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Les molécules protéiques anima-
les ou végétales présentent la par-
ticularité de posséder conjointe-
ment des groupements acides et
basiques conférant aux particules
des charges électriques différentes
selon le pH du milieu qui les con-
tient. Soumises a l'influence d'un
champ électrique, les protéines en
solution vont se déplacer en fonc-
tion de leur charge propre; & des
protéines différentes correspon-
dront des vitesses de migration
elles-mémes différentes.

Tel est, brievement énoncé, le
principe de |'électrophorése.

Dés 1886, I'Anglais Lodge signa-
lait que les particules dispersées
d'une solution colloidale étaient
sensibles & l'influence du champ
électrique. Divers travaux allaient
ensuite étre consacrés a |['étude
théorique des propriétés électro-
chimiques des molécules protéi-
ques elles-mémes. Une étape im-

- portante dans l'application du phé-

noméne devait étre franchie en
1937 lorsque le physicien suédois
Tiselius (devenu Prix Nobel de Chi-
mie en 1948) mit au point son dis-
positif d'électrophorése en phase
liguide.

Cette technique allait permettre
d'importants progrés dans la con-
naissance des caractéristiques phy-
sico-chimiques de ces molécules
fort complexes que sont les pro-
téines. Sa mise en ceuvre récla-
mait toutefois beaucoup de temps
et un appareillage trés codteux.

L'apparition, vers les années
1948-1950 d'une nouvelle technique
d'electrophorése dite de zone ou
sur support, allait ouvrir considéra-
blement les possibilités pratiques
d'application du phénomeéne. Les
principes généraux de ce procédé
restent les mémes que dans la mé-
thode de Tiselius, mais la phase
liquide dans laquelle se déplacent

Equipement de laboratoire pour électrophorése des gliadines

les protéines est remplacée par un
support solide imprégné de liquide.
Divers types de supports ont été
utilisés : le papier, les gels d'agar,
de gélatine, d'amidon, et plus ré-
cemment, les gels de polyacrylami-
de et les membranes d'acétate de
cellulose. Ces divers supports pré-
sentent des degrés de porosité ou
de réticulation différents, ce qui
explique que la migration des molé-
cules protéiques soit conditionnée
non seulement par leur charge élec-
trique, mais aussi par leur forme
et leur taille.

La biologie clinique fut la pre-
miére et la principale bénéficiaire
de I'électrophorése sur support :
non seulement la méthode, facile
a mettre en ceuvre, se prétait a des
déterminations de série, mais les
protéines des divers milieux biolo-
giques étudiés (sérum, plasma, li-
quide céphalo-rachidien...) se trou-
vaient naturellement en solution.
La similitude remarquable des pro-
téinogrammes fournis par les sujets
normaux allait inciter les médecins
a étudier les altérations provoquées
par différentes maladies. C'est ain-
si que l'étude des globulines séri-
ques, et notamment des y-globuli-
nes, a considérablement fait pro-
gresser les connaissances dans les
affections cardio-vasculaires, hépa-
tiques, rénales et tumorales...

L'application de [I'électrophorése
sur support aux protéines végéta-
les ne devait étre ni aussi rapide,
ni aussi spectaculaire. La plupart
de ces protéines sont présentes a
I'état fortement condensé dans les
tissus de réserve tels que les grai-
nes et, de ce fait, particulierement
difficiles a solubiliser. C'est le cas
notamment des protéines consti-
tuantes du gluten du grain de blé.
On a admis pendant longtemps que
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la fraction gliadine soluble dans
I'alcool et la fraction gluténine so-
luble dans les bases, représen-
taient les deux seules entités pro-
téiques homogénes composant le
gluten.

L'électrophorése sur support a
permis de démontrer que chacune
de ces fractions était en réalité un
mélange trés complexe de protéi-
nes différentes.

C'est vers les années 1960 que
se situent nos premiéres tentatives
de fractionnement des gliadines du
blé par électrophorése ; nous uti-
lisions alors un support papier qui
nous permettait de caractériser pé-
niblement 3 a 4 bandes protéiques.
Vers la méme époque, le Dr Coul-
son nous faisait part des résultats
trés améliorés qu'il avait obtenus

‘dans son laboratoire ‘d'Edimbourg

en utilisant comme support un gel
d'amidon, technique introduite vers
1957-58 par Smithies. Bénéficiant
de l'expérience acquise par Coul-
son, ces premiers travaux devaient
aboutir d'abord en 1963 a la pré-
sentation d'une note devant |'Aca-
démie des Sciences, en 1965 a la
soutenance -d'une thése (Feillet),

puis en 1966 a la publication d'un
mémoire montrant que [|'hétérogeé-
néité électrophorétique des gliadi-
nes constituait un caractére spéci-
figuement génétique, non influencé
par les conditions culturales ou les
facteurs du milieu.

S'il était alors facile de consta-
ter que les diagrammes gliadines
obtenus étaient qualitativement dif-
férents d'une variété a l'autre, on
se heurtait toutefois a la difficulté
d'en tirer une interprétation exploi-
table au plan pratique.

Les fractionnements obtenus au
cours des dix dernieres années par
différentes équipes américaines, so-
viétiques, anglaises et hollandaises,
avec des qualités de résolution
d’ailleurs variables, ont été surtout
utilisés a des fins de biochmie fon-
damentale, en dehors de toute pré-
occupation appliquée.

C'est a partir de 1971, au terme
d'un important travail concluant a
la non spécificité génétique des
histones, autres types protéiques
présents dans le blé, que l'un de
nous (Autran) devait reprendre le
probléeme des gliadines.
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. techniques et les conditions de réa-
« lisation de la méthode qui consiste
TALENT © .
. échantillon représentatif du lot ini-

- tial.

Aprés avoir amélioré la repro-
ductibilité de la méthode par une
étude systématique des différents
paramétres expérimentaux, il entre-
prit I'analyse de plus de 400 varié-
tés de blés tendres et durs, repré-
sentatives des principales produc-
tions frangaises, européennes et
mondiales. Par des essais répétés,
il établit ainsi pour chaque variété
un «diagramme type» rendant
compte a la fois de la mobilité et
de la concentration relative des
différents composants protéiques,
permettant ainsi de différencier si-
gnificativement les variétés entre
elles.

Actuellement, seuls les travaux
de l'équipe australienne du CSIRO
a North-Ryde se situent sur le mé-
me plan pratique que les nétres et
commencent a étre wvulgarisés.

Dans son principe, la méthode
élaborée par notre laboratoire con-
siste a extraire directement du
grain les protéines du gluten du
type gliadines, a les déposer telles
quelles dans un support gélifié a
base d'amidon, puis a les séparer
les unes des autres sous l'action
d'un champ électrique.

Le diagramme électrophorétique
obtenu aprés révélation des diffé-
rents composants protéiques est
caractéristique de chaque variété et
totalement indépendant des condi-
tions de développement de la plan-
te (sol, climat, fertilisation, traite-

© ments culturaux, etc.).

Les électrophorégrammes des

grains composant un lot de blé per-
CHAMPLEIV
~ le constituent.

mettent donc de déterminer avec
certitude l'identité des variétés qui-

Diverses publications (cf biblio-
graphie) ont précisé les détails

a analyser grain par grain un micro-

Lorsqu'il s'agit de lots constitués

. d'une seule variété, tous les grains
¢ du lot doivent fournir un diagram-
CLENENT

. lyse d'un seul grain pris au hasard
~ devrait étre suffisante.

me identique et, en principe, |'ana-

En réalité, on confirme I'homogé-

" néité variétale du lot sur une prise

d'essai de N grains, N pouvant étre

'~ compris entre 10 et 100, selon la

précision désirée. Si la variété est




préalablement connue, I'analyse est
faite comparativement & un témoin.
Si la variété est inconnue, son iden-
tité est précisée en s'aidant de la
clé de détermination établie a cet
effet.

Si l'on se référe aux régles de
probabilité, la similarité de I'ensem-
ble des diagrammes obtenus ne
permet pas toutefois de conclure
que le lot considéré est intégrale-
ment exempt de toute autre variété.
En revanche, la présence de dia-
grammes ne correspondant pas a la
variété annoncée, est considérée
comme significative, méme aprés
analyse d'un nombre limité de
grains et prouve de fagon irréfuta-
ble que le lot n'est pas variétale-
ment pur.

Lorsque, cas le plus fréquent, on
est en présence d'un lot constitué
de plusieurs variétés en mélange,
Fanalyse électrophorétique grain
par grain permet, non seulement
d'identifier les variétés composan-
tes, mais aussi d'en estimer les pro-
portions respectives.

Si, par exemple, I'analyse d'un
micro-échantillon de 50 grains con-
duit a caractériser 30 grains Capi-
tole, 15 grains Hardi et 5 grains
Clément, on peut, en premiére dé-
duction, fixer & 60 %, 30 % et 109
les proportions respectives de ces
trois variétés.

En fait, les pourcentages ainsi
obtenus, ne peuvent étre considé-
rés comme des valeurs exactes,
mais, comme pour toute analyse de
populations, comme des valeurs ap-
prochées se situant dans les limites
d'une certaine «fourchette » dite
« intervalle de confiance », pour un
niveau donné de probabilité.

Des résultats précédents, on peut
simplement conclure, avec 95 chan-
ces sur 100 d'exprimer la réalité,
que la proportion de Capitole est
comprise entre 45 et 74 Y%, celle
de Hardi entre 18 et 45 %, et celle
de Clément entre 3 et 22 %,

Selon le nombre de grains exa-
minés et le niveau de probablilité
que l'on se fixe, les valeurs extré-
mes de chaque fourchette peuvent
étre calculées & partir de tables
statistiques.

Dans les contrats qui pourront
intervenir entre meuniers et pro-

ducteurs ou stockeurs deux types
de clauses peuvent étre envisagés :
soit l'achat sur variétés définies,
soit I'achat a I'exclusion de certai-
nes variétés.

Supposons dans le premier cas
que le lot considéré doive contenir
au moins 80 % des deux variétés
Capitole et Hardi et que l'analyse
électrophorétique de 50 grains con-
duise & identifier 40 grains de ces
deux variété, on pourra simplement
conclure que le taux probable de
Capitole + Hardi dans le lot sera
compris entre 66 et 90 %,

Si, inversement, les clauses pré-
voient I'exclusion d'autres variétés
et si I'électrophorése démontre que
ces variétés sont néanmoins pré-
sentes dans le lot, on en conclura
nécessairement que ces clauses
n'ont pas été respectées.

Il suffira, par exemple, en ana-
lysant un échantillon de 10 grains,
de détecter au moins 3 grains des
variétés exclues pour affirmer que
leur taux sera supérieur & 5 9,
(fourchette 7 & 65 9). A partir d’'un
échantillon de 50 grains, la présen-
ce d’au moins 6 grains des varié-
tés indésirables, permettra & coup
sir de formuler la méme conclu-
sion, avec des écarts de fourchette
plus limités (5 & 24 %,).

Dans I'éventualité ot les clauses
d'un contrat imposeraient une te-
neur du lot en variétés exclues in-
férieures & 5 %, il y aura lieu d'ap-
pliquer I'électrophorése & un micro-
échantillon d'au moins 100 grains et
de ne pas détecter plus de 1 grain
d'une variété exclue, ce qui corres-
pondra a une teneur probable du lot
comprise entre 0 et 5 9%,

Si la méthode électrophorétique
permet a4 coup sir de contrdler la
composition variétale qualitative et
quantitative d'un lot de blé, elle ne
fournit évidemment aucune indica-
tion sur la qualité de ce lot.

En outre, elle ne peut étre utilisée
pour une reconnaissance instanta-
née a la livraison, mais uniquement
comme moyen de contrdle a poste-
riori. Le fait qu'elle sera surtout
utilisée comme méthode d'exper-
tise devrait la rendre néanmoins
suffisamment  dissuasive  pour
qu'elle contribue indirectement mais

efficacement & la valorisation de no-
tre production en blés de panifica-
tion.

INFORMATIONS PRATIQUES

Conscients de l'intérét qu'a déja
suscité dans divers secteurs, et no-
tamment prés de la meunerie, I'ap-
parition de cette méthode modemne
permettant d'identifier les variétés
de blé, nous nous sommes déja
préoccupés de sa diffusion dans les
milieux professionnels. C'est ainsi
qu'entre décembre 1975 et avril
1976, notre laboratoire, sous le cou-
vert de I'Association pour la For-
mation Professionnelle dans les In-
dustries Céréalieres (AFPI-Céréa-
les), a organisé quatre stages d'ini-
tiation et de formation théorique et
pratique.

Il est prévu que ces stages, dont
I'INRA restera responsable, seront
repris ultérieurement dans des dé-
lais et sous une forme non encore
précisés.

A notre connaissance, trois ou
quatre laboratoires professionnels
seulement sont actuellement en me-
sure de pratiquer la méthode dans
des conditions satisfaisantes. Il est
évident qu'une telle situation ne
permet pas pour I'immédiat de ré-
pondre aux besoins en analyse qui
vont en s'accroissant & ['approche
de la prochaine récolte. |l est donc
urgent que les professions concer-
nées se préoccupent de dévelop-
per les possibilités actuelles dans
le domaine de la formation profes-
sionnelle.

Pour ce qui concerme la meune-
rie, il apparaitrait peu réaliste que
chaque moulin, quelle que soit son
importance, envisage de pratiquer
cette nouvelle méthode pour son
propre compte I'électrophorése,
outre le fait de pouvoir disposer
d'un laboratoire, implique l'interven-
tion d'un personnel suffisamment
qualifié possédant un minimum de
connaissances de base. On peut,
en revanche, concevoir au niveau
du département ou de la région,
'implantation de laboratoires pro-
fessionnels qui assureraient les
analyses pour le compte d'un grou-
pe plus ou moins large d'entrepri-
ses.



Dans les conditions ou elle est
actuellement pratiquée, ['électro-

— 1 diviseur d'échantillons a rifles ..... eerecenesesans

phorése nécessite les équipements
suivants (*) :

2.000 F

— 1 générateur de courant stabilisé 0-450 V - 0 a4 200 mA. 4.500 F
— 2 jeux de 4 cuves a gel (chaque cuve permet I'analyse

de 8 grains)

— 2 bacs & électrodes (pour 4 cuves)
— 1 homogénéiseur pour préparation gel

— petit matériel de labo

Sur la base d'un amortissement
réparti sur 5 ans et a raison de 200
journées de travailfan, le coit jour-
nalier de I'équipement équivaut &
10 francs.

Si I'on prend, d'autre part, com-
me base l'analyse de 700 grains,
I'équipement décrit permet de tes-
ter 32 grains par jour (4 cuves de
8 grains) soit pour 100 grains (en
fait 96 grains) trois jours de travail
pour un opérateur.

On peut estimer, par ailleurs, a
50.000 F/an (salaires -+ charges) les
dépenses de personnel correspon-
dant & un bon technicien.

Sur la base de 200 journées de
travailfan, les frais de personnel
par jour seront de 250 F, soit pour
trois jours nécessaires a l'analyse
-de 100 grains : 750 F.

Les frais de fonctionnement (ami-
don spécial, produits chimiques di-
vers, etc.) peuvent étre évalués 2
10.000 F/an, ce qui équivant a une
dépense d’environ 50 F pour cha-
que série de 100 grains.

Dans les conditions actuelles, le
prix de revient d'une anaalyse pour
100 grains s'établira donc en défi-
nitive de la fagon suivante :

— personnel 3 x 280 F .. 750 F
— équipement 3 x 10 F .. 30 F
— fonctionnement ....... 50 F

830 F

La firme internationale Technicon,
spécialisée dans les problémes
d'automatisation et qui s'est inté-
ressée & la méthode, termine la
construction d'un prototype qui
pourra étre commercialisé a partir
de novembre 1976. :

(*) Les personnes désirant connaitre
les références des fournigseurs de ces
équipements pourront appeler le Labo-
ratoire de I'INRA & 535.54.72.

--------------------------------------

------------------------------

..............

9.000 F TTC

L'appareil a été congu de telle
sorte que plusieurs étapes du pro-
tocole expérimental ont été & la fois
semi-automatisées et abrégées.
L'équipement lui-méme, qui com-
porte, outre le générateur, un bloc
de 4 cuves permettant de recevoir
chacune 13 dépédts, offre la pos-
sibilité d’analyser simultanément
4 x 13 = 52 grains dans un délai
de 5 heures, la durée de I'électro-
phorése proprement dite étant elle-
méme de 2 h 30. En ordonnant les
opérations dans le temps, deux sé-
ries de 52 grains (soit 104 grains)
peuvent étre analysées par un mé-
me opérateur dans la méme jour-
née.

Le colt de I'équipement complet
serait de |'ordre de 83.000 F (TTC).

Il convient d'y ajouter le coit du
diviseur a rifles (2.000 F) pour la
préparation du micro-échantillon, ce
qui porterait le prix total de I'équi-
pement nécessaire & 85.000 F.

Pour un amortissement réparti
sur 5 ans et & raison de 200 jours
de travail/fan, on aboutit & un codt
journalier de 85 F.

En fixant comme précédemment
les dépenses journaliéres en per-
sonnel 4 250 F et celles de fonc-
tionnement & 50 F, cette formule
impliquerait donc, sur la base de
100 grains analysés, un colt jour-
nalier de 385 F ainsi répartis :

— personnel ...... 1 x 250 F
— équipement .... 1 x 85F
— fonctionnement ....... 80 F

385 F

Avec ce nouvel équipement, le

prix de revient des analyses sur

une bagse de 100 grains représente-
rait moins de la moitié de celui de
la méthode de laboratoire actuelle-
ment pratiquée.

Précisons enfin que l'emploi de
cette nouvelle méthode pour le con-
trole de la composition variétale
des lots de blé au niveau du com-
merce, n'a pour l'instant aucun ca-
ractére officiel. Sa validité est ce-
pendant reconnue par |I'Association
Nationale de la Meunerie Frangaise
ainsi que par le Groupement des
Associations Meuniéres des pays
de la CEE. Son officialisation éven-
tuelle, dans des délais qu'il est ac-
tuellement difficile de préciser, im-
pliquera la mise en place, au moins
au plan national, de laboratoires
suffisamment compétents, capables
d'assurer les analyses de contrdle
gue ne manquera pas de provoquer
la nouvelle réglementation arrétée
par les instances de Bruxelles pour
différencier les lots de blé panifia-
bles des lots fourragers.
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