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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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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
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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.



ETUDE DES PROTEINES DES GRA1NES D'UNE LEGUMINEUSEt LABLAB NIGER MEDIK 105

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).
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