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CHAPITRE 3

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

Nous allons maintenant situer, avec plus de précision, la place des protéines
au sein de tous les corps azotés extraits par 1’eau et les solutions salines aprés avoir
établi, en premiére partie, un schéma de fractionnement des extraits conduisant a
I'isolement de 3 familles protéiques déterminées par leurs caractéres de solubilité.
Ensuite la sensibilité propre de chacune de ces familles aux influences révélées dans
le second chapitre sera recherchée.

Pour terminer, I'importance des substances phosphorées et glucidiques dans
les extraits sera établie ainsi que leur role sur la solubilité des protéines.

I. FRACTIONNEMENT DE L'EXTRAIT PROTEIQUE

Les essais précédents ont montré que les 2 premiers extraits salins réunis renfer-
maient la presque totalité des protéines sels-solubles que nous étudions ici. Cest a
la réunion de ces 2 extraits que nous appliquons le terme général extrait protéique.

Nous allons définir les meilleures conditions qui permettent d’individualiser les
3 familles, albumines, pseudoglobulines et globulines, auxquelles appartiennent la
majorité des protéines de dolique.

Nous nous sommes adressée a une séparation par voie chimique couramment
utilisée dans les études sur les protéines sériques et qui fait intervenir des précipi-
tations par le sulfate d’ammonium a différents degrés de saturation (schéma 1).

Comme nous I'avons signalé antérieurement, I'utilisation de I’électrodialyse en
remplacement des dialyses a permis de réduire considérablement les durées d’isole-
ment, d’autant plus que la précipitation de toutes les protéines par le sulfate d’ammo-
nium a saturation, au cours de la premiére étape, permet d’éliminer d’emblée toutes
les molécules génantes telles que le sucre et la phytine qui dialyseraient lentement.
Le nombre d’heures, figurant prés de chaque famille protéique, indique le temps
écoulé entre la mise en solution et I'obtention de la solution protéique purifiée.

D’autre part, afin d’identifier les différents constituants azotés de ’extrait pro-
téique, nous avons conduit la série des opérations résumées dans le schéma 2.

Le tableau 13, établi a partir des résultats obtenus, donne la proportion et les
caractéres de solubilité des diverses catégories de corps azotés solubilisés. Il est inté-
ressant de noter I’existence d’une petite quantité de protéines (2,7 %, — 2,8 % de I’azote
extrait) particuliérement stables ne précipitant ni par saturation des solutions en



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

SCHEMA 1
Extrait protéique
sulfate d’ammonium & saturation, centrifugation
4
précipité dissous, électrodialysé surnagéant = ( amino acides
jusqu’a élimination totale éliminé peptides
du sulfate d’ammonium sucres solubles

puis centrifugé
|

[
|
i

précipité purifié par mise en surnageant
suspension dans I’eau distillée -
-suivie de centrifugation (2 fois) -~ - - - - - - sulfate d’ammonium 4 1% saturation

GLOBULINES (22 heures)

| i
précipité dissous surnageant

électrodialysé électrodialysé
(purifié¢ par deuxiéme ALBUMINES
précipitation) (46 heures)

PSEUDOGLOBULINES
(72 heures)

SCHEMA 2
Extrait protéique
|
| J
_I. ) T
sulfate d’ammonium a saturation acide trichloracétique 3M
| (concentration finale 1,5 M)
| | |
Précipité dissous surnageant !
+ " |
acide trichloracétique acide trichloracétique precipite surnageant
3M (concentration 3M (concentration dosé¢ +
finale 1,5M) finale 1,5M) sulfate
i | d’ammonium
y ! a saturation
1 t |
I | ] . |
précipité surnageant précipité surnageant précipité surnageant
dialysé dialysé dialysé dialysé dialysé dialysé
dosé dosé dosé dosé dosé dosé

sulfate d’ammonium seul, ni par ’action de I’acide trichloracétique seule, mais par
les 2 actions conjuguées. Par contre, une faible partie des peptides dialysables
(3,69 de I’azote extrait) est précipité par cet acide. Quant aux 3 familles protéiques
(albumines, pseudoglobulines, globulines), elles représentent prés de 78,8 % de I’azote
total d’extrait et sont constituées en majorité de globulines (81 %).
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TABLEAU 13

Nature et proportions des différents constituants azotés des cotylédons de graine de dolique extraits par
Peau et les solutions salines.

N total extrait

100
N dialysable N non dialysable
15,2 h 84,8
| |
i d:g;uzl-f-c (;::I:lf-}l-ec soluble dans ATC insoluble dans ATC
]l ”,6 3,6 précipitation par le sulfate d’ammonium a saturation
| .
i préc?&?able précipitable préc?gi?able précipitable
0,5 2,7 2,8 78,8
ALBUMI- PSEUDO- | GLOBULI-
NES GLOBU- LINES
LINES
9,9 | 4.9 64,0

[I. SENSIBILITE PROPRE DE CHAQUE FAMILLE
AUX DIVERSES INFLUENCES

1) Nature et proportions des différentes familles protéiques solubilisées aux principales
étapes d’une extraction.

Afin de savoir si I’extraction saline dissout les albumines aussi bien que le fait
I’extraction par I’eau, le fractionnement exprimé par le schéma 3 (trait plein) a été
appliqué a 3 extraits de farine conservée, I’'un utilisant ’eau comme solvant, les deux
autres des solutions de chlorure de sodium concentrées respectivement a 0,5 et 49,

Nous constatons (tableau 14) que les variations du taux d’extraction, provoquées
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 & solubiliser les 3 familles protéiques extractibles
est ainsi affirmée. Dans le cas d’une farine conservée 15 jours, les solutions salines
de force ionique 0,68 (NaCl 49%) solubilisent autant d’albumines et de pseudo-
globulines que I’eau distillée et beaucoup plus de globulines. Un essai ultérieur
doit permettre de généraliser la supériorité des extractions salines directes en I’étendant
au cas de farines fraichement moulues.
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SCHEMA 3

Fractionnement d’un extrait conduisant a la détermination des proportions relatives des différentes
Sfamilles protéiques qu’il contient.

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

|
partie aliquote dosée partie aliquote électrodialysée partie aliquote précipitée
—» N ToraL centrifugée par le sulfate d’ammonium
i a saturation, centrifugée (*)

| s ———— S o

'prvéciipit»é dissous électrodialysé
centrifugé
f

_surnageant éliminé .

|
précipité lavé dos¢ = surnageant
GLOBULINES -+

sulfate d’ammonium & !5 saturation
(addition de volume = de solution
saturée), centrifugé

précipité électrodialysé surnageant électrodialysé
dosé = PSEUDOGLOBULINES dosé = ALBUMINES

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

TABLEAU 14

Répartition de I’azote extrait par des solutions de forces ioniques croissantes au sein des 3 familles
protéiques (farine de 15 jours, 1°F extrait).
Les teneurs sont exprimées en pourcentage de ’azote total de la farine.

différentes

nature du formes d'N N total N apres dialyse
solvant

A+ Pg G
AU . . . . . e e e e e e e 22,5 13,2 1,6
NaClO,5% . . . . . . . . . .. .. 27,0 13,8 6,0
NaCl4% . . . . . . . . . . . . .. 69,0 13,5 48,7
2.

Nature et proportions des protéines affectées par la conservation de la farine

Trois extractions paralléles par I’eau ont été effectuées, 'une s’adressant a une
farine fraichement moulue, la seconde a une farine conservée 1 jour, la troisiéme &
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une farine de 30 jours. Le fractionnement du schéma 3 (pointillé) a été appliqué au
premier extrait de chaque lot. Les résultats sont rapportés dans le tableau 15.

TABLEAU 15

Répartition de I’azote extrait par I’eau, agissant sur des farines plus ou moins fraiches, au sein des
3 familles protéiques
Les teneurs en azote du premier extrait de chaque série sont exprimées en pourcentage de I’azote total
de la prise d’essai.

\\_ différentes formes d'N N total N aprés dialyse précédée de
durée de cxtraial précipitation par saturation
conservation \ avec le sulf. d’ammonium

\
A + Pg G
Ojour . . . . . . . . . . ... ... 57,4 12,2 31,0
1JoUE & < ¢ 5 o 5 5.5 % ¥ W 5 8 & 3 43,0 12,0 21,1
ISjours . . . . . . . . . . .. ... 19,9 10,9 1,8

La encore, ce sont les globulines qui subissent les effets de la durée de conserva-
tion de la farine. Ceci n’est pas surprenant. En effet, ce sont les extraits aqueux et
non les extraits salins qui manifestent une grande sensibilité a ’action de la conserva-
tion. Les globulines ne se dissolvent dans ’eau qu’en présence de molécules solu-
bilisantes. La conservation affecterait la présence de ces molécules. Toutefois, le
taux d’albumines décroit légérement lorsque le temps de conservation se prolonge.
La solubilité générale de toutes les protéines, solubilité propre, indépendante des
solvants, subit une baisse lente et progressive lorsque la farine est conservée, méme
a basse température (—10°) .

3. Comparaison des 2 modes d’isolement des familles protéiques

L’isolement des familles protéiques a été réalisé par dialyse de I’extrait brut
et les résultats obtenus ont été comparés a ceux fournis par dialyse précédée du
relargage des protéines par le sulfate d’ammonium. Le tableau 16, relatif a I'isolement
des protéines sans relargage préalable, montre une perte générale globale supérieure
dans le cas ol une dialyse simple de 7 jours a succédé a une électrodialyse de 20 heures.
Ce fait indique que 1’électrodialyse de 20 heures ne suffit pas pour éliminer tout ce
qui est éliminable; de nombreuses molécules dialysables, en effet, ne sont pas élec-
triquement chargées. Mais une dialyse prolongée succédant a I’électrodialyse bréve,
si elle est efficace, devient dénaturante comme le montre I’augmentation relative du

1 11 convient de remarquer, en outre, la plus forte proportion de substances azotées, dialysables
ou non, précipitables par le sulfate d’ammonium que contient I’extrait de farine fraiche.
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TABLEAU 16

Teneur en azote albuminique ou globulinique des extraits aqueux bruts dialysés ou électrodialysés.
Les teneurs sont exprimées en pourcentage de 'azote total de la prise d’essai.

nature et durée de 5
A : électrodialyse
\ la dialyse N électrodialyse S
total 20 heures suivie
durte:de : \ 20 heures dial. simple 7 j.
conservation

A 4 Pg G A+ Pg G
Ojour . . ... ....... | s14 | 19 | 340 | 88 | 374
BJOUE ¢ ¢ o sr et W o3 o e | @30 o - 336 - P 240 o - B9 - - 263~
ISjours . . . . . . . . . .. 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 précipité et sont venues grossir le lot des globulines, nous constatons, en
effet, une diminution sensible du taux d’albumines-pseudoglobulines. D’ailleurs, la
dénaturation, a ce stade, est évidente: on constate un rosissesment du surnageant
albuminique et un virage au gris du précipité globulinique .

L’élimination des molécules non protéiques par dialyse simple ou sous tension
de I’extrait aqueux brut est donc un probléme insoluble puisque ce procédé s’avére
ou inefficace ou dénaturant. Il est donc indispensable de procéder a la précipitation
préalable des protéines par saturation de I’extrait brut avec le sulfate d’ammonium.

III. SUBSTANCES PHOSPHOREES ET GLUCIDIQUES ACCOMPAGNANT
LES PROTEINES EN SOLUTION

|.  Influence des composés phosphorés sur la solubilisation des protéines par I’eau

Pour préciser le role que peuvent jouer les substances organiques phosphorées
sur la solubilisation des protéines, les teneurs en phosphore minéral et organique
d’extraits diversément riches en protéines ont été déterminées.

En ce qui concerne les extraits, le phosphore total a été dosé aprés minéralisation
de I’échantillon; le phosphore minéral a été évalué directement sur les extraits sans
minéralisation préalable.

En ce qui concerne la farine, le phosphore total a été déterminé aprés minéra-
lisation d’un échantillon; le phosphore minéral a été évalué sur le surnageant prove-

1 Remarquons ici encore la plus forte proportion d’azote dialysable contenue dans les extraits
de farine fraiche. La différence entre teneurs en A--Pg des tableaux 15 et 16 est imputable i la classe
de substances azotées non dialysables et non précipitables par le sulfate d’ammonium signalée pré-
cédemment.
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nant de la centrifugation d’une suspension farine-acide trichloracétique 107, (dans
la proportion de 1 g pour 10 ml) aprés agitation de 10 minutes.

Le phosphore organique extrait, apprécié par différence entre le phosphore
total et le phosphore minéral, est vraisemblablement constitué en grande majorité
par de la phytine: en effet I’extraction par I'eau de phosphores nucléique et lipidique
est négligeable, il resterait a préciser la part de phosphore organique constitué par du
phosphore glucidique; cette part est rarement importante. Chezle blé, M!'®¢ Moureaux
(1965) précise qu’elle n’atteint pas 4% de la quantité du phosphore total.

Les analyses que nous avons effectuées ont porté sur les extraits aqueux en
raison de leur sensibilité aux diverses influences étudiées dans le précédent chapitre.
Les teneurs en azote et en phosphore minéral et organique de deux séries d’extraits pro-
venant de lots de farines plus ou moins fraiches ont été établies. Parallélement, les teneurs
en phosphore des farines ont été précisées. Les résultats sont groupés dans le tableau 17.

TABLEAU 17

Comparaison des teneurs en azote et en phosphore de farines présentant des durées de conservation
extrémes, et de leurs extraits aqueux (extractions simultanées, effectuées dans des conditions rigoureuse-
ment identiques). Les teneurs sont exprimées en % du poids sec de la prise d’essal.

B
N total 4.4 4,4
P. total . e e 0,24 0,24
farine e e [ oo e
P. minéral. 0,04 0,04
P. organique (par différence). . 0,20 0,20
Ntotal . . . . . . . . . .. 2,42 1,70
P. total . e 0,18 0,14
premier extrait | e e | s -
P. minéral. 0,020 0,035
P. organique (par différence). . 0,160 0,105

L’extrait de farine fraiche, conformément aux observations du second chapitre,
est beaucoup plus riche en azote total que 'extrait de farine conservée (ce dernier
toutefois préssnte une teneur en azote supérieure a celle constatée dans de précédentes
expériences sur des farines moins longtemps conservées, mais ceci n’est qu’une manifes-
tation de plus du cycle endogéne de la graine dont nous avons parlé précédemment).

Nous constatons que les variations dans les teneurs en azote des extraits sont
liées a des variations de méme sens dans les teneurs en phosphore organique. Que le

ARCHIVES DES SCIENCES. Vol. 23, fasc. 1, 1970, 8
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taux de phosphore organique de la farine reste constant dans les deux cas étudiés
n’exclut pas la possibilité de rendre la phytine responsable des variations constatées
dans la solubilisation des globulines.

Le lien phytine-protéine, pour des pH supérieurs a 3, a été révélé et commenté
par plusieurs auteurs, comme nous l’avons exposé dans I’historique. Helliot et
Macheboeuf (1947) pensent que la phytine est préexistante dans la graine indépen-
damment des protéines et forme des complexes avec ces derniéres au cours des
extractions et des séparations.

Rondelet et Lontie (1955) d’une part, Smith et Rachis (1957) d’autre part, ont
montré que la phytine est liée, dans les solutions protéiques, a 1 ou 2 protéines
précises. Le fait que la diminution du taux d’azote extrait, liée a la durée de conserva-
tion de la farine, atteint un pallier inférieur qui correspond a une constitution pro-
téique presque uniquement albuminique laisse supposer que, dans les cotylédons de
dolique, presque toutes les globulines sont engagées dans un complexe hydrosoluble.
Le parallélisme entre taux de phytine des extraits et taux de globulines indiiment
solubilisées par 1’eau conduit & penser que ce complexe est une association phytine-
globuline. Par ailleurs, la force ionique conférée aux solutions aqueuses par les sels
minéraux de la farine est inférieure a 0,085 puisque les solutions de NaCl 0,59%
accusent une remontée du taux d’extraction de farines conservées.

Il faut remarquer que les complexes entre phytine et protéines dont parlent les
auteurs sont des complexes insolubles, précipités généralement irréversibles appa-
raissant au cours des opérations d’extration ou de fractionnement. Le complexe
dont nous supposons l’existence est d’autre nature puisqu’il rend au contraire
hydrosolubles des protéines qui ne le sont pas. Nos constatations nous conduisent
a supposer que ce complexe phytine-protéine est préexistant dans la graine. Lorsque
les structurcs tissulaires de la graine sont bouieversées par la mouture, le complexe
se dissocierait plus ou moins rapidement; la phytine libérée ne se dissoudrait plus
entiérement (peut-étre engagée dans des combinaisons avec Ca** ou Mg*™*) et
les globulines retrouveraient alors leurs exigences propres vis a vis de la force
ionique. Celle qui est conférée aux solutions aqueuses par les sels minéraux de la
farine est insuffisante pour les solubiliser toutes.

Ainsi, les différences plus ou moins importantes d’hydrosolubilité constatées
entre protéines de farine conservée et protéines de farine fraiche sont une
manifestation d’un cycle endogéne dont le complexe pourrait étre un des
moteurs.

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

Ainsi que nous I’avons exposé dans I’historique, les auteurs ayant étudié cette
question sont unanimes a proner I’élimination de la phytine des extraits protéiques,
ce composé étant rendu responsable de précipitations irréversibles, notamment lors
de fractionnements par acidification.
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Les procédés employés pour éliminer plus ou moins complétement ce composé
sont divers et généralement longs, avec risques de dénaturation; les principales voies
suivies étant la dialyse prolongée a pH alcalin de I’extrait brut, la chromatographie,
etc... Perles, comme nous l’avons relaté, constate que la combinaison phytine-
protéine est dissociée par relargage a 0° C: la protéine précipite, ’acide phytique
reste en solution et s’élimine par dialyse. Cette méthode parait judicieuse pour
éliminer a la fois la phytine et les autres substances non protéiques dissoutes.

Rondelet et Lontie déconseillent la précipitation ammonique du fait d’entraine-
ment irréversible de phytine par le précipité formant alors une association insoluble,
et aussi a cause de la longueur des dialyses que ce procédé entraine. Mais le précipité
ammonique que nous obtenons se remet intégralement en solution, en outre, la
rapidité des opérations de précipitations et de dialyse a laquelle nous parvenons
semble devoir annuler les risques de dénaturation.

L’essai suivant rend compte des étapes de I’élimination du phosphore des
extraits. Le fractionnement porte sur le premier extrait, par ’eau, d’une farine fraiche-
ment moulue. L’extrait brut fut précipité par le sulfate d’ammonium a saturation;
le précipité fut redissous puis électrodialysé contre de I’eau bidistillée pendant
20 heures (I’élimination du sulfate d’ammonium est totale dés 16 heures, les 4 heures
supplémentaires garantissent une marge de sécurité); ’adialysat fut alors recueilli
quantitativement et dosé. ’

TABLEAU 18

Taux de phosphore total présent d chaque étape du fractionnement en %, du phosphore total de
Pextrait ; taux de glucides totaux présents a chaque étape du fractionnement en %, des glucides totaux
de Uextrait.

|

précipitation par le sulfate |

d’ammonium . i

Extrait E;L?é::l;g?tfll-fgi sc! H Elimination |

total sous: non dialysé par dialyse |

surnageant précipité |

[

|

Phosphore 100 77,8 22,2 13,8 8,4 1
Glucides 100 81,8 18,2 10,5 7,7 ‘
|

Nous constatons, (tableau 18), que 789, environ du phosphore extrait est
éliminé par précipitation ammonique et 38 9%, de ce qui reste est élimité par dialyse.
Finalement, 869, du phosphore extrait est éliminé.

La quantité de sucres non négligeable restant dans les protéines fait partie de la
molécule, car les glucides non fortement retenus auraient été éliminés. Pour le
phosphore, il est difficile de discerner si les faibles quantités restantes font partie de
la molécule ou sont des restes phytiniques fortement liés aux protéines.
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