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RE SUME

L'aspect fonctionnel de la relation entre La présence de la
y-gliadine 45 (ou de la y-gliadine 42) et les propriétés
yiscoélastiques du gluten du blé dur est abordé par L'étude .
de l'hydrophobicité de ces deux composants.

Les constituants 45 et 42 ont une composition en acides ami-
nés similaire, exception faite de La proline. L'hydrophobici-
té théorique (NPS, P et HPzye) montre que les y-gliadines 45
et 42 sont des protéines globulaires ayant d'un point de vue
structural une "capacité hydrophobe" différente. Comparative-
ment a La y-gliadine 42, lLa y-gliadine 45 aurait des zones
hydrophobes a la fois moins nombreuses et moins accessibles ;
sa '""capacité hydrophobe'" serait donc inférieure.

L'approche originale de L'hydrophobicité de surface, avec la

solubilisation des gliadines par Le myristate de sodium nous

améne a proposer un schéma explicatif au comportement discor-
dant des constituants 45 et 42 en chromatographie d'interac-

tions hydrophobes et en chromatographie liquide & haute per-

formance. La y-gliadine 45 qui serait moins accessible au sa-
von que la y-gliadine 42 aurait des interactions hydrophobes

plus faibles avec lLes autres constituants que celles en pré-

sence de savon.

Le role fonctionnel des y—-gliadines 45 et 42 est enfin envisa-
gé du point de vue de leur accessibilité et de leur agrégation.

Mots clés : Triticum durum, y-gliadines 45 et 42, hydrophobi-
cité, agrnégation, accessi{bilité.
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9 place Viala, 34060 Montpellier cedex (France).
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SUMMARY

The functional role of y-gliadins 45 and 42 in durum wheat
gluten viscoelasticity is examined by studying the hydrophobi-
city of these.proteins.

Components 45 and 42 have a similar amine-acid composition,
with the exception of proline. Theoretical hydrophobicity
(NPS, P and H®,,,.) indicates that y-gliadins 45 and 42 are
globular proteins which have, as a quantitative structural
parameter, a different "hydrophobic capacity". As compared
with y-gliadin 42, y-gliadin 45 seems to have fewer and less
accessible hydrophobic regions ; consequently, its "hydropho-
bic capacity” seems to be inferior.

Surface hydrophobicity is measured by the solubilization of
gliadins with sodium-myristate. One hypothesis is proposed and
discussed to elucidate discrepant behaviours of y=gliadins 45
and 42 through hydrophobic interaction chromatography and
reverse-phase high performance Lliquid chromatography, y-gliadin
45 seems to be less accessible to soap than y-gliadin 42.
y-gliadin 45 seems also to have interactions with other compo=-
nents weaker than those which appear in the presence of soap.

The functional role of y-gliadins 45 and 42 is finally dis-
cussed with regard to their accessibility and aggregation.

Key words : Triticum durum, Y-gliadins 45 and 42, hydrophobi-
city, agghegatlion, accessibility.

INTRODUCTION

La qualité culinaire des blés durs est associée & la viscoélastici-
té du gluten qui dépend de la structure protéique et de la force des
interactions entre les protéines et entre les protéines, les lipides et
1'eau (KASARDA et al., 1976 ; POPINEAU et al., 1980).

L'importance des liaisons covalentes, ponts disulfures (HUEBNER et
al., 1977 ; LASZTITY, 1980), et des liaisons de faible &nergie, liai-
sons hydrogénes (LASZTITY, 1980), dans la structure du gluten a déja
fait 1'objet de nombreux travaux. Depuis quelques années cependant,
1'importance des liaisons hydrophobes intervenant dans la conformation
des protéines et leur capacité d'association a &té& prise en compte
(KASARDA et al., 1976 ; KHAN et BUSHUK, 1979 ; HAMAUZU et aql., 1979).
Les travaux de PONTE et al. (1975) sur la modification des propriétés
viscoélastiques du gluten par 1'addition d'hydrocarbones, la mise en
évidence par LASZTITY (1975) d'un fort pourcentage en acides aminés apo-
laires relié aux propriétés rhéologiques et la solubilisation des compo-
sants dans des détergents par KOBREHEL et BUSHUK (1977), WASIK et al.
(1979), vont dans le sens d'une structure reposant sur des interactions
de type hydrophobe. GREENE et KASARDA (1971) ont par ailleurs prouvé,
par des méthodes fluorométriques, l'existence de zones apolaires & la
surface des n-gliadines. Depuis, des &tudes par chromatographie d'inter-
actions hydrophobes (POPINEAU et GODON, 1978 et 1982 ; CHUNG et POMERANZ,
1978 ; CALDWELL, 1979 ; GODON et POPINEAU, 1981) sont venus confirmer
1'importance que jouent les interactionms hydrophobes dans la structure
du gluten.
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Dans le cas du blé dur (Triticuwm durum Desf.) DAMIDAUX et al. (1978)
mettent en @vidence une relation entre la présence de la y-gliadine 45
(nomenclature BUSHUK et ZILLMAN, 1978) et la recouvrance absolue du glu-
ten, elle-méme liée 3 une qualité culinaire élevée des blés durs
(DAMIDAUX et FEILLET, 1978) ; la y-gliadine 42 étant, quant & elle, liée
d une qualité culinaire faible. Ces travaux ont &té confirmés par
KOSMOLAK et al. (1980), par WRIGLEY (1980) et par DU CROS et al. (1982).

DAMIDAUX (1979) suggére que cette relation doit &tre d'ordre généti-
que et/ou de type fonctionnel. Des travaux ultérieurs (DAMIDAUX et al.,
1980 ; JOPPA et al., 1983) ont montré que les constituants 45 et 42
etaient codés par deux alléles co-dominants d'un méme géne localis&s sur
le chromosome 1B. Le rdle fonctionnel des Y-gliadines 45 et 42 n'est ce-
pendant pas &carté, l'importance.des interactions hydrophobes (GODON et
POPINEAU, 1981), la localisation et 1l'accessibilité des sites hydropho-
bes (COTTENET et al., 1983) chez les deux protéines devant étre pris en
compte. GODON et POPINEAU (1981) montrent ainsi que la Y-gliadine 45
posséde une hydrophobicité de surface plus &levée que la y-gliadine 42.
COTTENET et al. (1983) indiquent que la Yy-gliadine 42, de méme poids
moléculaire et d'une composition en acides aminés similaire a la
Y-gliadine 45 aurait une hydrophobicité& légé&rement supérieure (375 rési-
dus hydrophobes contre 343 pour 1 000 résidus). BURNOUF et BIETZ (1984)
suggeérent, aprés analyse par chromatographie liquide 3 haute performance,
que 1'hydrophobicité de surface chez la Yy-gliadine 42 est supérieure &
celle de la y-gliadine 45.

L'objectif que nous proposons dans cette étude est de comparer au
moyen de différents critéres, les hydrophobicités de ces Y-gliadines
45 et 42 et des gliadines en général (gliadines totales, groupe Y-
gliadines et y-gliadines 51). Dans ce but, trois moyens d'é&tude sur 1'hy-
drophobicité des protéines seront utilisés :

- le premier, basé sur la composition en acides aminés donne une
idée globale de 1'hydrophobicité totale des proté&ines, une hydrophobi-
cité calculée, théorique en quelque sorte : indice de fré&quence de chai-
nes apolaires NPS de WAUGH (1954) ; polarité P de FISHER (1964) ; hydro-
phobicité totale moyenne H®,,. de BIGELOW (1967) ;

- le second fait appel @ la chromatographie d'interactions hydropho-
bes, et renseigne sur 1'hydrophobicité de surface des protéines ;

- le troisiéme, solubilisation des protéines par des détergents,est
susceptible de renseigner sur les capacité&s d'associations hydrophobes
des molécules.

Sur la base des résultats obtenus, la possibilité du réle fonction—
nel des y-gliadines 45 et 42 est discutée,

MATERIELS ET METHODES

Deux variétés de blé dur inscrites au Catalogue Francais ont &té
choisies : Agathé, de bonne qualité culinaire intrinséque, posséde la
Y-gliadine 45 et Calvinor, de qualité culinaire intrins&que médiocre,
posséde la y-gliadine 42,
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1 Extraction de la gliadine totale

Les gliadines sont extraites selon la technique de CHARBONNIER
(1970), modifiée par AUTRAN et al. (1979).

2 Isolement et purification des constituants gliadines

Les différents constituants Y-gliadines ont &té purifiés et isolés
par chromatographie d'échanges d'ions et chromatofocalisation dans les
conditions décrites par COTTENET et al. (1983).

3 Composition en acides aminés*.

Elle a été déterminée avec un auto-analyseur "Beckman' sur des
échantillons ayant subi 24 heures d'hydrolyse (HC1 6N, 110°C, sous at-
mosphére d'azote). Le tryptophane n'a pas été dosé.

4 Hydrophobicité théorique calculée @ partir de la composition en
acides aminés

Trois paramétres peuvent &tre calculés 3 partir de la composition
en acides aminés. Les deux premiers, l'indice de fréquence de chaines
apolaires NPS de WAUGH (1954) et 1'hydrophobicité totale moyenne H®,,.
de BIGELOW (1967) sont considérés comme des paramétres de non-polarité,
le troisiéme, la polarité P de FISHER (1964), comme un paramétre de po-
larité.

Val + Leu + Ile + Pro + Phe + Tyr + Trp

NPS = Nombre total de résidus
HO _ L ni HGi _ Hydrophobicité totale des acides aminés
ave L ni Nombre total de résidu

en calories par résidu avec :

ni : nombre de résidus

H?i : énergie libre de transfert du résidu i de l'eau dans 1'étha-
nol (TANFORD, 1962)

_ Volume des résidus polaires

= Volume des résidus apolaires

avec Arg, Asp, Glu, His, Lys, Ser, Thr, Tyr considérés comme résidus po-
laires (NEMETHY et SCHERAGA, 1962).

. S . e .

* Dosages effectués au Laboratoire d'Analyses Biochimiques et Organiques
du G.E.R.D.A.T. Montpellier.
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5  Chromatographie d'interactions hydrophobes

Les protéines sont fractionnées en fonction de leur hydrophobicité
de surface (YON, 1978 ; OCHOA, 1978).

Deux supports chromatographiques d'interactions hydrophobes ont E&té
utilisés

- le phényl-sépharose CL.4B, support recommandé pour des échantil-
lons 8 hydrophobicité inconnue ;

- 1'octyl-sépharose CL.4B, support plus hydrophobe recommand& pour
la séparation de protéines d faible hydrophobicité.

Le protocole expérimental mis au point sur des gliadines de blé
tendre (POPINEAU et GODON, 1978) puis repris sur des gliadines de blé
dur (GODON et POPINEAU, 1981) a &té utilisé. 100 mg de gliadines tota-
les sont mis en solution dans du tampon lactate d'aluminium 0,028 M,
acide lactique 0,018 N, pH 3,6 et déposés dans une colonne (diamétre
1 em, hauteur 18 em) équilibrée dans ce méme tampon. L'&lution (débit
20 ml/h), successivement par du tampon lactate d'aluminium et un gra-
dient linéaire d'un litre d'éthanol (de 0 3 60 %Z) dans 1'ammoniaque
0,02 N permet le fractionnement des protéines ; la colonne est finale-
ment lavée par un mélange &thanol 60 7, ammoniaque 0,02 N, urée 3 M.
Les protéines sont détectées 3@ 280 nm. Aprés regroupement des fractions,
celles-ci sont dialysées 72 heures au moins contre de 1l'eau désionisée,
puis lyophilisées.

6 Electrophorése

L'électrophorése en gel de polyacrylamide (tampon lactate d'alumi-
nium pH 3,1) selon la technique de BUSHUK et ZILLMAN (1978) a &té uti-

lisée.

7 Solubilisation des gliadines par les savons

La solubilisation des protéines dans 1l'eau a été réalisée en présen-
ce d'un savon préparé au laboratoire, le myristate de sodium (tétradé-
canoate de sodium), dans des conditions décrites par KOBREHEL (1980).

1 g de semoule et des doses croissantes de myristate de sodium (0 &

60 mg) sont mis en suspension dans 10 ml d'eau distillée. Aprés une nuit
d'agitation (agitateur rotatif, environ 30 t/min) & 15°C et une centri-
fugation (1 500 t/min, 30 min,4°C), on prélé&ve le surnageant.

Une é€lectrophorése en gel de polyacrylamide pH 3,1 est réalisée sur
le surnageant lyophilisé.
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Tableau 1
Composition en acides aminés des gliadines totales,
du groupe Y-gliadines et des Y-gliadines 42, 45 et 51
des variétés Agathé et Calvinor (nombre de résidus pour 1 000)

Table 1
Amino acid composition of whole-gliadin,
Y-gliadin fraction and y-gliadins 42, 45 and 51
of Agathé and Calvinor (residues/1 000 total residues)

Gliadines totales Groupe Y-gliadines
Agathé Calvinor Agathé Calvinor
AspEaae v 26 127 24 23
THY. eie:einocrte 21 18 19 18
Ber iniiasa 42 43 35 35
Glu*t ... 416 439 439 467
PO et s 132 117 155 137
G sinre sin s 19 17 15 15
Alg e 21 20 20 20
CYS/2 ernss 25 23 26 24
Val i.aicens 36 34 33 32
Mets ot 8 7 10 9
TI1E v nisle 39 39 40 39
| T s 72 69 64 60
L e ey 29 29 14 14
Phe: i isies 58 61 64 68
HI8 i ate oieine 20 21 15 15
LY8: iieivane 7 6 5 Sk
Aol o 28 27 20 17
Y-gliadine 51 Y-45 =42
Agathé Calvinor
ASp* ...... 40 30 37 31
ThEiie s s 24 20 24 25
ST, v e ase 50 40 42 41
BluX® .. 410 416 457 433
PrO" Las afeina 141 156 120 140
Gy et 28 20 23 26
ALA e 25 20 26 27
Cys /2, 10 20 17 14
Val ..inhs 37 34 34 29
Met ....... 12 15 Traces 7
T1e el viaies 34 43 31 34
Lety a5l kv, 47 61 57 60
TYE ovevoms 14 7 5 6
Phe sissivisins 75 72 15 78
b el e 19 14 17 21
LYB, eesiotaie 13 9 10 9
ATET o uraisieht 24 24 25 21

* Total surestimé par le fait que Asp
** Total surestimé par le fait que Glu

acide aspartique + asparagine.
acide glutamique + glutamine.
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RESULTATS

1 Hydrophobicité totale des constituants gliadines

1.1 Composition en acides aminés

Il ressort des résultats (tableau 1) que les compositions en acides
aminés des gliadines totales et des Y-gliadines extraites d'Agathé et
de Calvinor sont presque identiques. Dans les deux cas, les résidus
proline sont en nombre légérement supérieur chez Agathé, avec inverse-
ment un nombre plus faible d'acide glutamique + glutamine. Notons éga-
lement, pour le groupe Y-gliadines (& la fois ches Agathé et Calvinor),
par rapport 3 la gliadine totale, l'existence d'un nombre supérieur de
proline et d'acide glutamique + glutamine, compensé par un nombre plus
faible de tyrosine et d'acides aminés basiques.

Dans les compositions en acides aminés des constituants Y-gliadines
51 d'Agathé et de Calvinor, on note &galement quelques différences :
résidus acide aspartique + aspargine, sérine et tyrosine en nombre su-
périeur chez Agathé, résidus proline, cysté@ine, isoleucine et leucine
en nombre supérieur chez Calvinor.

La composition en acides aminés des y-gliadines 45 et 42 est simi-
laire. Ces deux protéines possédent les caractéristiques classiques des
gliadines (grande richesse en acide glutamique + glutamine et proline).
Comme légéres différences, on peut relever 1'acide glutamique + glutamine
en nombre supérieur chez la Y-gliadine 45, la proline en nombre supé-
rieur chez la y-gliadine 42. Si 1'on compare les compositions en acides
aminés de ces deux proté&ines 3 celles des y-gliadines du blé tendre pu-
rifiées par HUEBNER et al. (1967), HUEBNER et ROTHFUS (1968) et BIETZ
et al. (1977), quelques différences peuvent &tre notées : résidus acide
aspartique + asparagine, acide glutamique + glutamine et ph&nylalanine
en nombre supérieur, compensé par un nombre plus faible de proline et
de leucine, chez les Yy-gliadines 45 et 42.

1.2 Panamétnes NPS, P et H¢a.ue.

Les résultats sont donnés dans le tableau 2.
a/ Indice de fréquence de chaines apolaires NPS

Les indices de fréquence de chaines apolaires NPS ne semblent pas
différents entre gliadines totales, y-gliadines et y-gliadines 51 des
variétés Agathé et Calvinor. Par rapport 3 la y-gliadine 45, cet indice
est légérement supérieur chez la y-gliadine 42 : 0,35 contre 0,32.

b/ Polarité

Les gliadines totales et le groupe y-gliadines chez Calvinor ont
respectivement une polarit& P supé@rieure 3@ celles des gliadines totales
et du groupe yY-gliadines chez Agathé, A 1'inverse, ce sont les y-
gliadines 45 et 51 d'Agathé qui ont respectivement une polarité supé-
rieure a celles des y-gliadines 42 et 52 de Calvinor, la y-gliadine 45
étant le constituant & la plus forte polarité.
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Tableau 2
NPS, P et HY;pe, paraméires d'hydrophobicité
des différents constituants gliadines chez Agathé et Calvinor

Table 2
NPS, P and H%Y,,,, hydrophobicity relationships
of gliadins components Agathé and Calvinor

NPS P Ho
ave

Gliadines totales

ﬂgathé R & B F B RS EEEEE e EE e E s U,ET l,az 111?,3

Calvinﬂr ‘..-..“......IIIl...'..'.?' 0,3? I’ﬁﬁ 9?5-’6
Y-gliadines

ﬂgathé L I I D R B I L L I L 0,3? 1’31 1“2?,&

CALVIROY . ovenn <N 1 e I e N 0,35 1,43 971,7
Y-gliadine 51

Agathé ® @ o B B B B § B B B 88 BB 8 8 B R R R R R R 0,35 l’43 9?1'6

Calvinar & @ & R R R R R R R R R e e e R 013? I‘23 10&2,&
Y‘Bliﬂdiﬂe ﬁs - E R R R E B R EE S S EE R R B E R EE R 0,32 !,5? 892,?
Y_gliadine ﬁz- L I I B I L 0'35 1 ,33 963’8

¢/ Hydrophobicite totale moyenne Héave

Les gliadines totales et le groupe Y-gliadines chez Agathé possédent
respectivement une hydrophobicité totale moyenne supérieure 4 celles des
gliadines totales et du groupe Y-gliadines de Calvinor. A 1'inverse, ce
sont les Y-gliadines 42 et 45 de Calvinor qui possédent respectivement
une hydrophobicité totale moyenne supérieure @ celles des y-gliadines
45 et 51 d'Agathé, la y-gliadine 45 &tant le constituant @ la plus fai-
ble hydrophobicité.

Les valeurs d'hydrophobicité totale des Yy-gliadines 45 et 42 qui
sont les plus basses de toutes les gliadines purifiées chez le blé ten-
dre (valeurs relevées dans la littérature ou calculées d'aprés la com-
position en acides aminfs des gliadines purifiées, CHARBONNIER et al.,
1980) correspondent & des valeurs en dessous de la moyenne ; BIGELOW
(1967) obtient en effet plus de 50 7% des 150 protéines qu'il a étudiées
dans une zone d'hydrophobicité totale moyenne comprise entre 1 000 et
| 200 calories/résidu.

C 1 NPS, P, H
d/ Comparaison - wave

La figure 1 (comparaison déjd faite par BIGELOW sur plus de 50 pro-
téines en 1967) montre qu'il existe une relation linéaire entre l'indice
de fréquence des chaines apolaires NPS et 1'hydrophobicité totale moyen-
ne Hdyye. Ainsi, les paramétres NPS et Hd,,. en relation avec la compo-
sition en acides aminés hydrophobes* mesurent certainement les mémes

* Acides aminés hydrophobes ou résidus apolaires selon BIGELOW (19B67) =
proline, glycine, alanine, cystéine, valine, méthionine, isoleucine,
leucine et phénylalanine.
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e ave
1200 1200 1
a GA
1100 A 1100 -
1000 - 1000 -
900 - 200 -
800 800 A
' v v >NP'S ' v ' T r— P
0,30 0,35 0,40 1.2 1,3 1,4 1,5 1,6
Figure 1 Figure 2
Hydrophobicité totale moyenne Hydrophobicité totale moyenne
HOupe (calories/résidu) en fone- H®.e (calories/résidu) en fone-
tion de l'indice de fréquence des tion de la polarité P chez les
chaineg NPS chez les constituants constituants gliadines
gliadines
The average hydrophobieity H,,. The average hydrophobicity Hdqye
(calories/residue) plotted against (calories/residue) plotted against
non polar side chain content NPS - polarite index P - gliadins
gliadins components components
GA : Gliadines totales Agathé 51 A : Y-gliadine 51 Agathé
GC : Gliadines totales Calvinor 51 C : y-gliadine 51 Calvinor
YA : Y-gliadines Agatheé 45 : Y-gliadine 45
yC : y-gliadines Calvinor 42 : Y-gliadine 42

caractéristiques. D'une mani&re similaire, la figure 2 montre qu'il
existe une relation linfaire inverse entre 1'indice de polarité P et
1'hydrophobicité totale moyenne H®jye-

D'aprés les figures | et 2, nous pouvons constater qu'en ce qui con-
cerne 1'hydrophobicité totale :

- les gliadines totales d'Agathé ont des valeurs plus élevées que
celles des gliadines totales de Calvinor ;

- le groupe Y-gliadines et la y-gliadine 42 de Calvinor sont simi-
laires & la y-gliadine 51 d'Agathé ;

- le groupe Y-gliadines d'Agathé est similaire & la y-gliadine 51
de Calvinor ;

- la y-gliadine 45 posséde une hydrophobicité totale plus faible
que la y-gliadine 42.

2 Chromatographie d'interactions hydrophobes

2.1 Fractionnement des gliadines sur phényl-séphanose CL.4B

Les gliadines d'Agathé (figure 3) et de Calvinor (figure 4) sont
séparées en une dizaine de fractions.
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Figure 5 Figure 3
Diagramme d'élution des gliadines totales d'Agathé Diagramme d'élution des gliadines totales d'Agathé
sur octyl-sépharose sur phényl-sépharose
Elution profile on octyl-sepharose Elution profile on phenyl-sepharose
of whole-gliadin of Agathé of whole-gliadin of Aaaths
DO 280 nm p. 100 éthanol DO 280 nm p. 100 éthanol
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Figure 6 Figure 4
Diagramme d'élution des gliadines totales de Calvinor Diagramme d'élution des gliadines totales de Calvinor
sur octyl-sépharose sur phényl-sépharose
Elution profile on oectyl-sepharose Elution profile on phenyl-sepharose
of whole-gliadin of Calvinor of whole-gliadin of ealvinor
(a) Lactate d'aluminium 0,028 M pH 3,6 (a) Aluminium lactate buffer 0,028 M pH 3,6
(b) Gradient linéaire d'éthancl (0 & 60 %) dans 1'ammonia- (b) Linear gradient of ethanol (0 to 60 %) in 0,02 N
que 0,02 N (indiqué par la ligne pointillée) ammonia (slope indicated by dashed line)
(c) Ringage de la colonne par éthanol 60 %, ammoniaque (c) Washing of column with ethanol 60 %, ammonia 0,02 N,
0,02 N, urée 3 M urea 3 M
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Figure 7 Figure 8
Diagramme électrophorétique Diagramme électrophorétique
des fractions gliadines d'Agathé des fractions gliadines de Calvinor
sur phényl-sépharose sur phényl-sépharose
Electrophoresis pattern of gliadin Electrophoresis pd"ttem of gliadin

fractions of Agathé on phényl-sépharose  fractions of Calvinor on phényl-sépharose

A 123 456 789104 CE 152 S04 5 6 ol 8 9180

A :Témoin glisdines totales Agathé C :Témoin gliadines totales Calvinor

A :Whole gliadin Agathé C :Whole gliadin Calvinor
1 A9: Fractions elufies pendant le gradient d'&thanol 1 &10: Fractions 6lufas pandant 1e gradient d'&thanol
1to 9: Fractions eluted with gradient of athanol 1to10: Fractions eluted with gradient of athanol
10 : Fraction élude pendant le ringage de la colonne 11 : Fraction élude pendant le ringago da la colonne
10 1 Fraction eluted with weshing of column 11 : Fraction eluted with washing of column

Figure 8 Figure 10
Diagramme électrophorétique Diagrarme électrophorétique
des fractions gliadines d'Agathé des fractions gliadines de Calvinor
sur octyl-sépharose sur octyl-sépharose
Electrophoresis pattern of gliadin Electrophoresis pattern of gliadin

fractions of Agathé on octyl-sépharose fractions of Calvinor on octyl-sépharose

A 123 45 €78 210M LAl B i TR B 1 3

A :Témoin gliadines totales Agathé C :Témoin gliadines totales Calvineor
A :Whole gliadin Agathé C :Whole gliadin Calviner

1 & 10 :Fractions &ludes pendant le gradient d'é&thanol
1 to 10 :Fractions eluted with gradient of mthanol

11 :Fraction &luée pandant le ringage de la colonna
11 :Fraction eluted with washing of column
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Le diagramme d'&lution des gliadines d'Agathé se caractérise par
quatre pics principaux (5, 6, 7, 9), dont un plus important dans 1'in-
tervalle 42-46 % au cours du gradient d'éthanol. Pour Calvinor, trois
piecs principaux (6, 7, 10) se distinguent dont un plus important dans
1'intervalle 43-47 % d'éthanol.

La comparaison des Electrophorégrammes correspondant aux diagrammes
d'élution sur phényl-sépharose (figures 7 et 8) nous améne 3 une consta-
tation majeure : la y-gliadine 45 est &lué@e principalement dans 1'inter-
valle 42-46 7 d'8thanol (pic 7) avec de légéres traces dans 1l'intervalle
39-42 7 d'éthanol (pic 6), la y-gliadine 42 est &luée dans l'intervalle
43-47 % d'éthanol (pic 7). Ces deux constituants auraient donc des hy-
drophobicités de surface pratiquement identiques.

Notons le cas trés intéressant de la y-gliadine 51 qui, chez Agathé,
est €luée en méme temps que la y-gliadine 45 et sous forme de traces
dans le pic correspondant 3 1'intervalle 8-15 Z d'éthanol. Chez Calvinor,
la y-gliadine 51 est &luée avec la Y-gliadine 42, mais aussi dans le pic
précédent correspondant a 1'intervalle 38-41 7 d'é&thanol.

Les diagrammes &lectrophorétiques montrent que pour une concentra-
tion en &thanol supérieure ou &gale & 50 7, un nombre supérieur de cons-
tituants protéiques restent fixés chez Agathé sur le support chromato-
graphique, principalement des B et a-gliadines.

2.1 Fractionnement des gliadines swt octyl-sépharose CL.4B

Les gliadines d'Agathé (figure 5) et de Calvinor (figure 6) sont
séparées en une dizaine de fractions.

Trois pics principaux sont présents dans le diagramme d'élution
des gliadines d'Agathé (6, 9, 10), deux le sont pour les gliadines de
Calvinor (4, 8).

A 1'inverse de ce que nous observons sur phényl-sépharose, la com-
paraison des électrophorégrammes correspondant aux diagrammes d'élution
sur octyl-sépharose montre une différence de concentration en &thanol
pour 1'€lution des Y-gliadines 45 et 42 (figures 9 et 10). La protéine
45 est 8lude principalement dans 1'intervalle 37-41 % d'@thanol (pic 6)
avec des traces dans l'intervalle 36-37 Z d'éthanol (pic 5), la protéine
42 1'est dans 1'intervalle 30-34 7 d'éthanol (pic 4). Ce résultat indi-
querait donc une hydrophobicité de surface légérement plus élevée pour
le constituant 45.

Notons que le constituant 51 est &lué&, chez Agath&, principalement
dans le pic 7, mais aussi dans le pic 6 avec la y-gliadine 45, et dans
le pi¢ 5. Chez Calvinor, le constituant 51 est &€lué a la fois dans le
pic 2 avant la y-gliadine 42 et dans le pic 6 aprés la y-gliadine 42.

Les diagrammes électrophorétiques en gel de polyacrylamide pH 3,1
montrent que pour une concentration en é&thanol supérieure ou égale a
50 Z un nombre supérieur de constituants protéiques restent fixés chez
Agathé sur le support chromatographique, principalement des B-gliadines.
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3 Solubilisation des gliadines par le myristate de sodium

L'analyse &lectrophorétique des gliadines d'Agathé (figure 11) mon-

. tre qu'il existe une différence quantitative entre les protéines extrai-
tes avec une faible quantité de savon (10-20 mg/l g de semoule) et cel-
les extraites avec une forte quantité (40, 50, 60 mg/l g de semoule).

Le dosage d'azote de chaque extrait confirme ce résultat, 3 savoir qu'une
certaine teneur en savon est nécessaire pour une solubilisation efficace

" des protéines (FLIEDEL, 1979 ; COTTENET, données non publiées).

D'un point de vue qualitatif, peu de différences significatives sont
mises en évidence ; la Y-gliadine 51 et une Y-gliadine apparaissent tou-
tes deux pour 20 mg de myristate de sodium. Pour tous les autres consti-
tuants, et plus particuliérement la Y-gliadine 45, seule 1'intensité des
bandes est différente, indiquant qu'avec des doses croissantes de savon,
un pourcentage croissant de protéines ont &té extraites.

0 1020 30 40 50 60 T 010 20 3040 5060 T

Figure 11 Figure 12

Electrophorése en gel de polyacrylamide pH 3,1 des gliadines
extraites par des quantités croissantes de myristate de sodium
d partir de semoule

Electrophoresis in pH 3,1 polyacrylamid gel
of gliadins solubilized from semolina in distilled water
with itnereasing amounts of sodium-myristate

T : Témoln gliadines totalas
T : Whole-gliadin

0 a 60 t+ Quantité croilssante de myristate de sodium en mg pour 1 g de
. semoule
0 to B0 : Increasing amount of sodium myristate - mg for 1 g of semo-
lina
Agathé : O A 10, présence & l'état de traces da la y-gliadine 45
Agathé : 0 and 10, traces of Y-gliadin 45
y Calvinor : 30, apparition de la yY-gliadine 42

Calvinor : 30, eppearance of y-gliadin 42
L'analyse électrophorétique des gliadines de Calvinor (figure 12)
montre

- une différence quantitative entre les protéines extraites avec
une faible quantité de savon (10-20 mg/l g de semoule) et celles
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extraites avec une forte quantité (40, 50, 60 mg/l g de semoule) : cas
des w, B et certaines Y-gliadines ;

- une différence qualitative chez les Y-gliadines 42 et 51, celles-
ci apparaissant d'une mani&re forte et constante 3 pattir respectivement
de 30 et 40 mg de myristate de sodium/1 g de semoule.

Discussion

1 Polymorphisme des gliadines en relation avec 1'hydrophobicité de
surface '

Trols remarques principales peuvent €tre faites & partir des résul-
tats de chromatographie d'interactions hydrophobes.

1.1 Les gliadines totales d'Agathé seraient lé&g&rement plus hydropho-
bes que les gliadines totales de Calvinor.

1.2 La y-gliadine 45 aurait une hydrophobicité& de surface trés légére-
ment supérieure & celle de la Y-gliadine 42. Ce résultat est confirmé
par l'analyse &lectrophorétique des fractions prot&iques obtenues sur
phényl-sépharose CL.4B avec un mélange &quivalent de gliadines totales
Agathé + Calvinor. Ainsi la Y-gliadine 42 est &luée principalement dans
1'intervalle 35-38 7 d'éthanol, alors que la y-gliadine 45 l'est princi-
palement dans 1'intervalle 41-43 7 d'éthanol. Il faut cependant signa-
ler que des traces non négligeables de ces constituants 42 et 45 appa-
raissent €lués simultanément dans 1'intervalle intermédiaire 39-40 %
d'éthanol.

1.3 La chromatographie d'interactions hydrophobes nous a permis de met-—
tre en €vidence un polymorphisme des gliadines différent de celui obser-
vé en chromatographie d'é&changes d'ions ou en électrophorése (polymor-
phisme €galement souligné par POPINEAU et GODON, 1978, 1982). Il appa-
rait notamment qu'une méme gliadine de mobilité &lectrophorétique déter-
minée peut €tre présente dans plusieurs fractions chromatographiques
d'interactions hydrophobes. Nous avons ainsi relevé (figures 7 et 9)

les cas des y-gliadines 45 et 5] respectivement dans deux et trois frac-
tions. On peut supposer qu'on est en présence de deux ou plusieurs pro-
téines différentes par leur hydrophobicité de surface et que le seul
critére de classification en électrophorése tampon lactate d'aluminium
pH 3,1 (WOYCHICK et al., 1961 ; AUTRAN et BOURDET, 1975 ; BUSHUK et
ZILLMAN, 1978) ne permet pas de distinguer. Ce polymorphisme peut &tre
€galement noté pour des constituants B ou c—-gliadines.

Ce résultat pourrait &tre la conséquence de différents types d'agré-
gation (liée 3 des différences de structure et de capacité d'interac-
tions des proté@ines) qui s'&tablierait entre les constituants gliadines.

2 Accessibilité et agrégation des constituants 45 et 42

L'étude de la solubilisation des gliadines par le myristate de so-
dium montre (figure 11) que, dans le cas de la variété Agathé, 1'ensem-
ble des constituants du diagramme &lectrophorétique dont la y-gliadine
45 est visible pour les doses les plus faibles utilisées (10 mg/1 g de
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semoule). Un accroissement de la quantité de myristate de sodium n'ap-
porte ensuite qu'une réponse quantitative (superposition des différen-
tes protéines). Inversement, chez la variété Calvinor, cette réponse est
qualitative puisque (figure 12) la quasi-totalité des constituants glia-
dines dont la Y-gliadine 42 apparaissent de fagon brusque et constante
pour une quantité intermédiaire en myristate de sodium (30 et 40 mg/l g
de semoule). D'autre part, l'examen des Electrophorégrammes semble mon-
trer qu'un maximum de solubilisation des gliadines est atteint chez
Calvinor pour 60 mg de savon/l g de semoule alors qu'il ne semble pas
étre atteint pour les mémes doses chez Agathé.

Plusieurs hypothé&ses peuvent &tre proposées pour expliquer le com-
portement plus hydrophobe du constituant Y-gliadine 45.

1 - Les résidus apolaires ou les zones hydrophobes de la y-gliadine
45 seraient plus nombreuses que celles de la Y-gliadine 42.

2 - Comparativement au constituant 42, les zones hydrophobes de la
Y-gliadine 45 seraient plus accessibles ou situées 3 la surface de la
molécule.

3 - La y=gliadine 45 serait, et pas seulement par ses seules zones
hydrophobes, plus accessible par le savon que la Y-gliadine 42.

4 - En admettant qu'il y ait compétition entre le savon et les au-
tres protéines ou autres constituants auxquels les gliadines 45 et 42
sont 1iés, 1'affinité de la y-gliadine 45 pour le savon est supérieure
d celle de la y-gliadine 42 ; la gliadine 42 apparaitrait ainsi plus
liée que ne 1l'est la gliadine 45 aux autres protéines ou autres consti-
tuants.

2.1 Hypothése 1

Nous avons déjd noté que les deux constituants y-gliadines 45 et 42
de méme poids mol&culaire et de composition similaire en acides aminés
possédaient respectivement 343 et 375 résidus apolaires pour 1 000 rési-
dus (COTTENET et al., 1983). La protéine 42 a donc plus de résidus apo-
laires et certainement plus de zones hydrophobes que la protéine 45.
L'hydrophobicité totale moyenne confirme que le constituant 42
(H®,ye = 975,6 calories/r&sidus) est globalement plus hydrophobe que le
constituant 45 (892,7 calories/résidu). Ceci nous permet d'&carter 1'hy-
pothése 1.

2.2 Hypothése 2

La y-gliadine 45 a vingt résidus proline de moins que la y-gliadine
42 pour mille. Cette différence de 2 Z, connaissant le rdle de la proli-
ne au niveau de la structure secondalre (interruption de 1l'enroulement
hélicolidal des acides aminés, 1'g-hélice étant la structure secondaire
la plus stable), indiquerait une structure plus ouverte du constituant
42, et donc une plus grande accessibilité des zones hydrophobes. Ce ré-
sultat est étayé par les calculs de polarité et d'hydrophobicité totale
moyenne. P = 1,57 et HO, e = 892,7 calories/résidu pour la y-gliadine
45 contre P = 1,38 et Hoyye = 963 calories/résidu pour la y-gliadine 42.
D'un point de vue structural, la "capacité hydrophobe", qui est traduite
par P et Hd,ye (BIGELOW, 1967) semble donc supérieure chez le consti-
tuant 42. '

P
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Par ailleurs, notons que ces valeurs P et Hb e, en référence 3 la
courbe limite de Fisher (1964), indiquent que les gliadines du blé dur
sont des protéines globulaires. POPINEAU et GODON (1982) le montrent
pour des fractions gliadines du blé tendre (varié&té Capitole) en indi-
quant que ces protéines possédaient un noyau hydrophobe et non un excés
de groupes hydrophobes. Pour ces auteurs, les fractions protéiques sépa-
rées par chromatographie d'interactions hydrophobes ne sont pas, d'un
point de vue hydrophobicité totale moyenne, significativement différen-
tes et sont toutes comprises entre 1063 et 1084 calories/résidu. PEPIN
(1982) indique que les gliadines totales et les yY-gliadines du blé ten-
dre (variété Capitole) ont respectivement une hydrophobicité totale
moyenne de 1040 et 1075 calories/résidu, les fractions w, Yy, B et o
ayant le méme ordre de grandeur. Il suggére que ces fractions ont une
répartition différente des résidus apolaires, avec en particulier de
longues s&quences d'acides aminés hydrophobes pour les y-gliadines.

Ainsi, la y-gliadine 42 qui est une protéine globulaire comme la
Y-gliadine 45 poss&de une conformation permettant un nombre d'interac-
tions hydrophobes supérieur au constituant 45. La structure de la pro-
téine 42 est donc plus ouverte et autorise, comparativement a3 la pro-
téine 45, une plus grande accessibilité de ses zones hydrophobes plus
nombreuses. Ceci nous permet d'écarter 1'hypothése 2.

2.3 Hypothises 3 et 4
2.3.1 Influence du pH

Les €tudes que nous avons effectuées par Chromatographie d'Interac-
tions Hydrophobes (C.I.H.) montrent que la Y-gliadine 45 posséde, sur
octyl-sépharose CL.4B, une hydrophobicité de surface légérement supé-
rieure d celle de la y-gliadine 42. Sur phényl-sépharose CL.4B, les deux
constituants 45 et 42 ont une hydrophobicité de surface identique. Ce
résultat s'expliquerait par le fait que le support phényl-sépharose
CL.4B a une affinité spécifique pour les acides aminés aromatiques® ;
or, la y-gliadine 42 en posséde 245 alors que la y-gliadine 45 n'en pos-
séde que 217 pour 1 000 (tableau 1).

Au cours de la C.I.H., les gliadines dissoutes dans du tampon lac-
tate d'aluminium 0,028 M, pH 3,6 sont luées par un gradient d'éthanol
dans de 1'ammoniaque 0,02 N. L'&lution des fractions protéiques est donc
déterminée par une augmentation brusque du pH, environ 9, suivie de 1la
diminution de la polarité de 1'&luant.

Inversement, les &tudes de BURNOUF et BIETZ (1984) montrent, aprés
analyse par Chromatographie Liquide @ Haute Performance (H.P.L.C.), que
la y-gliadine 45 est &luée dans des conditions moins hydrophobes que la
Y-gliadine 42, indiquant que la protéine 45 aurait une hydrophobicité
de surface plus faible. Ces auteurs travaillent cependant sur une colon-
ne Synchropak RP-P-CI8 et les gliadines dissoutes dans une solution
aqueuse d'éthanol a@ pH 7,0 sont &luées par un gradient d'acétonitrile
d pH 2,2 ; ces conditions trés différentes de celles de la C.I.H.

el e e bl T S —————

* Acides aminés aromatiques : proline, tyrosine, phénylalanine, histi-
dine.
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tendent 3 expliquer la discordance entre les résultats d'H.P.L.C. et de
C.I.H. L'augmentation de pH qui s'accompagne d'un accroissement de la
proportion en a—hélice (KASARDA et al., 1968) est responsable d'une in-
tensification dans le degré d'agrégation des molécules (GREENE et
KASARDA, 1971), d'oli une diminution de 1'accessibilité des zones hydro-
phobes. La variation de pH serait donc une des causes des différences
dans la conformation, dans l1'agrégation des protéines et dans les ef-
fets électrostatiques et ioniques des molécules. Ces divers changements
pourraient €tre ainsi la cause principale d'une modification dans 1'ac-
cessibilité des zones hydrophobes des y-gliadines 45 et 42, ce qui ex-
pliquerait les différences d'hydrophobicité entre ces deux constituants
en H.P.L.C. et en C.I.H.

2.3.2 Schéma explicatif du comportement des Y-gliadines 45 et 42

Nous avons noté la réponse quantitative des gliadines d'Agathé au
cours de la solubilisation par le myristate de sodium. La Y-gliadine 45,
par opposition 3 la y-gliadine 42 qui apparait d'une fagon brusque et
certainement proche de son maximum, est solubilisable par de faibles
quantités en savon, 1l'augmentation du savon n'apportant qu'une réponse
graduelle. L'accessibilité de la y-gliadine 45 par le myristate de so-
dium se ferait d'une fagon plus progressive que celle de la Y-gliadine
42. Or, selon WASIK et al. (1979) et FLIEDEL (1983), les savons d des
pH d'environ 9 (KOBREHEL et BUSHUK, 1977, 1978) se fixent par des
interactions Electrostatiques sur les groupes chargés des protéines, ce
qui entraine des effets de charge importante , cependant que les
interactions hydrophobes s'établissent entre la chaine hydrocarbonée et
les groupes apolaires des protéines. Nous avons vu précédemment le pa-
ralléle entre les variations de pH, la conformation (agrégation, acces-
sibilité des zones hydrophobes) et les effets €lectrostatiques de la
molécule. L'accessibilité& progressive au savon de la y-gliadine 45 et
celle brusque de la y-gliadine 42, 1'hydrophobicité de surface inférieu-
re & pH 2,2 et supérieure & pH 9 pour la Y-gliadine 45, la composition
en acides aminés hydrophobes et la conformation plus ouverte de la
Y-gliadine 42 nous permet d'avancer, par rapport aux hypothéses 3 et 4,
une explication sur le comportement hydrophobe des deux constituants 45
et 42.

a/ Les interactions liant la protéine 45 aux autres protéines ou au-
tres constituants seraient, comparativement 3 la protéine 42, de nature
plus faible que les interactions protéine-savon, ce qui expliquerait que
pour de petites quantité@s en savon des traces de y-gliadine 45 soient
déja solubilisées.

b/ Pour de fortes teneurs en savon, l'accessibilité de la protéine
45, dans 1'ensemble des constituants de la semoule de la variété& Agathé,
serait moindre que celle de la protéine 42, dans l'ensemble des consti-
tuants de la semoule de la variété Calvinor.

Pour de faibles teneurs en savon, la Y-gliadine 42 serait plus liée
que ne l'est la Y—gliadiE; 45 aux autres prot€ines ou autres constituants,
bien que ses zones hydrophobes soient plus nombreuses et plus accessi-
bles.

Notons que nos résultats et le schéma proposé - moins grande
accessibilité de la protéine 45 et liaisons plus faibles entre la pro-
téine 45 et les autres constituants - sont en accord avec ceux de
KOBREHEL (1980), KOBREHEL et MATIGHON (1980) pour qui la qualité boulan-
gére semble &tre liée 4 la force des interactions hydrophobes pré-
existantes entre les protéines et les autres constituants de la farine.
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Tableau 3
Comparaison des différentes méthodes d'études sur 1l'hydrophobicité
des constituants Y-gliadines 45 et 42

Table 3
Comparison between several methods on hydrophobicity
of componants Y-gliadins 45 et 42

45 42

Hydrophobicité théorique

NPS SRR R RRER RN ++ +++

H¢ LT T T L O I T . W + ++

ave :

Pll!l""l'lllll.i.iiiii.i.ill--ll-lll-l. +I+++ +++

Pruline [1] L B O O O O R Izu 140
Hydrophobicité de surface

G-I:Hu (2)

. phényl—s€pharose ...cssvesorsssvses o+ +++

. DCtYl-SEPh&TDBE A R R R R ++4 ++

Savon

- q“aﬂtité faihle LR B O + ﬂ

. quantit@ importante ......secsessse +44 bbb

C.T.H. (3)

L Phényl_sépharusa L R B B B B B B BB BN B BN ++++ ++

H.P:L.C. [4]

L PH=2’2 & & @@ 8 R E e R e e e ++ ++++

.PH=6 L N L O O - 5 = ® +++ +++

(1) En nombre de résidus pour
1 00O

(2) Chromatographie d'interactions
hydrophobes

(3) GODON et POPINEAU, 1981
(4) BURNOUF et BIETZ, 1983

Les croix symbolisent la gradua-
tion dans 1'hydrophobicité des
deux composants :

+ Hydrophobicité faible

+++ Hydrophobicité moyenne
+++++ Hydrophobicité élevée

(1) Residues/1 000 total residues

(2) Hydrophobic interaction
chromatographie

(3) GODON and POPINEAU, 13981
(4) BURNOUF and BIETZ, 1983

Crosses symbolize graduation in
hydrophobicity of two components
Y-gliadin 45 and 42 :

+ Low hydrophobicity

+++ Middle hydrophobicity
+++++ High hydrophobicity

CoONCLUSION

En définitif, les &tudes d'hydrophobicité totale & partir de la
composition en acides aminés, d'hydrophobicité de surface par chromato-
graphie d'interactions hydrophobes et de solubilisation des gliadines
par le myristate de sodium (tableau 3) nous permettent d'envisager une
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relation de type fonctionnel basé@e sur la différence d'hydrophobicité
des Y-gliadines 45 et 42, la présence du constituant 45 conditionnant
de bonnes propriétés du gluten ou inversement son absence ou la présen-
ce du constituant 42 conditionnant des propriétés oppgsées.

L'approche originale de 1'hydrophobicité@ &tudiée avec la solubilisa-
tion des gliadines par un savon nous oblige cependant & parler plus de
différence d'accessibilité ou de différence d'agrégation que d'hydropho-
bicité des y-gliadines 45 et 42.

On peut cependant se poser une question : que se passe—-t-il dans la
semoule et pendant les différents processus technologiques au moment de
la fabrication des pdtes alimentaires (hydratation + traitements méca-
niques : malaxage, pétrissage, laminage, filiation et sé&chage).

En conclusion, nous proposons le schéma suivant : la y-gliadine 45,
comparativement @ la Y-gliadine 42, aurait des interactions hydrophobes
plus faibles avec les autres constituants :

- plus faibles, car 1'ensemble des gliadines d'Agathé apparait plus
agrégé que ne l'est 1'ensemble des gliadines de Calvinor, ce qui entrai-
ne une moins grande accessibilité& de la prot&ine 45, celle-ci se faisant
de maniére plus progressive ;

- plus faibles, car la protéine 45 a moins de résidus hydrophobes
que la protéine 42, cette derniére ayant par ailleurs une conformation
plus ouverte, bien que globulaire, lui permettant d'étre plus liée que
ne 1'est la y-gliadine 45 aux autres protéines ou autres constituants.

I1 semble néanmoins difficile de concevoir que ces différences
d'accessibilité et d'agrégation amenant des différences d'hydrophobici-
té puissent €tre 3@ elles seules responsables des différences de proprié-
tés du gluten. Les travaux récents de PAYNE et al. (1984) sur 1'identi-
fication de sous-unités gluténines de faible poids moléculaire, LMW-1
er LMW-2, vont dans ce sens. Ces auteurs montrent que les LMW-1 et la
Y-gliadine 45 d'une part, les LMW-2 et la y-gliadine 42 d'autre part
sont génétiquement liées. D'aprés eux, les LMW-1 (ou LMW- 2) seraient
les principaux responsables d'une bonne (ou mauvaise) qualité culinaire
du blé dur. DAMIDAUX et al. (1980) avaient &galement noté& la présence
de groupes de bandes gliadines "w-35, Y-43, Yy-45 gliadines" et "w-33,
w-35, w-38, y-42 gliadines", au sein desquels aucune recombinaison ne
s'observe et qui paraissent se transmettre en bloc.

Ainsi, la nature de la relation "bande 45 ou 42 et qualité culinai-
re du gluten'" serait & la fois d'ordre génétique et fonctionnel. Les
Y-gliadines 45 et 42 auraient simultanément un réle de marqueur généti-
que, mais aussi des propriétés fonctionnelles différentes : capacité
d'agrégation supérieure et moins grande accessibilité des zones hydro-
phobes chez les constituants 45.

S

Manuserit recu le 6 janvier 1984, accepté le 29 mars 1984.
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