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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.
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