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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
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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.
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