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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.



ETUDE DES PROTEINES DES GRAINES D'UNE LEGUMINEUSE: LABLAB NIGER MEDIK 145

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%).
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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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