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Chapitre 4

ETUDE DES FAMILLES PROTEIQUES

I. Analyse des familles proteiques

Les deux grandes familles, albumines et globulines, sont definies sans ambigui'te.
Elles sont caracterisees essentiellement par leur aptitude ä se dissoudre ou non dans

1'eau pure. Les difficultes commencent avec le fractionnement de ces familles en

entites constitutives.

1. Facteurs ajfectant la precipitation des pseudoglobulines

Rappelons les caracteres generaux des pseudoglobulines: insolubility dans les

solutions saturees ä 50% par le sulfate d'ammonium et solubilite dans l'eau pure et

les solutions salines diluees, coagulability par la chaleur et autres agents denaturants.
Nous voulions appliquer cette distinction aux proteines cotyledonaires et avons,

en effet, isole une famille repondant ä ces caracteristiques. Mais, si nous avons, dans
les tableaux du chapitre 3, fait figurer uniquement les teneurs globales en albumines
et pseudoglobulines au lieu d'exprimer les teneurs respectives en chacune de ces

families, c'est que nous avons constate des defauts dans la reproducibility de la

precipitation des pseudoglobulines.
Dans certains cas, aucun precipite ne se forme par demi-saturation du surna-

geant provenant de la centrifugation des extraits dialyses, que la dialyse ait ete

appliquee directement aux extraits ou qu'elle ait eu lieu apres precipitation prealable
des proteines par le sulfate d'ammonium ä saturation. Ce fait se constate aussi bien

dans le cas de dialyses simples que d'electrodialyses. II se constate egalement sur des

extraits provenant de farines fraichement moulues aussi bien que sur d'autres
provenant de farines conservees, dans le cas de graines jeunes que dans celui de graines
ägees.

L'influence de la concentration des proteines dans la solution mere a tout d'abord
ete soupQonnee. II semble cependant que l'explication ne soit pas si simple, ainsi que
le montrent les resultats de l'essai suivant: un extrait aqueux de farine fraichement
moulue a ete sature par le sulfate d'ammonium. Le precipite, redissous dans tres

peu d'eau, a ete dialyse. Apres separation des globulines, le surnageant a ete frac-
tionnee en plusieurs parts. La precipitation des pseudoglobulines a ete effectuee sur
une part non diluee, puis sur les autres ayant subi des dilutions croissantes. A toutes
les dilutions, les pseudoglobulines ont precipite. Le meme essai fut alors recommence,
mais en efiectuant la dilution avant la dialyse selon le schema suivant:
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Schema 4

Recherche de /'influence de la concentration avant dialyse sur la precipitation des psendoglobulines

Extrait sature par le sulfate d'ammonium

surnageant elimin£ precipite redissous
en solution concentree

solution diluee (d — 5)

I

solution concentree

electrodialyse rapide
jusqu'ä elimination totale
du sulfate d'ammonium

electrodialyse rapide
jusqu'ä elimination totale

du sulfate d'ammonium

precipite
I

surnageant precipite surnageant

!/2 saturation
par le sulf. am.

pas de precipite

1

d 1

'/2 satur.
I

d 2

Y2 satur.

I

precipite | precipite |

I
I

d 5

Vi satur.
I

precipite

Au moment de la demi-saturation par le sulfate d'ammonium, les solutions des

cas nos 1 et 4 presentent exactement la meme concentration en proteines et en sulfate

d'ammonium, or seule la solution n° 4 donnera lieu ä une precipitation.
Ainsi, il apparait que les pseudoglobulines ne supportent pas la dialyse, meme

rapide, en solution diluee. Elles precipitent et grossissent alors artificiellement le

lot des globulines. C'est done une denaturation, favorisee par la dilution, qui determine
l'absence d'apparition des pseudoglobulines dans certains cas et non la dilution elle-

meme.
Cette fragilite des pseudoglobulines revelee ici a, par ailleurs, ete constatee lors

d'essais de purification ä partir de solutions suffisamment concentrees avant dialyse,
la purification avait lieu de la maniere suivante: le precipite de Pseudoglobuline etait
dissous, electrodialyse puis reprecipite par demi-saturation. A chaque repetition de

cette operation, lors de la dialyse, une nouvelle quantite de Pseudoglobuline pre-
cipitait irreversiblement.

L'etude electrophoretique permettra de mieux percevoir les liens de parentis
qui unissent cette famille aux albumines. La conclusion qui s'impose actuellement
est que la distinction albumine-pseudoglobuline telle qu'elle est pratiquee sur les

proteines d'origine animale ne peut etre appliquee aux proteines de graines. La
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concentration proteique n'est pas, en effet, un parametre variable dans les humeurs

d'origine animale (serum, lait, ceuf, Par contre, les proteines de graines subissent

une extraction prealable des modalites de laquelle depend la concentration des

solutions proteiques obtenues. Desormais nous ne distinguerons plus les pseudo-
globulines des albumines que dans certains cas particuliers; le terme general famille
albuminique englobera les albumines et les pseudoglobulines, c'est-ä-dire les proteines
solubles dans l'eau pure et les solutions salines diluees.

2. Constitution des families proteiques

Les teneurs en azote, phosphore et sucres des 3 families que nous avons
definies au debut de ce travail ont ete determinees et figurent dans le tableau 19.

Tableau 19

Teneur en azote, phosphore et giucities des albumines, pseudoglobulines et globulines exprimees en

pourcentage du poids sec de ia proteine.

A pg G

N 14,8 18,0 15,8

P 0,06 0,07 0,28

Glucides

'
-

1

00

1

K> 6,0

La famille albumique (albumines, pseudoglobulines) ne contient que des traces
de phosphore. Par contre, les globulines en possedent des teneurs beaucoup plus
importantes.

Certains auteurs attribuent la presence de phosphore trouve dans les globulines
ä des impuretes entrainees lors de la precipitation. Nous pensons plutöt que ce

phosphore fait partie de la molecule. Nous avons vu que la precipitation par le
sulfate d'ammonium et la dialyse eliminent les impuretes eventuelles. Les auteurs
situent d'ailleurs la fixation des impuretes phosphorees sur le precipite au niveau de

la premiere precipitation par le sulfate d'ammonium, une partie du precipite pre-
sentant une tres forte teneur en phosphore serait alors rendue definitivement insoluble.
Nous n'avons, quant ä nous, constate aucune insolubilisation definitive ä cette

etape. Tout le precipite se remet integralement en solution; rien ne s'oppose alors
ä l'elimination des impuretes par dialyse.

En comparant la constitution des albumines et des pseudoglobulines, des

contrastes interessants apparaissent. Les taux de sucres presentent des valeurs
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extremes: les albumines sont les plus riches de toutes les proteines cotyledonaires,
les pseudoglobulines les plus pauvres. A cette faible teneur en sucre des pseudoglo-
bulines correspond une forte teneur en azote. Or, nous savons que la presence de

fortes quantites de sucres dans une molecule proteique lui confere souvent une

grande stability. L'inverse peut se verifier dans certains cas et il est permis de voir
dans la relative absence de glucides chez les pseudoglobulines une des raisons de

leur grande instability.

3. Analyse electrophoretique et immunoelectrophoretique des families proteiques

Les electrophoreses ont eu lieu sur gel d'agar ou d'agarose, de concentration
1,5%, et tamponne ä pH 8,6 par un melange veronal acide-veronal sodique de force

ionique 0,033.

a) Albumines

Contrairement aux albumines seriques qui, soumises ä l'electrophorese dans

les memes conditions, sont homogenes et accusent une forte mobilite anodique, les

albumines cotyledonaires de dolique sont tres heterogenes et ont des mobilites, ä

la fois anodiques et catodiques, tres diverses de presque nulle ä tres forte (figure 6).

On denombre 7 fractions anodiques et 2 catodiques.
L'analyse immunoelectrophoretique confirme la grande complexity des albumines

(11 arcs sont denombres, figure 16, chapitre 5).

b) Pseudoglobulines

Alors que l'etude des proportions des constituants elementaires revele d'impor-
tantes differences entre les albumines et les pseudoglobulines, l'observation des

electrophoregrammes permet de constater une grande identite comme en temoigne
la figure 7 representant une electrophorese des deux families effectuee sur la meme
lame done dans des conditions absolument identiques.

Une autre constatation denote egalement une parente structurale entre albumines

et pseudoglobulines: l'immunserum antipseudoglobulines reagit positivement avec
les albumines et l'immunserum antialbumines reagit de meme avec les pseudoglobulines.

L'etroite parente des deux families revelee par la similitude de comportement
antigenique et electrophoretique est encore renforcee par la similitude des pH de

solubilite minimum (zone de 4,9 ä 5,2).
Cette grande similitude entre albumines et pseudoglobulines permet l'hypothese

suivante: nous avons vu que les albumines sont assez riches en glucides. Chaque
fraction pourrait avoir son homologue presque depourvu de sucres, par lä moins
stable, apte alors ä precipiter dans certaines conditions par le sulfate d'ammonium
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ä Yj saturation, alors que les albumines exigent des solutions saturees. La precipitation

spontanee de ces fractions pauvres en glucides serait progressive et denaturante

2'

1
3 4 5 67I

'

Fig. 6. — Diagramme electrophoretique
et courbe densitometrique des albumines.
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au cours de dialyses comme nous l'avons vu et comme le confirme l'essai de

purification suivant.

Fig. 7. — Diagramme d'electrophoreses simultanees
des albumines et des pseudoglobulines.

Cet essai porte sur la solution albuminique totale, les operations d'isolement et

de purification 1 des pseudoglobulines sont resumes dans le schema 5.

Schema 5

Isolement et purification des Pseudoglobulines 1

Extrait aqueux brut sature par le sulfate d'ammonium

I

pr£cipit6 redissous dans
l'eau, Electrodialyse

surnageant elimine

precipite
Globulines

I

surnageant
+

Volume egal de solution saturee de sulfate d'ammonium

precipite
Pseudoglobulines 1

dissous, electrodialyse
I

I

precipite
— Pseudoglobulines (Pg3)

denaturees

I

surnageant
Albumines

surnageant
+

demi-saturation
precipite dissous, electrodialyse

precipite
Pseudoglobulines (Pg2)

denaturees

surnageant
Pseudoglobulines (Pgx)

1 Une purification rnoins poussee mais plus rapide des pseudoglobulines peut etre obtenue
en lavant le precipite de pseudoglobulines avec une solution demi-saturee de sulfate d'ammonium.
La purification pratiquee ici permet de confirmer l'instabilite de cette famille.
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Fig. 8. — Electrophoregramme
et courbe densitometrique des globulines.
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La formation des precipites que nous appelons Pg2 et Pg3 est anormale puisque
les pseudoglobulines, de meme que les albumines qui peuvent souiller le precipite de

depart, sont solubles dans l'eau pure. Ces precipites correspondent done ä une
denaturation. Iis sont, en effet, irreversibles. A la fin, il ne reste en solution qu'un
tiers environ des pseudoglobulines de depart. Or le diagramme de ces pseudoglobulines

restantes est en tous points identique ä celui des pseudoglobulines initiales,
aucune fraction n'en est absente. Ce ne sont done pas des fractions particulieres qui
se sont denaturees, mais une partie, semble-t-il, de toutes les fractions constitutives.

c) Globulines

La complexite des globulines totales est revelee par la figure 8. Trois fractions
catodiques sont bien distinctes. La tache majeure anodique groupe certainement

plusieurs fractions confondues. Son importance quantitative est considerable comme

Fig. 9. — Diagrammes d'electrophoreses rapides (15 minutes) des globulines.

+

Fig. 10. — Immuno electrophoregrammes des globulines diffusees
contre 2 immunserum antiglobulines (2 lapins differents).

le montre la courbe densitometrique dont l'integration des surfaces permet de preciser
les rapports suivants: 1:76%; 1': 12%; 2': 5 %; 3': 7%.
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Une seconde fraction anodique d'une extreme mobilite passe inapergue sur la

plupart des diagrammes. Pour la reveler, il faut limiter les electrophoreses ä des

durees tres breves. Les autres fractions sont alors encore tres indistinctes les unes
des autres (figure 9).

L'examen de l'immunoelectrophoregramme des globulines (figure 10) permet
de distinguer, pour la fraction majeure anodique, au moins 5 entites difförentes, ce

qui porterait ä un minimum de 9 le nombre de fractions globuliniques.

II. Fractionnement des familles proteiques

1. Fractionnement des globulines par voie chimique

La famille globulinique se prete generalement bien ä une separation par precipitation

fractionnee ä l'aide d'une saturation progressive en sulfate d'ammonium.
Le fractionnement applique aux globulines totales comportait, en premiere

etape, une precipitation isoelectrique par acidification, les globulines restantes etaient
alors precipitees successivement par saturation progressive avec le sulfate
d'ammonium.

Deux essais ont eu lieu successivement sur deux solutions globuliniques de meme
force ionique (£=0,3), l'une diluee, l'autre concentree. Les resultats obtenus sont
differents dans les deux cas. Les operations de fractionnement appliquees respective-
ment aux solutions concentree et diluee sont resumees dans le schema 6.

Nous constatons qu'en solution concentree la precipitation des globulines
commence pour une saturation de 40% en sulfate d'ammonium alors qu'en solution
diluee, il faut aller jusqu'ä 70%. Une valeur intermediaire du degre de saturation
minimum precipitant a 6te constatee dans le cas d'une solution globulinique de

concentration moyenne. Ainsi, il apparait que la distinction de certaines globulines,
faite par beaucoup d'auteurs et basee sur la determination de la zone de saturation
des solutions de sulfate d'ammonium susceptibles de les precipiter, est ambigüe et

ne peut avoir de valeur que completee par la determination de la concentration des

solutions proteiques meres.

L'influence de la concentration des solutions meres se fait egalement sentir

sur la valeur du pH de precipitation isoelectrique. En solution concentree, la
precipitation commence ä pH 5,45 alors qu'en solution diluee, il faut descendre jusqu'ä
pH 4,28. Si l'on admet que les proteines ne modifient pas de fagon sensible la force

ionique des solutions, les variations constatees sont bien dues aux differences de

concentration proteique. Nous avons constate par ailleurs que les variations de

force ionique des solutions proteiques influencent les valeurs du pH de solubilite
minimum. Pour une meme concentration proteique, nous avons trouve ä \ 0,3

un pH de solubilite minimum de 5,1 et ä £ 0,7 un pH de 3,8. On peut en conclure
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que les globulines sont plus stables en solutions lorsqu'elles sont dissoutes ä faible
concentration dans des solutions de force ionique assez elevee (> 0,68).

Schema 6

Fractionnement* applique ä une solution diluee de globulines (2%) et ä une solution concentree (13%)

solution globulimque A 2%

acidification progressive par HCl Q 1 N

jusqu'A precipitation
pH=A,28 (pH=5.A5 pour la solution A 13'/»)

precipite

a

I

surnageant
amenA A 70'/» de saturation
(debut de precipitation)
(40*/»pourla solution A 13*/»)

i

precipite

a
surnageant

amene A 90*/» de saturation
(75V* pour la solution A 13*M

precipite

_
-t-

surnageant
amenA A saturation totale

-a

Seules la fraction isoelectrique et celle precipitee par le sulfate d'ammonium
ä saturation sont homogenes. Elles appartiennent ä la fraction anodique majeure.
Les autres sont composees d'un melange d'une fraction anodique et d'une autre

catodique.

2. Fractionnement des families proteiques par Chromatographie sur DEAE cellulose

Le pH de solubilite minimum, qui est generalement le reflet du point isoelectrique,
se situe, pour les families analysees globalement, aux alentours de 5 ou plus bas.

Certaines fractions mineures ont cependant un point isoelectrique beaucoup plus
eleve puisque des electrophoreses effectuees ä pH 8,6 revelent encore des fractions
ä migration catodique dans l'une et l'autre famille. Neanmoins, une Chromatographie
sur cellulose anionique avec elution par gradient de concentration saline devrait

permettre une bonne separation de la plupart des fractions.
Les deux families, albumiries et globulines, furent soumises ä une Chromatographie

sur colonne de DEAE cellulose.

* Les precipites sont purifies ainsi: a — par dissolution ä pH7 et reprecipitation par
acidification; b, c, d — par lavage avec une solution de sulfate d'ammonium saturee au meme degre que
celui de la premiere precipitation.
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a) Albumines

Les meilleurs resultats furent obtenus en combinant Taction de deux gradients
Tun de force ionique et Tautre de pH.

Le chromatogramme figure 11, revele 4 pics, principaux.

Colonne: 1,5 cm x 30 cm. Proteines appliquees: 80 mg. Taux de prolines rdcuperees: 71%.
Effluent: 500 ml par fractions de 4 ml.

Gradient mixte, ä allure exponentiel, de force ionique et de pH
realise ä Taide de 2 tampons suivants:

1) Tampon phosphate 0,005 M pH 7,5.
2) Tampon phosphate 0,5 M pH 3.

x x Chromatogramme.
• • Gradient de force ionique.
o o Gradient de pH (mesure ä la sortie de la colonne).

On notera que la courbe representant le gradient de pH obtenu ä la sortie de la
colonne s'ecarte, surtout au debut, de la forme que theoriquement eile devrait avoir.
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On note en effet une augmentation du pH qui ne s'explique que par I'interference
des proteines eluees.

b) Globulines

Un premier fractionnement, mettant en jeu un gradient lineaire de concentration
saline, a montre que la majorite des globulines sont elues pour une concentration
en NaCl < 0,1 M. Un etalement de cette zone a ete realise en donnent au gradient

E 280
I 8 r

15

1.0

05

A
x

\

In

jS

E

A

0.5

014-

0.3-

0.2

y\F"
~ÜHT 200

molarity
en chlorure
de sodium

300 ml effluent 400

* L*6lectrophor6gramme sch£matis6 au niveau du pic A compte une erreur accidenteile: la fraction anodique
est en r£alit£ cathodique et doit figurer juste sous la ligne de depart.

Fig. 12. — Chromatographie des globulines sur DEAE cellulose.
Colonne: 1 cm x 18 cm. Poids de prolines appliquees: 150 mg.

Taux de proteines recuperees: 69%. Effluent: 400 ml par fractions de 3 ml.
x —x Chromatogramme.
• • Gradient de force ionique.
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une allure exponentielle. Les petites fractions (figure 12) peuvent alors etre separees,
en particulier de la globuline majeure.

Les pics A et B, elues pour une concentration en chlorure de sodium de 0,015 M
et 0,03 M correspondent, le premier ä 3 fractions catodiques, le second ä 2 fractions
catodiques. Les fractions anodiques mineures sont eluees pour un seuil de concentration

d'environ 0,08 M. La fraction anodique majeure, apparemment homogene, est

eluee pour une concentration d'environ 0,2 M. Une fraction anodique importante,
de mobilite electrophoretique sensiblement identique, est eluee ä plus forte concentration:

0,45 M environ. Un leger accident de la courbe constate ä forte concentration

+ n

E 280

0.5

M

0.3

0.2

0.1

molarity
en chloru
de sodiu

150 ml. effluent 200

Fig. 13. — Chromatographie des globulines sur DEAE cellulose.
Colonne: 1 cm x 18 cm. Poids de protemes appliquees: 85 mg.

Taux de proteines recuperees: 20%. Effluent: 200 ml par fractions de 3 ml.
Gradient de concentration saline d'allure exponentiel allant de 0 ä 0,17 M.

x x Chromatogramme.
9 © Gradient de force lonique.
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saline, 0,55 M environ, semble correspondre ä la fraction mineure anodique tres

mobile dejä mentionnee.
Un etalement encore plus large de la zone d'elution ä faible force ionique

(figure 13) laisse supposer que les fractions anodiques, qui sur electrophoregramme
global, semblent n'etre que 3, seraient en realite plus nombreuses et de proprietes si

voisines que leur deplacement de l'absorbant par le chlorure de sodium s'effectue

pour des valeurs tres voisines de la concentration saline.

Nous constatons ici que la transition entre l'elution des fractions anodiques et
celle des fractions catodiques se produit pour une valeur de concentration saline

sensiblement egale ä celle observee dans la figure 2 (0,09 M environ).

Archives des Sciences. Vol. 23, fasc. I, 1970. 9
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