. Analyse des familles proteiques

Les deux grandes familles, albumines et globulines, sont definies sans ambigui'te.
Elles sont caracterisees essentiellement par leur aptitude ä se dissoudre ou non dans

1'eau pure. Les difficultes commencent avec le fractionnement de ces familles en

entites constitutives.

1. Facteurs ajfectant la precipitation des pseudoglobulines

Rappelons les caracteres generaux des pseudoglobulines: insolubility dans les

solutions saturees ä 50% par le sulfate d'ammonium et solubilite dans l'eau pure et

les solutions salines diluees, coagulability par la chaleur et autres agents denaturants.
Nous voulions appliquer cette distinction aux proteines cotyledonaires et avons,

en effet, isole une famille repondant ä ces caracteristiques. Mais, si nous avons, dans
les tableaux du chapitre 3, fait figurer uniquement les teneurs globales en albumines
et pseudoglobulines au lieu d'exprimer les teneurs respectives en chacune de ces

families, c'est que nous avons constate des defauts dans la reproducibility de la

precipitation des pseudoglobulines.
Dans certains cas, aucun precipite ne se forme par demi-saturation du surna-

geant provenant de la centrifugation des extraits dialyses, que la dialyse ait ete

appliquee directement aux extraits ou qu'elle ait eu lieu apres precipitation prealable
des proteines par le sulfate d'ammonium ä saturation. Ce fait se constate aussi bien

dans le cas de dialyses simples que d'electrodialyses. II se constate egalement sur des

extraits provenant de farines fraichement moulues aussi bien que sur d'autres
provenant de farines conservees, dans le cas de graines jeunes que dans celui de graines
ägees.

L'influence de la concentration des proteines dans la solution mere a tout d'abord
ete soupQonnee. II semble cependant que l'explication ne soit pas si simple, ainsi que
le montrent les resultats de l'essai suivant: un extrait aqueux de farine fraichement
moulue a ete sature par le sulfate d'ammonium. Le precipite, redissous dans tres

peu d'eau, a ete dialyse. Apres separation des globulines, le surnageant a ete frac-
tionnee en plusieurs parts. La precipitation des pseudoglobulines a ete effectuee sur
une part non diluee, puis sur les autres ayant subi des dilutions croissantes. A toutes
les dilutions, les pseudoglobulines ont precipite. Le meme essai fut alors recommence,
mais en efiectuant la dilution avant la dialyse selon le schema suivant:



ETUDE DES PROTEINES DES GRAINES D'UNE LEGUMINEUSE: LABLAB NIGER MEDIK 117

Schema 4

Recherche de /'influence de la concentration avant dialyse sur la precipitation des psendoglobulines

Extrait sature par le sulfate d'ammonium

surnageant elimin£ precipite redissous
en solution concentree

solution diluee (d — 5)

I

solution concentree

electrodialyse rapide
jusqu'ä elimination totale
du sulfate d'ammonium

electrodialyse rapide
jusqu'ä elimination totale

du sulfate d'ammonium

precipite
I

surnageant precipite surnageant

!/2 saturation
par le sulf. am.

pas de precipite

1

d 1

'/2 satur.
I

d 2

Y2 satur.

I

precipite | precipite |

I
I

d 5

Vi satur.
I

precipite

Au moment de la demi-saturation par le sulfate d'ammonium, les solutions des

cas nos 1 et 4 presentent exactement la meme concentration en proteines et en sulfate

d'ammonium, or seule la solution n° 4 donnera lieu ä une precipitation.
Ainsi, il apparait que les pseudoglobulines ne supportent pas la dialyse, meme

rapide, en solution diluee. Elles precipitent et grossissent alors artificiellement le

lot des globulines. C'est done une denaturation, favorisee par la dilution, qui determine
l'absence d'apparition des pseudoglobulines dans certains cas et non la dilution elle-

meme.
Cette fragilite des pseudoglobulines revelee ici a, par ailleurs, ete constatee lors

d'essais de purification ä partir de solutions suffisamment concentrees avant dialyse,
la purification avait lieu de la maniere suivante: le precipite de Pseudoglobuline etait
dissous, electrodialyse puis reprecipite par demi-saturation. A chaque repetition de

cette operation, lors de la dialyse, une nouvelle quantite de Pseudoglobuline pre-
cipitait irreversiblement.

L'etude electrophoretique permettra de mieux percevoir les liens de parentis
qui unissent cette famille aux albumines. La conclusion qui s'impose actuellement
est que la distinction albumine-pseudoglobuline telle qu'elle est pratiquee sur les

proteines d'origine animale ne peut etre appliquee aux proteines de graines. La
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concentration proteique n'est pas, en effet, un parametre variable dans les humeurs

d'origine animale (serum, lait, ceuf, Par contre, les proteines de graines subissent

une extraction prealable des modalites de laquelle depend la concentration des

solutions proteiques obtenues. Desormais nous ne distinguerons plus les pseudo-
globulines des albumines que dans certains cas particuliers; le terme general famille
albuminique englobera les albumines et les pseudoglobulines, c'est-ä-dire les proteines
solubles dans l'eau pure et les solutions salines diluees.

2. Constitution des families proteiques

Les teneurs en azote, phosphore et sucres des 3 families que nous avons
definies au debut de ce travail ont ete determinees et figurent dans le tableau 19.

Tableau 19

Teneur en azote, phosphore et giucities des albumines, pseudoglobulines et globulines exprimees en

pourcentage du poids sec de ia proteine.

A pg G

N 14,8 18,0 15,8

P 0,06 0,07 0,28

Glucides

'
-

1

00

1

K> 6,0

La famille albumique (albumines, pseudoglobulines) ne contient que des traces
de phosphore. Par contre, les globulines en possedent des teneurs beaucoup plus
importantes.

Certains auteurs attribuent la presence de phosphore trouve dans les globulines
ä des impuretes entrainees lors de la precipitation. Nous pensons plutöt que ce

phosphore fait partie de la molecule. Nous avons vu que la precipitation par le
sulfate d'ammonium et la dialyse eliminent les impuretes eventuelles. Les auteurs
situent d'ailleurs la fixation des impuretes phosphorees sur le precipite au niveau de

la premiere precipitation par le sulfate d'ammonium, une partie du precipite pre-
sentant une tres forte teneur en phosphore serait alors rendue definitivement insoluble.
Nous n'avons, quant ä nous, constate aucune insolubilisation definitive ä cette

etape. Tout le precipite se remet integralement en solution; rien ne s'oppose alors
ä l'elimination des impuretes par dialyse.

En comparant la constitution des albumines et des pseudoglobulines, des

contrastes interessants apparaissent. Les taux de sucres presentent des valeurs



ETUDE DES PROTEINES DES GRAINES D'UNE LEGUMINEUSE: LABLAB NIGER MEDIK 119

extremes: les albumines sont les plus riches de toutes les proteines cotyledonaires,
les pseudoglobulines les plus pauvres. A cette faible teneur en sucre des pseudoglo-
bulines correspond une forte teneur en azote. Or, nous savons que la presence de

fortes quantites de sucres dans une molecule proteique lui confere souvent une

grande stability. L'inverse peut se verifier dans certains cas et il est permis de voir
dans la relative absence de glucides chez les pseudoglobulines une des raisons de

leur grande instability.

3. Analyse electrophoretique et immunoelectrophoretique des families proteiques

Les electrophoreses ont eu lieu sur gel d'agar ou d'agarose, de concentration
1,5%, et tamponne ä pH 8,6 par un melange veronal acide-veronal sodique de force

ionique 0,033.

a) Albumines

Contrairement aux albumines seriques qui, soumises ä l'electrophorese dans

les memes conditions, sont homogenes et accusent une forte mobilite anodique, les

albumines cotyledonaires de dolique sont tres heterogenes et ont des mobilites, ä

la fois anodiques et catodiques, tres diverses de presque nulle ä tres forte (figure 6).

On denombre 7 fractions anodiques et 2 catodiques.
L'analyse immunoelectrophoretique confirme la grande complexity des albumines

(11 arcs sont denombres, figure 16, chapitre 5).

b) Pseudoglobulines

Alors que l'etude des proportions des constituants elementaires revele d'impor-
tantes differences entre les albumines et les pseudoglobulines, l'observation des

electrophoregrammes permet de constater une grande identite comme en temoigne
la figure 7 representant une electrophorese des deux families effectuee sur la meme
lame done dans des conditions absolument identiques.

Une autre constatation denote egalement une parente structurale entre albumines

et pseudoglobulines: l'immunserum antipseudoglobulines reagit positivement avec
les albumines et l'immunserum antialbumines reagit de meme avec les pseudoglobulines.

L'etroite parente des deux families revelee par la similitude de comportement
antigenique et electrophoretique est encore renforcee par la similitude des pH de

solubilite minimum (zone de 4,9 ä 5,2).
Cette grande similitude entre albumines et pseudoglobulines permet l'hypothese

suivante: nous avons vu que les albumines sont assez riches en glucides. Chaque
fraction pourrait avoir son homologue presque depourvu de sucres, par lä moins
stable, apte alors ä precipiter dans certaines conditions par le sulfate d'ammonium
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ä Yj saturation, alors que les albumines exigent des solutions saturees. La precipitation

spontanee de ces fractions pauvres en glucides serait progressive et denaturante

2'

1
3 4 5 67I

'

Fig. 6. — Diagramme electrophoretique
et courbe densitometrique des albumines.
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au cours de dialyses comme nous l'avons vu et comme le confirme l'essai de

purification suivant.

Fig. 7. — Diagramme d'electrophoreses simultanees
des albumines et des pseudoglobulines.

Cet essai porte sur la solution albuminique totale, les operations d'isolement et

de purification 1 des pseudoglobulines sont resumes dans le schema 5.

Schema 5

Isolement et purification des Pseudoglobulines 1

Extrait aqueux brut sature par le sulfate d'ammonium

I

pr£cipit6 redissous dans
l'eau, Electrodialyse

surnageant elimine

precipite
Globulines

I

surnageant
+

Volume egal de solution saturee de sulfate d'ammonium

precipite
Pseudoglobulines 1

dissous, electrodialyse
I

I

precipite
— Pseudoglobulines (Pg3)

denaturees

I

surnageant
Albumines

surnageant
+

demi-saturation
precipite dissous, electrodialyse

precipite
Pseudoglobulines (Pg2)

denaturees

surnageant
Pseudoglobulines (Pgx)

1 Une purification rnoins poussee mais plus rapide des pseudoglobulines peut etre obtenue
en lavant le precipite de pseudoglobulines avec une solution demi-saturee de sulfate d'ammonium.
La purification pratiquee ici permet de confirmer l'instabilite de cette famille.
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Fig. 8. — Electrophoregramme
et courbe densitometrique des globulines.
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La formation des precipites que nous appelons Pg2 et Pg3 est anormale puisque
les pseudoglobulines, de meme que les albumines qui peuvent souiller le precipite de

depart, sont solubles dans l'eau pure. Ces precipites correspondent done ä une
denaturation. Iis sont, en effet, irreversibles. A la fin, il ne reste en solution qu'un
tiers environ des pseudoglobulines de depart. Or le diagramme de ces pseudoglobulines

restantes est en tous points identique ä celui des pseudoglobulines initiales,
aucune fraction n'en est absente. Ce ne sont done pas des fractions particulieres qui
se sont denaturees, mais une partie, semble-t-il, de toutes les fractions constitutives.

c) Globulines

La complexite des globulines totales est revelee par la figure 8. Trois fractions
catodiques sont bien distinctes. La tache majeure anodique groupe certainement

plusieurs fractions confondues. Son importance quantitative est considerable comme

Fig. 9. — Diagrammes d'electrophoreses rapides (15 minutes) des globulines.

+

Fig. 10. — Immuno electrophoregrammes des globulines diffusees
contre 2 immunserum antiglobulines (2 lapins differents).

le montre la courbe densitometrique dont l'integration des surfaces permet de preciser
les rapports suivants: 1:76%; 1': 12%; 2': 5 %; 3': 7%.
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Une seconde fraction anodique d'une extreme mobilite passe inapergue sur la

plupart des diagrammes. Pour la reveler, il faut limiter les electrophoreses ä des

durees tres breves. Les autres fractions sont alors encore tres indistinctes les unes
des autres (figure 9).

L'examen de l'immunoelectrophoregramme des globulines (figure 10) permet
de distinguer, pour la fraction majeure anodique, au moins 5 entites difförentes, ce

qui porterait ä un minimum de 9 le nombre de fractions globuliniques.

II. Fractionnement des familles proteiques

1. Fractionnement des globulines par voie chimique

La famille globulinique se prete generalement bien ä une separation par precipitation

fractionnee ä l'aide d'une saturation progressive en sulfate d'ammonium.
Le fractionnement applique aux globulines totales comportait, en premiere

etape, une precipitation isoelectrique par acidification, les globulines restantes etaient
alors precipitees successivement par saturation progressive avec le sulfate
d'ammonium.

Deux essais ont eu lieu successivement sur deux solutions globuliniques de meme
force ionique (£=0,3), l'une diluee, l'autre concentree. Les resultats obtenus sont
differents dans les deux cas. Les operations de fractionnement appliquees respective-
ment aux solutions concentree et diluee sont resumees dans le schema 6.

Nous constatons qu'en solution concentree la precipitation des globulines
commence pour une saturation de 40% en sulfate d'ammonium alors qu'en solution
diluee, il faut aller jusqu'ä 70%. Une valeur intermediaire du degre de saturation
minimum precipitant a 6te constatee dans le cas d'une solution globulinique de

concentration moyenne. Ainsi, il apparait que la distinction de certaines globulines,
faite par beaucoup d'auteurs et basee sur la determination de la zone de saturation
des solutions de sulfate d'ammonium susceptibles de les precipiter, est ambigüe et

ne peut avoir de valeur que completee par la determination de la concentration des

solutions proteiques meres.

L'influence de la concentration des solutions meres se fait egalement sentir

sur la valeur du pH de precipitation isoelectrique. En solution concentree, la
precipitation commence ä pH 5,45 alors qu'en solution diluee, il faut descendre jusqu'ä
pH 4,28. Si l'on admet que les proteines ne modifient pas de fagon sensible la force

ionique des solutions, les variations constatees sont bien dues aux differences de

concentration proteique. Nous avons constate par ailleurs que les variations de

force ionique des solutions proteiques influencent les valeurs du pH de solubilite
minimum. Pour une meme concentration proteique, nous avons trouve ä \ 0,3

un pH de solubilite minimum de 5,1 et ä £ 0,7 un pH de 3,8. On peut en conclure
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que les globulines sont plus stables en solutions lorsqu'elles sont dissoutes ä faible
concentration dans des solutions de force ionique assez elevee (> 0,68).

Schema 6

Fractionnement* applique ä une solution diluee de globulines (2%) et ä une solution concentree (13%)

solution globulimque A 2%

acidification progressive par HCl Q 1 N

jusqu'A precipitation
pH=A,28 (pH=5.A5 pour la solution A 13'/»)

precipite

a

I

surnageant
amenA A 70'/» de saturation
(debut de precipitation)
(40*/»pourla solution A 13*/»)

i

precipite

a
surnageant

amene A 90*/» de saturation
(75V* pour la solution A 13*M

precipite

_
-t-

surnageant
amenA A saturation totale

-a

Seules la fraction isoelectrique et celle precipitee par le sulfate d'ammonium
ä saturation sont homogenes. Elles appartiennent ä la fraction anodique majeure.
Les autres sont composees d'un melange d'une fraction anodique et d'une autre

catodique.

2. Fractionnement des families proteiques par Chromatographie sur DEAE cellulose

Le pH de solubilite minimum, qui est generalement le reflet du point isoelectrique,
se situe, pour les families analysees globalement, aux alentours de 5 ou plus bas.

Certaines fractions mineures ont cependant un point isoelectrique beaucoup plus
eleve puisque des electrophoreses effectuees ä pH 8,6 revelent encore des fractions
ä migration catodique dans l'une et l'autre famille. Neanmoins, une Chromatographie
sur cellulose anionique avec elution par gradient de concentration saline devrait

permettre une bonne separation de la plupart des fractions.
Les deux families, albumiries et globulines, furent soumises ä une Chromatographie

sur colonne de DEAE cellulose.

* Les precipites sont purifies ainsi: a — par dissolution ä pH7 et reprecipitation par
acidification; b, c, d — par lavage avec une solution de sulfate d'ammonium saturee au meme degre que
celui de la premiere precipitation.
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a) Albumines

Les meilleurs resultats furent obtenus en combinant Taction de deux gradients
Tun de force ionique et Tautre de pH.

Le chromatogramme figure 11, revele 4 pics, principaux.

Colonne: 1,5 cm x 30 cm. Proteines appliquees: 80 mg. Taux de prolines rdcuperees: 71%.
Effluent: 500 ml par fractions de 4 ml.

Gradient mixte, ä allure exponentiel, de force ionique et de pH
realise ä Taide de 2 tampons suivants:

1) Tampon phosphate 0,005 M pH 7,5.
2) Tampon phosphate 0,5 M pH 3.

x x Chromatogramme.
• • Gradient de force ionique.
o o Gradient de pH (mesure ä la sortie de la colonne).

On notera que la courbe representant le gradient de pH obtenu ä la sortie de la
colonne s'ecarte, surtout au debut, de la forme que theoriquement eile devrait avoir.
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On note en effet une augmentation du pH qui ne s'explique que par I'interference
des proteines eluees.

b) Globulines

Un premier fractionnement, mettant en jeu un gradient lineaire de concentration
saline, a montre que la majorite des globulines sont elues pour une concentration
en NaCl < 0,1 M. Un etalement de cette zone a ete realise en donnent au gradient

E 280
I 8 r

15

1.0

05

A
x

\

In

jS

E

A

0.5

014-

0.3-

0.2

y\F"
~ÜHT 200

molarity
en chlorure
de sodium

300 ml effluent 400

* L*6lectrophor6gramme sch£matis6 au niveau du pic A compte une erreur accidenteile: la fraction anodique
est en r£alit£ cathodique et doit figurer juste sous la ligne de depart.

Fig. 12. — Chromatographie des globulines sur DEAE cellulose.
Colonne: 1 cm x 18 cm. Poids de prolines appliquees: 150 mg.

Taux de proteines recuperees: 69%. Effluent: 400 ml par fractions de 3 ml.
x —x Chromatogramme.
• • Gradient de force ionique.
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une allure exponentielle. Les petites fractions (figure 12) peuvent alors etre separees,
en particulier de la globuline majeure.

Les pics A et B, elues pour une concentration en chlorure de sodium de 0,015 M
et 0,03 M correspondent, le premier ä 3 fractions catodiques, le second ä 2 fractions
catodiques. Les fractions anodiques mineures sont eluees pour un seuil de concentration

d'environ 0,08 M. La fraction anodique majeure, apparemment homogene, est

eluee pour une concentration d'environ 0,2 M. Une fraction anodique importante,
de mobilite electrophoretique sensiblement identique, est eluee ä plus forte concentration:

0,45 M environ. Un leger accident de la courbe constate ä forte concentration

+ n

E 280

0.5

M

0.3

0.2

0.1

molarity
en chloru
de sodiu

150 ml. effluent 200

Fig. 13. — Chromatographie des globulines sur DEAE cellulose.
Colonne: 1 cm x 18 cm. Poids de protemes appliquees: 85 mg.

Taux de proteines recuperees: 20%. Effluent: 200 ml par fractions de 3 ml.
Gradient de concentration saline d'allure exponentiel allant de 0 ä 0,17 M.

x x Chromatogramme.
9 © Gradient de force lonique.
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saline, 0,55 M environ, semble correspondre ä la fraction mineure anodique tres

mobile dejä mentionnee.
Un etalement encore plus large de la zone d'elution ä faible force ionique

(figure 13) laisse supposer que les fractions anodiques, qui sur electrophoregramme
global, semblent n'etre que 3, seraient en realite plus nombreuses et de proprietes si

voisines que leur deplacement de l'absorbant par le chlorure de sodium s'effectue

pour des valeurs tres voisines de la concentration saline.

Nous constatons ici que la transition entre l'elution des fractions anodiques et
celle des fractions catodiques se produit pour une valeur de concentration saline

sensiblement egale ä celle observee dans la figure 2 (0,09 M environ).

Archives des Sciences. Vol. 23, fasc. I, 1970. 9



Chapitre 5

ETUDE DES PROTEINES DE L'AXE GERMINATIF

La nature meme et la destinee si differentes des deux parties de la graine con-
duisent ä supposer que les proteines presentes dans ces organes sont dissemblables

par leur constitution et leur fonction. L'etude des proteines de Taxe, succedant ä

celle des cotyledons et conduite suivant des procedes analogues, permettra de mieux
connaitre les proteines de cet organe, contenant principalement, peut-on penser, des

proteines de constitution, en les comparant ä Celles des cotyledons considerees

comme proteines de reserve.

I. Caracteristiques du germe

Tableau 20

Teneurs de la farine d'axe en azote, phosphore, glue ides et lipides exprimees en % du poids sec de la farine.

Azote Phosphore glucides Lipides

Axe 8,40 0,80 40,00 5,20

Cotyledons 4,40 0,22 69,00 0,50

L'axe (tableau 20) est pies de 4 fois plus riche en phosphore que les cotyledons
bien qu'il ne soit que 2 fois plus riche en azote. En outre, il contient une quantite non
negligeable de lipides.

Ces caracteristiques rendent compte de la difference de nature de ces organes.
l'axe etant riche en proteines de structure.

Tableau 21

Nature des glucides contenus dans la farine d'axe
Les teneurs sont exprimees en % du poids sec de la farine et comparees aux valeurs similaires des

cotyledons.

glucides
totaux

glucides
solubles amidon glucides

non extraits

Axe 40 32 traces 7

Cotyledons 69 14 42 13
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Les differentes formes sous lesquelles se trouvent les glucides montrent
(tableau 21) que Taxe germinatif contient peu de glucides de reserve; cependant
des zones ä amidon ont ete revelees cytochimiquement dans certains tissus.

II. Extraction des proteines

1. Bilan d'une extraction totale

Alin de connaitre la nature des families proteiques contenues dans Taxe et,

en meme temps, les proportions relatives de ces families, des extractions totales, par
"intervention successive des trois solvants classiques appliques aux cotyledons (eau,
solutions salines, solutions alcalines diluees), ont ete conduites suivant les memes
modalites (dilution d= 15).

Deux extractions menees parallelement, faisant intervenir l'une l'eau en premier
solvant, l'autre les solutions salines, permettent de determiner egalement quel est le

meilleur mode d'extraction.
Les resultats sont exprimes figure 14

Le graphique revele deux singularites: les points A et B.

A —Le taux du 5e extrait est superieur ä celui du 4e. Lorsque NaCl agit en premier
solvant, ce minimum n'existe pas. Cela indiquerait la presence d'une fraction
de prolamine soluble dans l'eau pure (et dans l'alcool ä 70°). Cette fraction
n'existait pas chez les cotyledons. De telles prolamines, legerement solubles
dans l'eau pure, ont ete signalees par plusieurs auteurs et notamment par Baudet
et Mosse (1962b).

B —Les taux cumules d'extraction par epuisement ä l'aide des deux premiers solvants
ne sont pas egaux, contrairement ä ce que l'on constatait chez les cotyledons.
L'avantage, comme le revele le tableau 22, est pour le Systeme eau-NaCl.

Tableau 22

Comparaison des taux d'azote extrait ä chaque etape, exprimes en pourcentage de l'azote total de la
prise d'essai

ordre des
solvants

6tapes
"

Eau-NaCI-NaOH NaCl-eau-NaOH

N total extrait par le

premier solvant. 73,0 75,1

N total extrait par le

deuxieme solvant. 8,8 3,6

N total extrait par les

deux premiers solvants 81,8 78,7



132 ETUDE DES PROTEINES DES GRAINES D'UNE LEGUMINEUSE: LABLAB NIGER MEDIK

100

90

80

70

60

50

40

30

20

1 0

N en% de N total
,,de la prise d'essai

n* -»'A

J

-A //

A— "
• A ••

'B

A<.-°"

\
\
I
|

Ji(l\i
A/X.

NaCI NaOH

numero d'orc
R des extraits

Fig. 14. — Comparaison de 2 extractions totales utilisant:
l'une l'eau en premier solvant, l'autre le chlorure de sodium.

1) Variation des teneurs des extraits en azote total en fonction
de la nature et du numero d'ordre de chaque extrait.

2) Comparaison des valeurs cumulees.
x x Azote total de chaque extrait lorsque l'eau agit

en premier solvant.
o o Valeurs cumulees de l'azote total extrait ä chaque etape

lorsque l'eau agit en premier solvant.

• • Azote total de chaque extrait lorsque le chlorure de sodium
agit en premier solvant.

^ ^ Valeurs cumulees de l'azote total extrait ä chaque etape
lorsque le chlorure de sodium agit en premier solvant.
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Ainsi, le mode d'extraction faisant intervenir les solutions salines en premier
accuse un leger avantage, ä fin de la premiere etape, sur le mode d'extraction faisant

agir d'abord l'eau. Mais ä la fin de la deuxieme etape, c'est ce dernier mode qui vient
en tete pour le rendement et il y demeure jusqu'ä la fin de l'extraction bien que le

troisieme solvant (NaOH) ait sensiblement retabli l'equilibre.
Ces constatations confirment l'existence d'une fraction prolamine, soluble dans

l'eau pure.
Si nous comparons ces resultats aux extractions cotyledonaires similaires, nous

constatons l'existence, propre au germe, d'une prolamine quantitativement peu
importante (3% environ de l'azote total de la farine), soluble dans l'eau pure. Par
ailleurs, le taux d'azote residuel, bien qu'encore relativement faible, est plus eleve

que pour les cotyledons (6% contre 1,5%).
L'existence de cette fraction a ete confirmee par extraction ä l'aide de son

solvant propre, l'alcool ä 70°.

2. Substances phosphorees et glucidiques accompagnant les proteines dans les extraits

Le fractionnement conduisant ä l'isolement, ä partir des extraits, des 2 families:
albumines et globulines, a ete applique aux extraits de farine d'axes suivant le meme
schema que celui applique aux extraits cotyledonaires (schema 1).

La teneur en glucides totaux et phosphore total des extraits a ete determinee.

L'efficacite de l'elimination de ces substances ä la suite des operations de fractionnement

peut etre contrölee par l'examen du tableau 23.

Tableau 23

Proportions relatives des eonstituants phosphores et glucidiques ä chaque etage du fractionnement
du premier extrait aqueux. Les teneurs sont exprimees en pourcentage du poids sec de la prise d'essai

et comparees aux valeurs analogues cotyledonaires.

Extrait
total

Precipitation par
le sulfate d'ammonium

a saturation

Electrodialyse du
pr6ctpit6 redissous

Elimination
par dialyse

surnageant prdcipite

axe

Azote 5,00 3,30

Phosphore 0,60 0,40 0,20 0,18 0,02

Glucides 29,00 23,70 5,30 2,63 2,67

cotyledons

Azote 2,60 2,04

Phosphore 0,18 | 0,14 0,04 0,025 0,015

Glucides 11,00 9,00 2,00 1,16 0,84
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On remarque tout d'abord que, proportionnellement ä la quantite d'azote
solubilise, le taux de phosphore des extraits d'axes est pres de deux fois superieur ä

celui des extraits de cotyledons. La teneur en glucides accuse elle-meme un leger
avantage.

On constate ensuite que les glucides et les matieres phosphorees accompagnant
les proteines dans les extraits s'eliminent en grande majorite des la premiere etape
d'isolement des proteines, comme cela avait ete constate sur les extraits cotyledon-
aires, ä un degre moindre toutefois ici en ce qui concerne les matieres phosphorees,
comme le precise le tableau 24.

Tableau 24

Taux de phosphore et de glucides lotaux presents ä chaque etape du fractionnement en pourcentages
respectivement du phosphore total et des glucides totaux de Textrait.

Les valeurs analogues cotyledonaires sont rappelees a litre comparatij.

Extrait
total

Precipitation par
le sulfate d'ammomum

ä saturation

Electrodialyse du
precipite redissous
(% apres dalyse)

Elimination
par dialyse

surnageant precipite

axe
Phosphore 100 66,7 33,3 30,0 3,3

Glucides 100 81,7 18,3 9,1 9,2

cotyledons

Phosphore 100 77,8 22,2 13,8 8,4

Glucides 100 81,8 18,2 10,5 7,7

L'elimination des glucides est analogue sur extraits d'axes ou de cotyledons.
Precisons les formes sous lesquelles se trouve le phosphore des extraits. Le

phosphore soluble dans l'acide trichloracetique englobe principalement le phosphore
phytinique et mineral. Les surnageants trichloracetiques ont done ete fractionnes afin
de determiner la proportion de phosphore phytinique qu'ils contiennent. Plusieurs
modes d'isolement de la phytine ont ete essayes et confrontes. Tout d'abord la

precipitation par les ions Ba++, Ca++, Fe+ + + ä pH 8; la precipitation par les ions

baryum ou calcium entraine des complications pour la determination du phosphore
total du precipite du fait de formation, lors de la mineralisation, de sulfates insolubles
necessitant des filtrations. Toutefois les resultats recueillis ne s'ecartent pas de ceux
obtenus par formation de phytate ferrique. Mais la methode la plus simple consiste,

comme nous l'avons dejä dit, ä evaluer la phytine par difference entre le phosphore
total et le phosphore mineral des surnageants trichloracetiques; Cette approximation
tenant pour negligeable les infimes quantites de substances phosphorees solubles
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dans l'acide trichloracetique et qui ne sont ni minerales ni phytiniques. Les resultats
obtenus sont groupes dans le tableau 25. L'analyse des extraits cotyledonaires a

ete reprise sur des lots de farine autres que ceux des determinations anterieures

afin d'etre menee simultanement et parallelement ä celle des extraits de farine d'axes.

Tableau 25

Dißerentes formes de phosphore contenues dans les extraits proteiques.
Les teneurs en phosphore sont exprimees en pourcentage du poids sec de la prise d'essai.

P. total

soluble dans A.T.C. insoluble
dans
ATC

(proteique

soluble ds
les

solutions

satur6es
de sulfate

d'am

insoluble ds
les solutions
satur£es de

sulfate d'am.
(proteique)total phytini-

que
mineral

farine
axes

cotyledons

0,80

0,22

—

Ier extrait
axes 0,60 0,42 0,26 0,16

0,03

0,18

0,03

0,41 0,19

cotyledons

0,19 0,16 0,13 0,15 0,04

II n'y a pratiquement pas de difference dans la determination du phosphore des

proteines, que la precipitation de ces dernieres ait lieu par l'acide trichloracetique ou

par saturation avec le sulfate d'ammonium.

Tableau 26

Teneur des extraits proteiques en differentes formes de phosphore exprimees en pourcentage
du phosphore extrait.

P total
extrait

P soluble dans A.T.C.
P. prot6ique

total phytinique mineral

axes 100 70,0 43,3 26,7 30

cotyledons 100 84,2 68,4 15,8 15,8

II n'est pas surprenant (tableau 26) de constater, chez l'axe, une proportion
relativement plus forte de phosphore proteique (30% du phosphore extrait contre
15,8 % chez les cotyledons).
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Par contre, ll est etonnant de constater que le taux de phytine present dans le

germe est loin d'etre neghgeable. Moins eleve que le taux cotyledonaire, il atteint
cependant 43% du phosphore extrait et 33% du phosphore total de la farine.

Ainsi, la phytine, consideree comme substance de reserve, pourrait participer
aux syntheses lors de la germination.

III. Etude des familles proteiques

1. Analyse des families

A) Constitution

Les teneurs en azote, phosphore et glucides, exprimees en fonction du poids
de proteines, ont ete determinees sur des prises d'essais des familles isolees, purifiees,
cryodessechees. II a ete tenu compte d'une teneur en humidite residuelle eventuelle,
etablie par dessiccation ä 110° de parties aliquotes. Les resultats figurent tableau 27.

Tableau 27

Teneur des albumines et globulines en azote, phosphore et glucides exprimee en poureentage du poids sec
de la proteine.

Azote Phosphore Glucides

axe
G

A

15,2

13,2

0,9

0,7

7,5

i8,u

cotyledons
G 15,8 0,28 6,0

A 15,3 0,07 8,5

D'une maniere generale, les globulines, quelle que soit leur origine, sont plus
riches en azote et en phosphore que les albumines. Par contre, elles sont moins
riches en glucides.

La teneur en phosphore des proteines d'axe est singulierement importante
(0,7 ä 0,9 % environ) alors que chez les cotyledons les albumines en sont pratiquement
depourvues et les globulines n'en renferment que 0,28 %.

II est ä noter qu'aucune famille proteique cotyledonaire ou embryonnaire
n'est totalement depourvue de sucres. La teneur minimum constatee atteint encore
6%. (II n'est question que des families globales car nous avons vu que les pseudo-
globulines de cotyledons ne renferment que 2,5% de glucides).
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Les albumines de l'axe sont particulierement riches en glucides (18%). En

consequence leur taux d'azote est le plus faible de tous (13,2%). Cette forte teneur

en glucides confere aux albumines de germe une remarquable stabilite que nous

avons pu eprouver. Un extrait aqueux total cotyledonaire abandonne ä 2° C devient

rose, marron, presque noir en 8 ä 10 jours, alors que l'extrait d'axes abandonne ä

cote dans les memes conditions reste clair. Toutefois, ä temperature ambiante, les

extraits aqueux de germe ou de cotyledons precipitent abondamment des le deuxieme

jour, mais, au bout de 15 jours, leur couleur n'a pas change. Les transformations
dues au temps ne sont done pas les memes ä 2° et ä 28°. La precipitation precoce
empecherait les transformations conduisant ä des substances colorees.

B) Analyse electrophoretique et immunoelectrophoretique.

a) Albumines. Malgre les differences constatees precedemment dans la constitution

des albumines d'axe et de cotyledons, les electrophoregrammes soulignent
plutöt les similitudes (figure 15). Toutefois, les albumines de germe accusent une

plus grande mobilite des fractions anodiques les plus mobiles et une proportion plus

importante de fractions catodiques. De plus, la fraction, revelee chez les cotyledons,
sous forme de spot arrondi rappelant l'apparence des albumines s£riques, n'a pas
son homologue chez les albumines d'axe.

De grandes analogies structurales doivent cependant exister entre albumines
de chaque partie de la graine car la diffusion d'albumines d'axe contre l'immun-
serum antialbumines de cotyledons revele un nombre eleve d'arcs de precipitation,
inferieur cependant ä celui provoque par la diffusion des albumines de cotyledons
(fig. 16).

b) Globulines. Si les albumines de l'axe germinatif semblent plus complexes

encore que celle de cotyledons, les globulines paraissent, en revanche, plus simples

(fig. 17); la fraction anodique majeure est moins importante, les fractions catodiques
moins nombreuses (on n'en decele que 2); cependant, dans cette famille, comme dans

les albumines, les identites structurales se manifestent entre globulines de l'axe et de

cotyledons.
Tout d'abord, la fraction tres mobile, revelee chez les globulines de cotyledons,

existe egalement chez l'axe. En outre, des precipitations croisees montrent que la

plupart des globulines de l'axe reagissent avec les anticorps provenant des memes

globulines cotyledonaires.

2. Fractionnement des families

Un fractionnement par Chromatographie sur DEAE cellulose a ete applique
aux deux families proteiques de l'axe suivant les memes principes que ceux observes

pour le fractionnement des proteines cotyledonaires.
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A) Albumines

L'elution fut assuree par Taction combinee d'un gradient de force ionique
et d'un gradient de pH. Ici la force ionique etait celle du tampon phosphate

Fig. 15. a) — Electrophoregramme des albumines d'axe (photo)
et courbe densitometrique.

b) Schema du diagramme fourni par une electroplorese simultanee
des albumines d'axe et de cotyledons.
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et variait suivant une courbe ä allure exponentielle de 0,005 M ä 0,5 M; le pH passait,
suivant le meme rythme, de 8,4 ä 3. Le chromatogramme obtenu (figure 18), permet
de constater que 3 fractions principales ont ete isolees dont une domine quantitative-
ment tres nettement les autres. Comme chez les cotyledons le gradient de pH mesure

Fig. 16. — Electrophorese d'albumines d'axe et de cotyledons diflfusee
contre Pimmunserum antialbumines de cotyledons.

cot.

axe

Fig. 17. — Electrophoregrammes compares des globulines d'axe et de cotyledons.

ä la sortie de la colonne s'eloigne de celui realise ä l'entree. La encore il y a alcalinisa-
tion correspondant ä la sortie des fractions les plus alcalines.

B) Globulines

L'allure du chromatogramme des globulines d'axe (figure 19) est differente de

celle presentee par celui des globulines de cotyledons realise dans les memes conditions

(figure 12). La fraction majeure est eluee ä force ionique superieure comme chez

les cotyledons, les fractions eluees ä faible force ionique sont catodiques, les fractions

majeures eluees ä force ionique superieure sont anodiques.
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Fig. 18. — Chromatographie des albumines d'axe sur DEAE cellulose.
Colonne: 1,5 cm x 30 cm. Poids de proteines applique: 320 mg.

Taux de recuperation: 79%. Effluent: 750 ml par fractions de 5 ml.
Elution par gradient mixte de force ionique et de pH

f phosphate 0,005 M pH 8,6

l ä phosphate 0,5 M pH 3

x x Chromatogramme.
• • Gradient de force ionique.
o o Gradient de pH.
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ml. effluent
Fig. 19. — Chromatographie des globulines d'axe sur DEAE cellulose.

Colonne: 1,5 cm x 30 cm. Poids de globuline applique: 300 mg.
Taux de recuperation: 75%. Effluent: 500 ml par fractions de 5 ml.

Elution par gradient de concentration saline (Nacl 0 ä 0,6 M).
x x Chromatogramme.
o o Gradient de force ionique.



RESUME ET CONCLUSIONS

I. Mise au point des conditions d'extraction

L'etude des facteurs pouvant exercer une influence sur la solubilisation des

proteines a conduit ä determiner les conditions optimales d'extraction et a permis,
en outre, de reveler des fluctuations, dans les cotyledons de la graine quiescente, des

caracteres de solubilite des proteines.

1° La duree optimum de l'extraction est de 5 minutes ä 2° C.

2° Pour une extraction exhaustive par l'eau, la meilleure dilution est la plus faible
(des dilutions de 1,25 ä 50 ont ete testees), ä condition d'effectuer au moins 5

extractions successives. Mais si la quantite des proteines extraites par l'eau est plus
grande dans le cas d'une faible que d'une forte dilution, dans ce dernier cas, ce

qui n'a pas ete extrait 1'est par les solutions salines. L'ensemble des proteines
solubilisees par ces 2 solvants s'eleve, dans l'un et l'autre cas, ä 86% de l'azote
total.

3° L'influence de l'ordre d'action des 2 solvants: eau, solutions salines, se fait sentir
surtout sur Ie premier extrait. Le rendement de celui-ci, dans le cas oü le chlorure
de sodium a ete utilise, est superieur de 18% ä celui que donne le premier extrait

aqueux (effectud sur farine fraichement moulue en observant un taux de dilution
de 15). Pour solubiliser la majorite des globulines et des albumines, il sufflra
d'effectuer 2 extractions successives par une solution de chlorure de sodium.

4° La force ionique optimum la plus faible est celle d'une solution de chlorure de

sodium ä 4% (^ 0,68). Le rendement de l'extraction est legerement ameliore
si une telle solution est tamponnee ä pH 7.

5° Les proteines de farine fraichement moulue sont beaucoup plus solubles que
Celles de farine conservee apres mouture; l'effet, dejä sensible apres 24 heures,
atteint son maximum apres 15 jours. C'est l'hydrosolubilite qui est particuliere-
ment affectee puisqu'elle peut diminuer de presque 2/3. Mais la diminution de

solubilite dans les solutions salines n'est pas, elle-meme, negligeable et peut,
dans les conditions les plus defavorables, atteindre 8 % des proteines normalement
solubilisees, quantite qui ne peut plus alors etre dissoute que par les solutions
alcalines diluees.

Mais ces influences, exercees par l'etat de la farine, ne sont pas constantes.
Elles semblent soumises elles-memes ä un curieux cycle interne de la graine,
rythme endogene annuel conjugue avec un effet de senescence.
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6° Cependant, quel que soit l'etat de la farine, une extraction exhaustive est realisee

en faisant intervenir successivement dans l'ordre ou bien les 3 solvants eau,
chlorure de sodium ä 4%, soude 0,1 N ou, plus simplement, chlorure de sodium

puis soude. Dans les 2 cas, le taux d'azote solubilise represente la presque totalite
de l'azote de la farine puisqu'il s'eleve ä 98,5 %. L'action de tous les facteurs dont
nous avons precise l'influence ne s'exerce que sur les taux relatifs solubilises pour
chaque solvant. Le taux d'azote dissous par l'eau agissant en premier solvant peut
varier de 20 ä 60%, les solutions salines succedant aux epuisements par l'eau

permettent de completer cette teneur ä un total qui ne varie plus alors que de

81 ä 87%. L'extraction saline retablit totalement l'equilibre et amene la teneur
en azote extrait ä la proportion stable de 98,5%.

La complexite des extraits et la nature et les proportions des corps accompagnant
les proteines en solution ont ete precisees.

II. Analyse et fractionnement des extraits cotyledonaires

Sur 100 grammes de poids sec extrait 60 environ sont constitues de molecules

proteiques non dialysables. Les petites molecules (40%) represented en majorite
des Sucres dialysables (26 % environ), le reste groupe principalement les amino acides

et les sels mineraux.
La place des families proteiques au sein de tous les corps azotes dissous a ete

precisee.

Une analyse de la constitution des extraits obtenus ä partir de farines fraiche-
ment moulues ou conservees apres mouture, a permis de preciser que c'est la famille
globulinique qui est responsable de l'importante baisse de solubilite des proteines
dans l'eau consecutive au vieillissement de la farine. Toutefois, chacune des 3 families
subit cette influence dont l'effet se traduit par une legere baisse de solubilite dans les

solvants aqueux ou salins.

Le mecanisme qui permettrait aux globulines d'etre solubilisees par l'eau pure
a ete revele par l'etude des substances phosphorees accompagnant les proteines en

solution. Cette analyse a conduit ä emettre l'hypothese que les globulines formeraient
avec la phytine un complexe hydrosoluble.

III. Analyse des familles proteiques cotyledonaires

1° Les teneurs de chaque famille proteique en azote, phosphore et glucides
furent precisees, revelant de sensibles differences. La plus frappante est l'opposition
entre albumines, famille la plus riche en glucides, et pseudoglobulines, famille la plus
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pauvre. Cependant, malgre ce contraste, la distinction de ces proteines en deux families

separees est artificielle. En effet, l'isolement des pseudoglobulines se heurte ä un
defaut de reproductibilite. La recherche des causes responsables des irregularites
constatees a permis d'imputer au degre de dilution de l'extrait proteique les

differences observees. Cependant, ce n'est pas sur la precipitation par les solutions demi-

saturees en sulfate d'ammonium que la dilution exerce une influence, comme on

pourrait le croire, mais c'est au cours de la premiere etape d'isolement de toutes
les proteines que ce facteur intervient. En solution diluee, les pseudoglobulines
precipitent au cours de la premiere dialyse, venant grossir artificiellement le pre-
cipite de globulines. II n'est plus possible alors de les retrouver ä l'etape normale de

leur isolement. En solution concentree, par contre, elles franchissent les etapes

precedant leur isolement. C'est une denaturation, favorisee par la dilution, qui les

fait precipiter au cours d'une dialyse qui devrait les laisser en solution.
La premiere caracteristique des pseudoglobulines est done une grande fragilite

contrastant avec la stabilite des albumines. On peut rapprocher de cette opposition
les teneurs en glucides qui sont egalement inverses. Mais les contrastes s'arretent lä

et l'on est surpris de constater une grande analogie des comportements electro et

immunoelectrophoretiques. Ainsi on est conduit ä penser que les albumines et les

pseudoglobulines ne font qu'une famille. Chaque fraction de cette famille serait
constitute de 2 entites dissocialbles, l'une stable riche en glucides, l'autre instable

pauvre en glucides, les 2 entites ayant, par ailleurs, memes proprietes electrophore-
tiques et antigeniques. Les electrophoreses effectuees ä pH 8,6 en gel d'agarose
revelent 9 fractions: 7 ä mobilite anodique et 2 ä mobilite catodique.

2° Le diagramme general des globulines revele 3 fractions catodiques tres

distinctes, 1 fraction anodique majeure (heterogene en immunoelectrophorese) et

unc fraction anodique inineure ires mobile, visible seulement apres electrophoreses
de tres courtes durees.

Le fractionnement chimique des globulines comporte une precipitation isoelec-

trique suivie de precipitations fractionnees par saturation progressive ä l'aide de

sulfate d'ammonium. Selon que la solution proteique de depart est diluee (2%) ou
concentree (13%), la precipation isoelectrique se produit ä pH 4,28 ou ä pH 5,45.

Cette difference est ä rapprocher des ecarts que presente le pH de solubilite minimum
ä concentration proteique constante mais ä forces ioniques differentes (5,1 pour

j 0,3 et 3,8 pour £ 0,7).
La saturation progressive par le sulfate d'ammonium permet d'obtenir un

precipite des 40% de saturation dans le cas de la solution proteique concentree, par
contre, avec une solution diluee, il faut aller jusqu'ä 70% de saturation pour obtenir
un debut de precipitation. 2 fractions seulement, ainsi isolees, sont homogenes ä

l'electrophorese.
La Chromatographie sur DEAE cellulose a ete appliquee aux families globales

albuminique et globulinique.
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VI. Etude des proteines embryonnaires

L'axe est pres de 4 fois plus riche en phosphore que les cotyledons bien qu'il ne

soit que 2 fois plus riche en azote; en outre il contient une quantite non negligeable de

lipides. Ces caracteristiques rendent compte de la difference de nature de ces deux

organes. Par contre la teneur en glucides de l'axe est beaucoup plus faible que celle

des cotyledons (40% contre 69%); l'amidon est responsable de cette difference,
le germe n'en contenant que des traces. Si on ne considere que les glucides solubles,

l'axe, par contre offre une teneur neltement superieure (32% contre 14%).
L'examen des bilans d'extraction totale ä l'aide, tout d'abord, des 3 solvants

utilises lors de la solubilisation des proteines cotyledonaires, puis avec l'intervention
d'un quatrieme solvant, l'alcool ä 70°, a permis de reveler l'existence, propre au

germe, d'une prolamine soluble non seulement dans l'alcool ä 70° mais aussi dans

l'eau pure (privee d'electrolytes). Le taux d'azote residuel, non extractible par les

moyens mis en oeuvre, bien qu'encore relativement faible, est plus eleve pour le germe

que pour les cotyledons (6% contre 1,5%).

Proportionnellement au taux d'azote extrait, le taux de phosphore des extraits
de l'axe est 2 fois superieur ä celui des extraits de cotyledons, le taux de glucides

accuse, lui-meme, un leger avantage.
Ici, comme chez les cotyledons, la premiere etape d'isolement des proteines

(precipitation par le sulfate d'ammonium ä saturation) permet d'eliminer la majorite
de ces substances compagnes, ä un degre moindre toutefois en ce qui concerne les

matieres phosphorees.
Une etude detaillee des formes sous lesquelles se trouve le phosphore dans les

extraits a revele une proportion de phosphore proteique pres de 2 fois plus impor-
tante dans les extraits de l'axe que dans les extraits cotyledonaires (chez le germe
30% du phosphore total extrait contre 15,8% chez les cotyledons). Ceci n'est pas

surprenant. On peut s'etonner davantage du taux relativement eleve de phytine qui,
moins eleve que le taux cotyledonaire, atteint cependant 43% du phosphore extrait
et 33% du phosphore total de la farine.

L'analyse des 2 families embryonnaires a permis plusieurs constatations.

— Les globulines, qu'elles soient cotyledonaires ou embryonnaires, sont plus
riches en azote et en phosphore mais moins riches en glucides que les albumines.

- Aucune famille cotyledonaire ou de l'axe n'est totalement depourvue de

glucides; la teneur minimum constatee atteint encore 6% (en ne considerant

que les families globales car les pseudoglobulines de cotyledons ne renferment

que 2,5% de glucides). Ce sont les albumines de l'axe qui presentent le taux
le plus eleve (18%), en consequence leur taux d'azote est le plus faible de tous

(13,2%).

Archives des Sciences. Vol. 23, fasc. I, 1970. 10
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— La teneur en phosphore des proteines de l'axe est singulierement importante
(0,7 ä 0,9 %) alors que chez les cotyledons, les albumines en sont pratiquement
depourvues et les globulines n'en renferment que 0,28 %.

— La proportion des albumines par rapport aux globulines est plus elevee chez

l'axe que chez les cotyledons.

Malgre les differences de constitution revelees entre proteines de germes et de

cotyledons, les electrophoregrammes soulignent un certain nombre de similitudes.
Toutefois les albumines de l'axe accusent une plus grande mobilite anodique et

une plus forte proportion de fractions catodiques que Celles des cotyledons, elles

sont plus complexes. Par contre les globulines sont plus simples. La Chromatographie
sur cellulose anionique a permis de separer, ä partir des albumines comme des

globulines, un grand nombre de fractions. Les chromatogrammes presentent des

differences. Malgre ces particularites des proteines de chacune des deux parties de

la graine qu'affirment les diagrammes chromatographiques ou electrophoretiques,
une parente de structure est revdlee par croisements immunochimiques.
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