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1
Introduction

Les propriétés remarquables des céréales, particulierement des blés et des
farines, en font des aliments de base pour la majeure partie de I'humanité.
Néanmoins, notre connaissance des propriétés physico-chimiques de leurs
principaux constituants, particulierement de leurs protéines, est loin d’étre
compléte.

Le fractionnement et la caractérisation des protéines de céréales sont, en effet,
parmi les problémes les plus complexes qui se soient posés aux biochimistes.
Ces protéines sont trés hétérogénes tout en ayant des caractéristiques de
charge et de taille moléculaire voisines ; elles possédent des propriétés de solu-
bilité inhabituelles ; elles ont une forte tendance a s’agréger a la fois par I'inter-
médiaire de liaisons covalentes et non covalentes.

De nombreuses raisons existent pour s'intéresser au fractionnement, a I'isole-
ment et & la caractérisation des protéines de céréales. Par exemple, la quantité
et la nature des protéines exercent une influence directe sur la qualité des
matiéres premiéres et leur évolution au cours des procédés de transformation.
Plus particulierement, la taille moléculaire des complexes protéiques est étroi-
tement associée a la qualité boulangére des farines et aux caractéristiques
rhéologiques des pates (Huebner et Wall, 1976), tout comme la présence de
certaines sous-unités gluténines de haut poids moléculaire (SG-HPM) (Payne et
al., 1980). Si I'on parvient a identifier avec précision les polypeptides ou les
motifs structuraux qui sont directement impliqués dans la qualité, alors la
sélection de variétés améliorées est possible en utilisant ces polypeptides
comme « marqueurs » de la qualité. Des protéines importantes au plan nutri-
tionnel peuvent étre également introduites dans les nouvelles variétés. Le fait
que certaines familles de protéines constituent des marqueurs spécifiques des
génotypes permet I'identification biochimique des variétés dans les lots com-
merciaux, tandis que les généticiens utilisent cette information pour détecter
des régions chromosomiques spécifiques telles que celles introduites par des
espeéces étrangéres pour apporter des caractéristiques agronomiques ou tech-
nologiques améliorées. Finalement, la connaissance des protéines de céréales
et de leurs propriétés conduit & des méthodes précieuses d’identification, de
classification et de contrdle de la qualité (Bietz, 1986).

Malgré les difficultés rencontrées, d'immenses progrés ont été accomplis ces
derniéres années dans les méthodes de séparation et de caractérisation des
protéines de céréales, particuliérement celles appliquées aux protéines du glu-
ten de blé, dénommées schématiquement gliadines et gluténines depuis les
travaux d’Osborne (1907) :

En électrophorése, les protéines traversent une matrice poreuse (gel de poly-
acrylamide, gel d’amidon) sous I'action d’'un champ électrique. Les protéines
possédant des vitesses de migration différentes (en raison de différences dans
leur taille moléculaire et/ou de leur composition en acides aminés chargés)
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vont pouvoir se séparer et étre détectées en des emplacements différents. Les
protéines de céréales se séparent ainsi en un grand nombre de polypeptides
visualisés sous la forme d’'un diagramme de « bandes », ou une carte de
« spots », caractéristiques de I'échantillon analysé.

En chromatographie liquide, c’est un flux de solvant qui permet le transport
des protéines au travers d'une colonne contenant le support chromatogra-
phique, support avec lequel elles sont susceptibles d'interagir a des degrés
divers, en raison de leur taille, de leur charge électrique, ou encore de leurs
caractéristiques d’hydrophobicité. Trois principaux types de chromatographie
(dont la présentation sera détaillée au § 2.2 ci-dessous) ont été ainsi appliqués
aux protéines de céréales :

- la chromatographie d’exclusion-diffusion ;
- la chromatographie d’échanges d’ions ;
- la chromatographie en phase inverse.

Au cours des derniéres années, des types entierement nouveaux de colonnes
chromatographiques ont été inventés, utilisant le plus souvent des supports de
silice. Ces nouvelles colonnes, de petite taille, chimiquement stables, supportant
des pressions élevées, ont permis d’obtenir des séparations jusque la inégalées
en des temps trés courts. On assista alors a un développement considérable de
nouvelles techniques chromatographiques, appelées « chromatographie liquide
a haute pression », ou « chromatographie liquide a haute performance » (HPLC).

A l'origine, 'HPLC ne pouvait étre utilisée que sur des constituants de faible
poids moléculaire (lipides, pigments, vitamines, acides aminés, etc.). Jusque
vers 1982, aucun fabricant ne proposait de colonne qui soit en mesure de sépa-
rer des protéines car, au dela d’'un poids moléculaire de 10 000, les protéines ne
pouvaient pas pénétrer dans le support ou s’y adsorbaient de fagon irréversible.
Ce n’est que vers 1983-1984 que des colonnes a larges pores (300 A ou davan-
tage) sont devenues disponibles, permettant de réaliser des séparations HPLC
des protéines a partir de leurs caracteristiques de taille, de charge ionique, ou
d’hydrophobicité (Barford, 1988 ; Mant et Hodges, 1991).

Dans le domaine des céréales, I'HPLC a pu étre utilisée pour la caractérisation
ou le dosage de la plupart des constituants des grains et des farines, particulié-
rement les protéines (Bietz, 1986 ; Kruger et Bietz, 1994), mais aussi les autres
constituants (amidon, lipides, vitamines, acide férulique, acide phytique, afla-
toxine, etc.). Comme l'analyse de ces divers constituants est traitée dans
d’autres chapitres de 'ouvrage, notre chapitre sera centré sur la caractérisation
des constituants protéiques.

Dans une premiére partie, nous rappellerons le principe des principales tech-
niques chromatographiques, sans toutefois détailler les aspects trés théoriques
(pour lesquels nous renvoyons au chapitre Chromatographie de Lorient et al.
(1991)). Dans une seconde partie, nous décrirons les principaux systémes
HPLC (colonnes, instrumentation). Dans la derniére partie, nous développerons
les applications pratiques des techniques d’HPLC a la caractérisation des pro-
téines des grains et des farines de céréales.
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2
Généralités
sur les techniques
chromatographiques

2.1 PRINCIPE

Il s’agit de la réalisation d'un tri entre les différentes especes moléculaires d’un
mélange. On va ainsi forcer toutes les molécules a effectuer un parcours com-
mun parsemé d’obstacles : certaines espéces le franchiront aisément, d’autres
avec difficulté. A l'arrivée, il y aura échelonnement. Pour entrainer les molé-
cules, il faut les véhiculer dans un fluide, la phase mobile, qui peut étre soit un
liquide, soit un gaz. L'obstacle a franchir, qui ne doit pas étre entrainé par la
phase mobile, doit étre fixe et produire des effets reproductibles. Il constitue la
phase stationnaire. Cette phase stationnaire, le plus souvent emprisonnée dans
une colonne, peut étre un solide, ou un liquide immobilisé sur un solide.

Les facteurs qui contrdlent la séparation sont surtout d'ordre thermodyna-
mique : la rétention de I'échantillon sur la colonne est donc controlée thermo-
dynamiquement. En pratique, la séparation idéale n'est pas réalisable : il se
produit en effet un élargissement des bandes en raison surtout des phéno-
menes de diffusion. Les facteurs qui contrélent la diffusion sont surtout de
nature cinétique et peuvent étre considérés indépendamment des facteurs ther-
modynamiques qui influencent la rétention.

Les performances séparatives de la chromatographie dépendent par ailleurs
d’un certain nombre de paramétres. Le premier a prendre en considération est la
nature des constituants a séparer et leurs caractéristiques intrinséques. En fonc-
tion des caractéeres prédominants, il sera alors possible de choisir le type de
chromatographie le plus adapté, ou les meilleures combinaisons chromatogra-
phiques. Le deuxiéme parameétre a considérer est le degré de « contamination »
du constituant a séparer (concentration relative par rapport aux constituants a
éliminer). Le troisiéme paramétre important est la concentration de la protéine
dans le milieu ainsi que le pH et la force ionique de ce dernier (Cuqg, 1988).

2.2 CLASSIFICATION DES METHODES
CHROMATOGRAPHIQUES

On a I'habitude de classer les méthodes chromatographiques, soit selon la
nature des phases (exemple : phase liquide, phase gazeuse, gaz/solide,
liquide/liquide, etc.), soit selon la technique mise en jeu (chromatographie sur
colonne, chromatographie sur couche mince, etc.), soit enfin selon les phéno-
menes mis en jeu. C'est cette derniére classification que nous détaillerons. Elle
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permet en effet de distinguer les 5 types suivants de méthodes chromatogra-
phiques (parmi lesquels 3 seulement ont été utilisés dans le cas des protéines
de céréales : cf. § 2.3 ci-dessous) :

2.2.1 CHROMATOGRAPHIE D'ADSORPTION

C'est la plus ancienne et sans doute la mieux connue. La séparation entre les
molécules est fondée sur le processus répété d'adsorption et de désorption de
la phase stationnaire. Il s’agit d'une chromatographie liquide-solide (CLS).

2.2.2 CHROMATOGRAPHIE D’ECHANGES D’IONS

La phase stationnaire est ici un solide a la surface duquel se trouvent des grou-
pements ionisés. Un soluté ionisé de charge opposée (par exemple, une pro-
téine) se trouvera d’autant plus retenu que sa charge (opposée a celle de la
phase stationnaire) sera plus forte. [l n'y a pas de phase stationnaire idéale
(tout ion a forcément un support), de sorte qu'il existe toujours plus ou moins
un phénomeéne d'adsorption dans cette chromatographie. La phase stationnaire
solide, ou matrice, est généralement poreuse et renferme dans ses pores une
phase liquide qui peut jouer un role trés important dans les séparations. On
peut ainsi parler pour ce type de chromatographie de CLS, mais aussi de CLL
(chromatographie liquide-liquide).

2.2.3 CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE

La séparation est fondée sur les différences de solubilité des molécules entre
phase mobile et phase stationnaire liquide (phase qui, en fait, imprégne ou est
greffée sur un solide). Il s’agit alors de chromatographie liquide-liquide (CLL).
Cette technique revient a multiplier les partages emtre phases de la méme
facon que si I'on disposait de plusieurs milliers d’ampoules a décanter conte-
nant deux solvants non miscibles.

2.2.4 CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION-DIFFUSION
OU CHROMATOGRAPHIE DE PERMEATION SUR GEL Od ENCORE
DE « FILTRATION SUR GEL »

La phase stationnaire est un solide poreux dont la dimension des pores est voi-
sine de celle des molécules a séparer. Celles qui sont trop volumineuses pour
pénétrer dans les pores sont exclues de la phase stationnaire et sont éluées les

premiéres, les autres étant plus ou moins retardées. Ici encore, on peut parler
indifféremment de CLS ou de CLL.

2.2.5 CHROMATOGRAPHIE D’AFFINITE

Trés utilisée par les biochimistes, elle consiste a fixer sur la phase stationnaire
un type de molécule capable de reconnaitre une autre molécule avec une affi-
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nité tres élevée. On va greffer, par exemple, une enzyme, qui va complexer
sélectivement le substrat correspondant (ou vice versa), on encore un anti-
corps, qui reconnaitra I'antigéne correspondant dans la phase mobile.

2.3 ETUDE PLUS DETAILLEE DES TECHNIQUES
DE CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE EN USAGE
POUR LES CONSTITUANTS DES BLES ET DES FARINES

2.3.1 CHROMATOGRAPHIE D’ECHANGES D’IONS

La phase stationnaire est ici un support insoluble contenant des groupements
chargés. Ceux d’'un certain type sont fixés car liés chimiquement, les autres de
signe opposé étant mobiles. Ces derniers peuvent étre échangés réversiblement
avec d'autres ions de méme charge sans aucun changement de la partie insoluble.

Les groupes ioniques fixes déterminent le type et la force de I'’échangeur. Leur
nombre et leur accessibilité déterminent la capacité. Le pH de la phase mobile
est ici le paramétre principal de la rétention. La nature et la concentration du
contre-ion sont également importantes puisqu’elles déterminent la force d’élu-
tion du tampon utilisé pour « décrocher » les protéines.

Les principaux groupements fonctionnels utilisés sont de type : sulfonate,
phosphonate, ou carboxylate pour les échangeurs de cations, et de type :
ammonium quaternaire, tertiaire ou secondaire pour les échangeurs d’anions.
Les groupes de type suifonate ou ammonium quaternaire sont des échangeurs
d’ions forts, les autres, des échangeurs faibles.

II existe par ailleurs différents types de matrices : type polystyréne, dextrane,
agarose, cellulose et silice. Les plus utilisées ont longtemps été les CMC (car-
boxyméthyl celluloses), SEC/SPC (sulfoéthyl- ou sulfopropyl-celluloses), pour
les échangeurs de cations, et les DEAE (diéthylaminoéthyl-celluloses) pour les
échangeurs d’anions.

2.3.2 CHROMATOGRAPHIE D'INTERACTIONS HYDROPHOBES

Dans cette technologie, les constituants sont séparés sur la base de leurs diffé-
rences d’hydrophobicité de surface grace a un support non chargé et possé-
dant des groupes hydrophobes aliphatiques (colonnes de type octyl — ou
butyl-Sepharose), ou aromatiques (phényl-Sepharose). Ce type de séparation
est applicable a la plupart des protéines car celles-ci renferment toujours des
acides aminés a chaine latérale hydrophobe suffisamment exposés pour per-
mettre des interactions avec un support hydrophobe. Cette chromatographie
utilise une colonne remplie d’un gel et équilibrée dans des conditions qui favo-
risent les interactions hydrophobes, par exemple une force ionique élevée.
Apres dépdt de I'échantillon, I'élution est généralement réalisée en appliquant
un gradient descendant de concentration saline qui permet de désorber les pro-
téines dans un ordre croissant d’hydrophobicité de surface.
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Au contraire, dans la chromatographie & polarité de phases inversées (la plus
frequemment utilisée en HPLC, sous le nom de HPLC en phase inverse, ou en
phase « réverse » : RP-HPLC), la phase stationnaire est de nature apolaire
(chaines aliphatiques) et la phase mobile est constituée par un liquide polaire
(eau, méthanol).

De nombreuses colonnes ont été utilisées. Initialement, on a développé des
colonnes de 25 cm, avec une phase stationnaire greffée en C,g constituée de
particules de 5 ou 10 uym et comportant des pores de 300 A. Ultérieurement, la
tendance a été d'utiliser des chaines aliphatiques plus courtes : Cg ou C,, des
particules plus grosses et des colonnes plus courtes qui autorisent des débits
plus élevés, des pentes de gradients plus fortes, sans perte de résolution. Des
températures plus élevées (obtenues grace a des fours & colonnes réglés a 50,
60, et méme 70 °C) améliorent aussi trés sensiblement la résolution.

Les conditions les plus classiques actuellement utilisées avec les protéines des
céréales font appel a une phase mobile composée d’acétonitrile 20 % (ACN)
contenant 0.1 % d'acide trifluoroacétique (TFA). L’ACN a I'avantage de possé-
der une faible viscosité et d’étre transparent aux ultraviolets, permettant une
détection a8 210 nm. Le TFA est un acide organique hydrophobe qui accroit
I'hydrophobicité des protéines et améliore leur discrimination grace a un
accroissement des temps de rétention. Il contribue a la solubilisation des pro-
téines et a I'amélioration du rendement des colonnes. Sa concentration opti-
male est cependant difficile a déterminer car, en léger excés, s'il peut améliorer
la solubilité et la résolution des courbes, il peut entrainer une déformation de la
ligne de base, ainsi qu'une désamidation des protéines. Dans ce systéme, I'élu-
tion des différentes protéines est généralement assurée par un simple gradient
linéaire d’ACN, de 20 a 55 %, le tout réalisé en 55 minutes a 50 ou 60 °C.

2.3.3 CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION-DIFFUSION

La chromatographie d’exclusion-diffusion est fondée sur la rétention des molé-
cules de soluté en fonction de leur taille en raison de leur pénétration ou non
dans les pores, remplis de solvant, d’'une phase stationnaire appropriée. Si I'on
suppose que les molécules de soluté ne présentent aucune affinité pour les
parois de la phase stationnaire particulaire, les grosses molécules ne pourront
pas pénétrer dans les pores : elles migreront plus rapidement que les petites
molécules qui peuvent, quant a elles, pénétrer statistiquement dans un plus
grand nombre de pores. Les grosses molécules sont éluées par un volume V,
qui correspond au volume entre les « grains » de la phase stationnaire, ou
« volume mort » de la colonne. Les trés petites molécules pénétrent dans le
réseau du gel et sont éluées par un volume V, égal au volume total de solvant
contenu dans la colonne (Figure 1). La séparation est donc fondée ici, non sur
des interactions physico-chimiques avec la phase stationnaire, mais sur la
dimension des molécules en solution (CUQ, 1988). Entre les deux cas limites,
celui ou les molécules sont totalement exclues, et celui ou tous les pores de la
phase stationnaire sont accessibles aux molécules considérées, le volume de
rétention d'une molécule varie linéairement en fonction du volume poreux
accessible. Ainsi, & chaque valeur de ce volume de rétention correspond théori-
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B Figure 1 Représentation schématique du cheminement
de deux molécules protéiques différentes au cours
d’une chromatographie d’exclusion-diffusion

Le coefficient de partition chromatographique K est égal au rapport (Ve-Vo)/(Vt-Vo), ou Ve est le volume d'élution
mesuré, Yo, le volume mort de la colonne ou volume d’exclusion et Vt, le volume total de la colonne, c’est-g-dire
Vo+Vp (volume des pores).

quement une taille de molécule. D’ou I'utilisation de la technique pour la déter-
mination des masses moléculaires.

Plusieurs types de gels peuvent étre utilisés. On distingue les gels mous, semi-
rigides et rigides. Seuls ces derniers sont utilisables avec des vitesses de phase
mobile élevée (FPLC, par exemple).

Les gels mous sont constitués de polymeéres a faible taux de pontage, pour les-
quels le gonflement est important. Il s’agit le plus souvent de dextranes (gels de
type Sephadex G), parfois de polyacrylamide ponté par du méthyléne- bis-
acrylamide (Biogels P), d’agarose (Sepharose et Biogels A) ou de gels mixtes
polyacrylamide-agarose (Ultrogels) ou polyacrylamide-dextranes (Sephacryl).

Les gels semi-rigides sont constitués de polystyréne ou d’acétate de polyvinyle.

Les gels rigides sont constitués par des silices poreuses (exemple : les gels

TSK) ou des verres poreux. Résistants aux hautes pressions, ces gels sont utili-
sables en HPLC.

A la condition de travailler avec une force ionique suffisante, les problemes
d’adsorption irréversible sont limités avec ces types de supports. Les rende-
ments de récupération sont généralement trés élevés, beaucoup plus qu'avec
la chromatographie d’échanges d’ions. Le pH de la phase mobile reste cepen-
dant souvent un parameétre critique : les colonnes HPLC de type TSK SW doi-
vent étre impérativement maintenues a des pH inférieurs a 7,0 (fonte du
support silice au dela de pH 7,5 avec destruction immeédiate de la colonne). En
revanche, les colonnes de polyméres hydrophiles TSK PW supportent une
gamme étendue de pH, mais elles ne sont pas nécessairement adaptées au
fractionnement des protéines.

Analyses de caractérisation macromoléculaire - e 269

3
Description des systemes
de chromatographie liquide
a haute performance (HPLCQ)

3.1 EN QUOI L'HPLC SE DISTINGUE
DE LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE CLASSIQUE ?

L'HPLC se distingue de la chromatographie liquide classique par :

- le remplissage des colonnes qui est fait avec un matériau composé de
particules trés fines (3 a 10 ym) ;

- les colonnes sont de petite taille, réutilisables, d’environ 2 @ 20 mm de
diamétre et de 10 a 30 cm de longueur ;

- la pression d’entrée est élevée et le controle du débit de la phase mobile
est trés strict ;

- les dispositifs d’introduction de I'échantillon, trés précis, ne nécessitent
que de faibles quantités ;

- les détecteurs fonctionnent en continu et permettent la détection de quan-
tités tres petites ;

- les appareils sont automatisés ;

- les analyses sont rapides : quelques dizaines de minutes ou méme quelques
minutes ;

— la résolution est beaucoup plus élevée ;

- la transposition analytique / préparative est aisée : les analyses effectuées
en chromatographie classique sont, la plupart du temps, réalisables en
HPLC et, avec cette derniére, les purifications obtenues sont trés supé-
rieures et le temps d'exécution beaucoup plus court. (Bietz, 1986)

3.2 LA COLONNE : LE CGEUR DU PROCEDE

La séparation proprement dite est liée essentiellement a la nature et aux carac-
téristiques de la colonne. Sans entrer dans le détail théorique, rappelons que le
pouvoir de résolution d’une colonne dépend de trois facteurs : !'efficacité, expri-
mée en nombre de plateaux théoriques par meétre, refléte la finesse des pics
des composés sortant de la colonne ; la sélectivité indique I'aptitude du sys-
téme a les séparer, tandis que le facteur de capacité définit les temps de réten-
tion des composants du mélange (Guillot, 1986).
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3.2.1 TYPES DE PHASES STATIONNAIRES

[I existe aujourd’hui des centaines de phases stationnaires distribuées par des
dizaines de fabricants. Notons parmi elles, I'importance toute particuliére prise
par les phases de silice greffée par des groupes X-Si-C,. X est un chlorure par
exemple qui effectue le greffage par réaction avec les silanols libres de la silice
avec formation d'une liaison siloxane. Lorsque C, est un groupe apolaire
hydrocarbure comptant de 1 &4 18 atomes de carbone, ou terminé par un grou-
pement benzénique, la silice ainsi modifiée permet d’effectuer des chromato-
graphies en phase inverse ou I'élution se fait par des solvants polaires eau,
méthanol, acétonitrile principalement.

Si la plupart des phases stationnaires maintenant classiques sont préparées a
partir de silice, certaines utilisent des supports polymériques - résines de Toyo
Soda™, résines pour FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) de Pharma-
cia, résines pelliculaires de Dionex par exemple. Cette innovation trouve son
application dans le domaine des chromatographies d’échanges d’ions et
d’exclusion-diffusion : elles peuvent travailler dans une gamme plus large de
pPH et, pour certaines d’entre elles, étre nettoyées a la soude diluée, assurant
ainsi a l'utilisateur I'élimination totale de résidus entre deux séparations.

Le greffage sur silice autorise la fixation de toutes sortes de molécules permettant
la séparation de produits aux propriétés extrémement voisines : colonnes chirales,
grace auxquelles on obtient la séparation de mélanges racémiques, ou de cyclo-
dextrines, intéressant notamment les secteurs de la chimie fine et de la pharmacie.

3.2.2 DIAMETRE DES PARTICULES. LONGUEUR ET DIAMETRE
DE LA COLONNE

D’autres parameétres que la phase stationnaire interviennent également dans
I'optimisation du choix de la colonne : diamétre des particules, longueur et dia-
metre intérieur de la colonne. La colonne est d’autant plus efficace que le dia-
metre des particules est plus faible et qu’elle est plus longue. Mais
I'allongement augmente les volumes de solvant et les temps d’analyse, tandis
que la diminution de taille des particules entraine une perte de charge impor-
tante. Pour fixer un ordre de grandeur, on peut utiliser des colonnes d’environ

25 cm de long pour des particules de 5 & 10 uym, ou de 10 & 15 cm de long
pour des particules de 3 pm.

Le diamétre intérieur est choisi en fonction des quantités de produit injectées. En
HPLC analytique, le diamétre le plus courant est de 4,6 mm. Il est beaucoup plus
délicat d'utiliser des colonnes de 2 mm : des particules pas trop fines doivent alors
étre utilisées pour réduire les risques de colmatage et de pressions trop élevées.

Si I'HPLC est une méthode puissante, elle est aussi onéreuse en
consommables : quantités importantes de solvants d’un haut degré de pureté,
colonnes dont la durée de vie est limitée. Les fabricants s’emploient a y remé-
dier : mise au point de colonnes plus courtes, amélioration de leur longévité,

services qui proposent le reconditionnement des colonnes (changement de la
phase stationnaire).
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3.2.3 L'INSTRUMENTATION

Comme pour les méthodes de séparation et les types de colonnes, il existe un
large choix dans le domaine des appareillages. Aujourd’hui, le constructeur
doit en effet répondre a deux demandes spécifiques des chromatographistes,
demandes qui impliquent deux démarches totalement différentes. D’une part,
les milieux biochimiques et biologiques souhaitent pouvoir analyser des quanti-
tés de plus en plus faibles de produits ; d’autre part, les industriels de la chimie
fine et de la pharmacie considérent, depuis quelques années que I'HPLC peut
étre une méthode économiquement justifiable de séparation et de purification
de molécules a haute valeur ajoutée.

Le trait commun a l'ensemble de ces systémes est d'étre modulaire (figure 2).
On compose son HPLC un peu comme on le ferait pour une chaine haute fidé-
lité, soit en choisissant les divers éléments dans la gamme d'un constructeur
selon I'application spécifique, soit en associant des éléments provenant de
constructeurs différents et en la complétant en fonction des nécessités et des
impératifs budgétaires (Guillot, 1986).

Programmateur HPLC

Commandes du systeme

N\

Imprimante | Enregistreur
Conditione- Injecteur Collecteur
ment automatique Colonnes de fractions
Ordinateur | Intégrateur
Pompe(s) Injecteur Four
manuel a colonnes Interprétation Collecte
Solvants Echantilions Séparation
Spectro UV
Barette
de diodes
Détection
M Figure 2 Schéma d’un systéme d’HPLC

Les pompes

Débit, pression, mode d’élution - isocratique ou gradient — sont conditionnés
par les systémes de pompes. L’évolution des technologies a permis d’étendre
la gamme des débits vers les faibles valeurs, tout en maintenant le flux le plus
constant possible et en minimisant les volumes morts. En fonction des
constructeurs on trouve des systémes intégrés ou modulaires (dissociation des
tétes et des corps de pompe), des pompes mono ou multiples pistons, des
pompes biocompatibles (en titane, en céramique, ou en matériau synthétique,
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bien que bon nombre de spécialistes pensent, qu’a moins d’utiliser des milieux
trés corrosifs, le risque de relargage d’impuretés métalliques par I'acier inoxy-
dable soit négligeable).

Naturellement, le choix et le nombre des pompes sont liés au mode de gra-
dient. Pour un gradient haute pression, une pompe par solvant et une chambre
de mélange en aval sont exigées. Pour un gradient basse pression on doit inter-
poser des vannes proportionnelles entre les flacons de solvant et la pompe.
L'utilisation de gradient requiert aussi I'acquisition d’'un module de programma-
tion piloté par microprocesseur.

L'injection

Pour éviter de mobiliser les personnes par des taches fastidieuses d'injection au
moyen de seringues (un échantillon aprés I'autre), des systémes d’injection
automatique ont été mis au point, pilotés par microprocesseur, qui permettent,
grace a des boucles d’injection (de quelques ul en HPLC analytique a quelques
ml en préparative), de faire fonctionner les appareils 24 heures sur 24 et
d’améliorer considérablement la répétabilité des résultats.

Les échantillons injectés automatiquement ont fréquemment besoin d'étre pré
purifiés. Cela peut généralement se résoudre par I'addition de précolonnes
et/ou par la filtration des extraits sur membranes de 0,45 ym. Dans d'autres
cas, cela peut nécessiter des opérations plus compliquées : emploi de car-
touches de silices a phase greffée qui permettent de retenir les impuretés, ces

cartouches étant ensuite transférées dans le systéme HPLC ou elles deviennent
I'équivalent de boucles d’injection.

Les détecteurs

La détection des composés a la sortie de la colonne, point crucial de I'HPLC,
peut mettre en jeu différents principes :

La spectrophotométrie (UV-visible qui permet de détecter les molécules possé-
dant un chromophore, constitue le moyen de détection le plus classique en
HPLC. On dispose aujourd’hui de spectrophotomeétres programmables qui
offrent des possibilités de mesure a plusieurs longueurs d’ondes et a différentes
échelles d’absorption pour un méme chromatogramme. Les meilleurs d'entre
eux sont capables de détecter I'ordre de grandeur de la picomole (10-12 mole).
lls donnent également le rapport d’absorption entre deux longueurs d’onde —
information sur la pureté du produit — et permettent parfois I’enregistrement
instantané des spectres — confirmation du choix de la longueur d'onde opti-
male. Le nec plus ultra dans le domaine est le spectrophotométre & barrettes
de diode, qui grace a une lecture simultanée des intensités lumineuses a toutes
les longueurs d’onde comprises entre 200 2t 600 nm, fournit une information
double — absorption en fonction du temps et de la longueur d’onde — permet-
tant d’obtenir des chromatogrammes tridimensionnels et d’optimiser trés rapi-
dement les conditions chromatographiques (Guillot, 1986).

Bien que d’'une extréme sensibilité (jusqu'a 30 femtomoles : 10-1> mole), la
fluorométrie est d’'un emploi moins généralisé. On rappelle qu’en fluorescence,
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la solution est excitée a une longueur d’'onde qui est en général celle de son
maximum d’absorption. Une partie de I'énergie acquise par I'absorption de
photons va alors se dissiper sous forme non radiative durant le temps de vie de
I'état excité. L'énergie d'émission sera donc plus faible, ce qui explique que la
longueur d’onde d'émission sera toujours plus grande que celle de |'excitation.
La quantification des signaux obtenus exige cependant beaucoup de précau-
tions car l'intensité de fluorescence n’obéit pas a la loi de Beer. L’inconvénient
majeur de la méthode est cependant lié au nombre relativement faible de molé-
cules qui fluorescent naturellement, amenant a mettre au point des systémes
de dérivation (réaction entre le composé & détecter et une substance chimique
qui lui confére les propriétés optiques dont il est dépourvu).

D’autres techniques de détection ont été développées (indice de réfraction,
conductimétrie, infra-rouge, radioactivité,...), mais ne seront pas détaillées ici,
leur domaine d’application étant davantage celui des sucres, des phénols, des
vitamines ou des pesticides.

Intégration des pics et expression des résultats

Le profil d'élution des chromatogrammes (absorbance en fonction du temps de
rétention) est enregistreé.

25,700

||

669,000

e

J i F2 F3 | Fa

0 33

W Figure 3  Exemple de profil d’élution en SE-HPLC des protéines
extraites d’'une farine de blé par le tampon phosphate
de sodium 0,1 M, SDS 0,1 %, pH 6,9

Les positions d'élution des standards de poids moléculaire (respectivement : thyroglobuline, sérum albumine bovine,
chymotrypsinogéne A et cytochrome c) sont indiquées.

En SE-HPLC, 'analyse en série de standards de poids moléculaire connus
(exemples : thyroglobuline, 669 000 ; sérum albumine bovine, 66 000 ; chy-
motrypsinogéne A, 25 700 et cytochrome ¢, 11 700) permet de calibrer la
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colonne et de définir avec précision les limites des fractions du chromato-
gramme (figure 3). La surface de chacune des fractions du chromatogramme,
calculée automatiquement grace a des logiciels d'intégration de courbes, par-
fois aprés certaines interventions manuelles pour sélectionner le début et la fin
d’'une zone que l'on souhaite plus particuliéerement quantifier. La surface de
chacune des fractions est exprimée en unités d’absorbance x seconde, qui peu-
vent étre converties en pourcentage de la surface totale du chromatogramme.
Les courbes complétes peuvent étre éventuellement corrigées et normalisées
par traitement informatique comme I'ont décrit Sapirstein et al. (1989) et Scan-
lon (1994).

Appareillages développés pour I'étude de biomolécules spécifiques

Certains constructeurs ont adopté une approche consistant a mettre au point un
matériel ou une technique spécifiquement adapté aux demandes des biochi-
mistes et des biologistes. Ainsi, pour la séparation de protéines et d’enzymes,
Pharmacia a développé un systéme de FPLC entiérement biocompatible (tubes
en Téflon, systéme de pompes a deux seringues de verre fonctionnant en opposi-
tion) qui a a la fois une vocation analytique et préparative. Les colonnes contien-
nent des phases constituées de particules macroporeuses et de diamétres trés
uniformes — sur supports polymeres en échanges d’ions et perméation en gel, sur
silice en phase inverse. Applied Biosystems a de son c6té développé des HPLC
adaptées aux problémes de purification des peptides, protéines et oligonucléo-
tides (avant séquengage), ainsi que d’analyse des composés issus du séquen-
ceur, avec une limite d'analyse qui peut atteindre 0.1 picomole.

4
Application aux constituants
protéiques des grains
et des farines de céréales

4.1 GENERALITES SUR LES PROTEINES DES CEREALES

De toutes les protéines végétales, celles du blé sont certainement les plus
importantes aux plans nutritionnel (140 000 tonnes de ces protéines sont
consommeées chaque jour dans le monde) et fonctionnel (en raison de leur pro-
priété unique de se rassembler sous la forme d'un gluten, propriété qui déter-
mine le caractére panifiable ou pastifiable des blés). Les protéines du blé et des
autres céréales sont cependant plus difficiles a étudier que celles de nombreux
tissus végétaux ou animaux. La majeure partie des protéines du grain de blé
sont en effet des protéines de réserve, insolubles dans I'’eau ou les solutions
salines, et seulement extractibles par des alcools dilués (gliadines), ou par des
acides, bases, détergents, agents dissociants ou réducteurs (gluténines). La
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composition en acides aminés inhabituelle de ces protéines (richesse considé-
rable en glutamine, proline et glycine), associée a une forte tendance a former
des agrégats de taille trés élevée par des interactions non covalentes, ou par
des liaisons disulfures, explique leurs propriétés de solubilité particuliéres et
rend inutilisables de nombreuses méthodes analytiques. Les protéines du blé
sont également trés hétérogénes en raison de : 1) la polyploidie des blés,
2) I'existence de nombreux polypeptides homologues a la suite de duplications
de génes et de mutations intervenues chez les ancétres des blés ainsi qu’'au
cours de leur phylogenése, 3) I'existence de modifications post-traduction-
nelles. A titre d’'exemple, la gliadine et la gluténine sont constituée chacune
d'au moins 100 polypeptides. Une telle hétérogénéité, associée a de nom-
breuses homologies structurales, placent les protéines du blé parmi les pro-
téines végétales les plus complexes a isoler et caractériser.

4.2 CARACTERISATION DES PROTEINES DU BLE

Les protéines déterminent pour une large part les qualités technologique et
nutritionnelle des céréales et des produits céréaliers. Leur étude revét donc une
importance considérable, que ce soit pour la sélection des variétés, le com-
merce ou l'utilisation industrielle. La possibilité de fabriquer des colonnes
d’HPLC capables de séparer des protéines de taille élevée, telles que les pro-
téines de réserve des céréales, est a I'origine du développement d’'une métho-
dologie nouvelle et particuliérement performante pour le chimiste céréalier,
pouvant surpasser la plupart des techniques classiques de purification et de
caractérisation des protéines. En fait, trois types d’HPLC ont été utilisés en
fonction des probléemes étudiés : 'HPLC en phase inverse (RP-HPLC) - la plus
répandue dans le monde -, ’'HPLC d’exclusion-diffusion (SE-HPLC) - qui a été
largement étudiée en France - et 'HPLC d’échanges d’ions (IE-HPLC) qui a été
trés peu utilisée.

La RP-HPLC est devenue I'une des plus puissantes méthodes de caractérisation
des protéines du blé. Grace aux travaux d’optimisation accomplis par Bietz
(1983, 1986) et Marchylo (1994), la résolution obtenue a partir des gliadines
du blé s’est avérée égale ou supérieure a celle des autres techniques exis-
tantes. Par la suite, la technique a été encore affinée pour I'étude particuliére
des sous-unités gluténines de haut poids moléculaire (Burnouf et Bietz, 1984 ;
Bietz et Kruger, 1994). Ainsi, la séparation d'une gliadine de blé sur une
colonne C;g a 60 °C ne donne pas moins de 40 pics, dépassant la résolution
habituelle des électrophoréses (figure 4). Comme plusieurs de ces pics ne sont
pas électrophorétiquement purs car ils renferment plusieurs composants de
charge ou de taille différente, il apparait que I'électrophorése et la RP-HPLC
restent des outils complémentaires. Popineau et Pineau (1987) et Popineau
(1994) ont également examiné I’hydrophobicité de surface de gliadines puri-
ficées et de peptides par RP-HPLC, et ont comparé les résultats a ceux de la
chromatographie classique d’interactions hydrophobes. Les deux méthodes ont
conduit aux mémes interprétations, mais la RP-HPLC s’est avérée nettement
plus résolutive.
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H Figure 4 Exemple de courbe d’élution des gliadines de blé

(variété Talent) en RP-HPLC

Toutefois, la RP-HPLC, de méme que I'électrophorése en gel, ne permet pas
d’étudier les complexes protéiques de taille élevée car elle ne permet de sépa-
rer que des monomeres ou des sous-unités préalablement réduites. Pour toutes
les applications relative a la structure ou a la conformation des protéines, a leur
profil de tailles moléculaires, a leurs relations avec les propriétés fonctionnelles
en technologie, c’est donc la chromatographie SE-HPLC qui doit étre utilisée
(Autran, 1994) (figure 3). La SE-HPLC peut en effet séparer des complexes de
taille relativement élevée (PM 1 000 000) et d’obtenir certaines informations
sur les bases physico-chimiques de la qualité des céréales au travers du degré
d’agrégation des protéines, de la contribution de chaque sous-unité protéique
aux différentes tailles d’agrégats, de I’évolution du niveau d’agrégation au

cours de la maturation du grain ou au cours des procédés industriels de trans-
formation.

4.3 IDENTIFICATION DES VARIETES ET DES ESPECES
DE CEREALES

Une application particulierement significative de 'HPLC est I'identification des
génotypes de blé et autres céréales. Bien que certains travaux aient utilisé des
chromatographies d’échanges d'ions pour identifier des variétés de blé (Batey,
1994) ou d’orge (Burbidge et al., 1986 ; Skerritt et al., 1986), la quasi-totalité
des travaux se sont fondés sur la RP-HPLC.
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La RP-HPLC, tout comme I'électrophorése, permet la différenciation et I'identi-
fication des variétés a partir de « I'empreinte digitale » que constitue le dia-
gramme des protéines de réserve (particuliérement des gliadines) du grain
(Bietz, 1983), lequel est exprimé de fagcon quasi constante pour un génotype
donné, quels que soient les facteurs agro-climatiques. Les conditions d'extrac-
tion des gliadines ainsi que le choix et les conditions d'utilisation des colonnes
ont été optimisés (Bietz et al., 1984 a ; Lookhart et Bietz, 1994, Kruger et Mar-
chylo, 1985), rendant I'HPLC applicable a tous les types de blés (Bietz et al.,
1984 b ; Burnouf et al., 1983 ; Huebner et Bietz, 1994 a). Il a été confirmé que
les diagrammes de RP-HPLC étaient bien indépendants du lieu de culture (Kru-
ger et Marchylo, 1985), du moins qualitativement, car de légéres variations
quantitatives ont été décelées dans le cas de blés cultivés sur des sols défi-
cients en soufre (Lookhart et Pomeranz, 1985).

Des développements comparables de la RP-HPLC ont été réalisés pour la plu-
part des céréales cultivées : I'orge (Cressey et Coles, 1987 ; Marchylo, 1994)
(figure 5), le mais (Paulis et Bietz, 1994), le riz (Lookhart et Juliano, 1994),
I'avoine (Lookhart et Peterson, 1994), le seigle et le triticale (Kubiczek et al.,
1993) et le sorgho (Stephen et Smith, 1994).
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M Figure 5§ Exemple d’identification des variétés par RP-HPLC
a partir des protéines : cas de lI'orge

Les hordéines de 2 variétés Harrington (orge a 2 rangs) et Argyle (orge a 6 rangs) sont ici séparées en 10 minutes sur
colonne C4. (D'aprés Marchylo, 1994, avec permission).

Comme les diagrammes de RP-HPLC sont parfaitement reproductibles et
caractéristiques des génotypes, ils peuvent constituer un moyen de marquage
sQr lors de 'inscription des nouvelles variétés de blé sur les catalogues officiels.
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Selon Huebner et Bietz (1994 a), une identification est méme possible en
moins de 10 minutes si I'on utilise un gradient plus court, un débit plus élevé,
et en travaillant a 60 °C.

L'identification des génotypes a été également envisagée a des fins de sélec-
tion ou de criblage de semences en vue d’en déterminer la pureté variétale ou
la pureté hybride. La RP-HPLC a pu ainsi révéler que de nombreuses variétés
consistaient en fait en plusieurs « biotypes » génétiquement différents (Bietz et
Cobb, 1985 ; Lookhart et al., 1986). La pureté variétale a été déterminée, soit a
partir de I’analyse d’un grand nombre de grains, soit a partir d'un mélange de
grains broyés. Dans ce dernier cas, les divers composants du mélange et la
composition quantitative ont pu étre reconstitués par traitement informatique
de la courbe du mélange (Bietz, 1986).

Dans un autre domaine, on doit également signaler le potentiel de la RP-HPLC
pour distinguer le blé dur et le blé tendre a partir de I'analyse des gliadines.
Comme en outre certaines gliadines (fraction w-gliadine) sont a la fois extré-
mement thermostables et spécifiques du génome D des blé tendres, il est pos-
sible d’envisager la détection et peut-étre le dosage précis du pourcentage de
farine de blé tendre ajouté dans les pates alimentaires ayant subi des traite-
ments thermiques a haute température (McCarthy et al.,, 1990 ; Barnwell et al.,
1994 ; De Noni et al., 1994 ; Autran, 1995).

Les chromatogrammes de SE-HPLC, qui ne sont constitués que de 4-5 pics ne
se prétent normalement pas a la discrimination des variétés. Des possibilités
d’identification variétale reposant sur la SE-HPLC ont toutefois été mises en
évidence par Bertrand et al. (1990) qui ont fondé leur analyse, non pas sur les
simples paramétres temps de rétention et surface des pics, mais sur I'analyse
discriminante du signal digitalisé de la courbe d’élution compléte (prenant donc
en compte la forme et les épaulements mineurs de celle-ci).

4.4 ETUDES GENETIQUES

Les premiéres analyses de gliadines (Bietz et al.,, 1984 b ; Burnouf et al., 1983)
et de gluténines (Burnouf et Bietz, 1984) ont montré que I'HPLC permettait de
déterminer la localisation chromosomique des génes correspondants. Ceci est
donc fondamental pour la sélection lorsqu’on a affaire a des protéines qui
déterminent directement les propriétés fonctionnelles du gluten et de la pate
(Bietz et Burnouf, 1985 ; Burnouf et Bietz, 1985). Comme en électrophorese, la
composition particuliére en sous-unités gluténines de haut poids moléculaire
(SG-HPM) a été trouvée associée a la qualité boulangére des blés, de sorte que
sa détermination par RP-HPLC permet une prédiction de la qualité. La compa-
raison des différentes sous-unités de la gluténine a partir de lignées aneu-
ploides a également montré que les sous-unités de haut poids moléculaire
avaient des hydrophobicités de surface moins élevées que les sous-unités de
faible poids moléculaire (FPM). Burnouf et Bietz (1987) ont démontré que des
souches de Triticum et d’Aegilops diploides et tétraploides possédaient des
compositions différentes et que la RP-HPLC constituait un moyen pour sélec-
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tionner des génotypes atypiques et potentiellement intéressants. Une synthése
compléte des applications de I'HPLC dans I'étude génétique des blés (variabi-
lité, héritabilité, localisation chromosomique des génes) a été publiée par
Lafiandra et al. (1994).

4.5 COMPREHENSIQI\{ DE LA STRUCTURE
ET DES PROPRIETES FONCTIONNELLES
DES PROTEINES

Le potentiel considérable de 'HPLC en matiere de purification des protéines est
apparu a partir du moment ou il a été possible de séparer, sur une colonne de
RP-HPLC préparative, un mélange de 5 mg de protéines de blé avec une excel-
lente résolution. Huebner et Bietz (1984) ont ainsi réussi a isoler des consti-
tuants gliadines purs par RP-HPLC, en quantités suffisantes pour en permettre
la caractérisation plus fine. Certaines de ces fractions se sont avérées quasi-
ment homogénes a la fois en RP-HPLC analytique et en électrophorése. Il a été
également possible de purifier par HPLC les principales SG-HPM associées a la
qualité boulangére (Burnouf et Bietz, 1985). Huebner et Bietz (1984) ont
cependant montré que, dans le cas d’extraits protéiques complexes, il était pré-
férable d'opérer une purification préalable par SE-HPLC, ou échange d'ions,
car aucune de ces techniques prise indépendamment ne permet réellement
I’'obtention de polypeptides purs.

Plus récemment, Seilmeier et al. (1987) et Wieser et al. (1990, 1994 a, b) ont rap-
porté I'isolement et la quantification des 50 principaux polypeptides de la variété
de blé Rektor par extraction sélective et RP-HPLC préparative, permettant une
caractérisation biochimique approfondie (analyse des acides aminés, séquence N-
terminale). Ces résultats ont permis de classer les protéines du blé en 3 groupes :
1) sous-unités gluténines HPM x et y ; 2) ws- et w, »-gliadines et 3) sous-unités
gluténines FPM et a- et y-gliadines. En fonction de I'hydrophobicité de surface,
I'ordre d'élution de ces différents groupes est le suivant : ws-gliadines, w, ,-glia-
dines, gluténines HPM, a-gliadines + gluténines FPM et y-gliadines. Les différences
quantitatives et qualitatives observées au niveau des pics RP-HPLC entre les varié-
tés de blé ont permis de confirmer que les fractions gliadines sont principalement
utiles a l'identification des variétés tandis que les sous-unités gluténines sont
davantage associées aux propriétés de la pate et a la qualité boulangeére.

4.6 PREDICTION DE LA QUALITE TECHNOLOGIQUE
DES CEREALES

La SE-HPLC et la RP-HPLC possédent un potentiel considérable en matiére
d’appréciation ou de prédiction de la qualité des grains et des farines de
céréales, en particulier de la qualité boulangére des blés tendres ou de la qua-
lité pastiére des blés durs.
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La distribution des tailles moléculaires des protéines natives, associées a la
qualité boulangére ou aux propriétés rhéologiques de la pate, avait été détermi-
née par Huebner et Wall (1976) par chromatographie d’exclusion classique.
Bietz (1984) a alors déterminé les poids moléculaires des protéines non
réduites par SE-HPLC et a pu confirmer par cette méthode beaucoup plus
rapide et plus sensible, la corrélation entre la distribution de poids moléculaire
et la qualité boulangére. Une nouvelle confirmation a été apportée par Huebner
et Bietz (1985), mais la technique de SE-HPLC ne connut pas de développe-
ment important aux U.S.A. en raison de probléemes d’extractibilité des protéines
de la farine, et de stabilité des extraits protéiques. Les seules applications ont
été en effet la prédiction de la qualité boulangére a partir du rapport entre sous-
unités gluténines HPM et FPM, ainsi que la détection des blés germés a partir
du changement du profil des tailles moléculaires des protéines.
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B Figure 6  Profils d’élution des protéines de farine de 3 variétés
de blé de qualité boulangére différente
Les positions d'élution de 4 standards de poids moléculaire sont indiquées.

En France, par contre, plusieurs études ont été consacrées a la SE-HPLC dans
le but de prédire la qualité boulangére des blés tendres au niveau de la sélec-
tion des variétés (Dachkevitch et Autran, 1989 ; El-Haddad et al., 1995 ; Jia et
al., 1996), de la prédiction de la qualité des lots de blé récoltés (Scheromm et
al., 1992 ; Brenda, 1993 ; Jia et al., 1996), de la qualité des farines dans
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I'industrie (Méritan, 1990), ainsi que la qualité des glutens (Méritan, 1990 ;
Godon, 1991) (figure 6). Ces développements ont été rendus possibles grace a
une amélioration des conditions d’extraction (2 heures a 60 °C) visant a stabili-
ser au moins 24 heures les extraits protéiques, de maniére a permettre 'utilisa-
tion d’injecteurs automatiques programmables (Dachkevitch, 1989).

En pratique, un extrait de protéines (non réduites) a partir de grain broyé ou de
farine comporte 4 pics en SE-HPLC (voir figure 5 ci-dessus). La prédiction de la
force boulangére a été possible en prenant en compte la proportion de pic 1 (agré-
gats protéiques de taille > 10%), ou encore le rapport : pic 1/pic 2 (tableau 1). La
proportion de pic 2 (agrégats de taille moléculaire moyenne, riches en sous-unités
gluténines FPM) a été trouvée davantage corrélée a I'extensibilité de la pate et au
volume du pain en panification francaise (Dachkevitch, 1989). Egalement, la
localisation préférentielle d’'un polypeptide dans I'un des pics 1 ou 2 de SE-HPLC,
ou dans le résidu d’'extraction a permis a Méritan (1990) de calculer un index de
qualité pour les principales sous-unités gluténines.

TABLEAUU 1

COEFFICIENTS DE CORRELATION ENTRE LES PROPORTIONS DES FRACTIONS 1, 2 €T 3,
SEPAREES EN SE-HPLC ET LES PARAMETRES DE LA QUALITE BOULANGERE

(Dapres Singh et al., 1989 b, avec autorisation)

PERCENT AREA
ATTRIBUTE Peak 1 Peak 2 Peak 3
Flour protein 0,51 0,14 -0,92***
Loaf volume 0,72** -0,52* -0,49
Extensibility 0,84** -0,48 -0,72*
Max. resistance 0,84+ -0,63* -0,56*
Extensigraph area 0,89 -0,59* -0,68**
Dough devt. time 0,72** -0,14 - 0,92
Dough breakdown -0,57 017 0,68**
Water absorption 0,14 . 0,44 -0,70**
Mixograph devt. time 0,84*** -0,66* -0,52*

En raison de ses performances intéressantes (rapidité, automatisation, interpré-
tation informatisée des courbes, travail sur des micro quantités, etc.) I'outil SE-
HPLC apparaissait alors adapté a un usage en routine pour la prédiction de la
qualité dans les programmes de sélection (Autran, 1987 ; Orsi et al., 1987 ;
Lundh et Macritchie, 1989 ; Sutton et al., 1989). Toutefois, outre le colit élevé
de I'appareillage et des consommables (et la trop faible durée de vie des
colonnes), deux problémes ont limité jusqu’ici le développement de la
méthode : I'instabilité des extraits et le caractére non exhaustif de I'extraction
des protéines. Aujourd’hui, ces problemes ne sont pas totalement résolus, bien
qu’on soit arrivé a les résoudre indépendamment I'un de I'autre. Ainsi, Singh et
al. (1990 a, b) et Brenda (1993) parviennent a extraire 100 % des protéines de
la farine grace a une sonication des extraits (tableau 2), tandis que Batey et al.
(1991) proposent des modifications du tampon d’'élution pour accroitre la
durée de vie des colonnes). De nouvelles recherches sont toutefois nécessaires
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pour parvenir a concilier extraction exhaustive, stabilité des extraits et durée de
vie des colonnes.

TABLEAUJ 2

EFFET DE LA SONICATION SUR L'EXTRACTIBILITE ET LA SEPARATION
PAR SE-HPLC DES PROTEINES DE LA FARINE

(D’aprés Singh et al., 1989 a, avec autorisation)

HPLC Area Abs. HPLC AreaP

% Protein
Treatment Recovery? P1 P2 P3 P1 P2 P3
Stirring only
120 min 65,4 20,2 53,5 26,3 56 148 73
Sonification
Setting 10
2 min 97,1 374 41,4 21,3 135 149 77
4 min 97,6 35,8 42,7 21,5 130 155 78
Setting 7
2 min 94,6 379 41,2 21,0 130 142 72
4 min 95,6 36,4 41,7 21,9 129 148 78
Setting 3
10 min 94,9 36,6 41,7 21,8 131 149 78

Based on Kjeldahi N in the residues
bArbitrary unit for HPLC peak area x 105

Du point de vue des équipes d’Amérique du Nord, c’est au contraire la RP-
HPLC qui a été trouvée la mieux adaptée pour la prédiction de la qualité des
blés. La RP-HPLC permet en effet une identification des génotypes, donc d’'un
potentiel de qualité. Elle permet aussi de détecter des protéines qui sont des
marqueurs spécifiques de la qualité.

Ainsi, la présence ou 'absence de sous-unités gluténines HPM par RP-HPLC
permet, comme par électrophorése, une prédiction de la force boulangére des
blés tendres (Payne et al.,, 1980 ; Burnouf et Bietz, 1984 ; Burnouf et Bietz,
1985 ; Huebner et Bietz, 1994 b). La quantification obtenue par RP-HPLC est
cependant apparue plus fiable que celle obtenue par densitométrie des dia-
grammes électrophorétiques et a permis de confirmer I'hypothése selon
laquelle I'effet de ces protéines sur la qualité est avant tout d’ordre quantitatif.
Le simple rapport HPM/FPM constitue d’ailleurs un indice de qualité boulan-
gére. Enfin, d’autres fractions, telles que des gliadines trés hydrophobes, ont
également pu étre identifiées comme étant des facteurs de la qualité boulan-
gére (Huebner et Bietz, 1986).

Dans le cas des blés durs, Bietz et al (1984) ont retrouvé en RP-HPLC les pics
des protéines corrélées a la qualité pastiére. Ces pics correspondaient en effet
aux v gliadines dites « 42 » et « 45 » en électrophorése. Une version rapide de
cette RP-HPLC permet en outre la prédiction du type y-gliadine en moins de 10
minutes. Par SE-HPLC, Autran et al. (1988) ont également rapporté des rela-
tions étroites entre le pourcentage des fractions 1 et 2, la viscoélasticité du glu-
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ten et I'appartenance aux types y-gliadine « 42 » ou « 45 » tandis que Bénétrix et
al. (1994 a) ont mis en évidence des différences dans la cinétique d’agrégation
des protéines de deux variétés différentes de blé dur au cours de la maturation
du grain.

Certains autres problémes de qualité technologique des céréales ont été égale-
ment approchés par HPLC. La dureté des grains a été ainsi trouvée associée a
certains pics spécifiques appartenant aux gliadines chez le blé tendre (Huebner
et Gaines, 1992) et aux y-zéines chez le mais (Paulis et al., 1993 ; Dombrick-
Kortzman et Bietz, 1993 ; Pratt et al., 1995) (figure 7), tandis que la répartition
des gliadines dans les produits de mouture et de turboséparation des blés a été
suivie par Lookhart et al. (1989).
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H Figure 7 Chromatogrammes RP-HPLC des zéines de deux mais,
respectivement de type « hard » (en haut) et « soft » (en bas)
(D’aprés Dombrink-Kurtzman et Bietz, 1993, avec autorisation)

Chez I'orge, enfin, I'aptitude de lots de grains au maltage a pu étre prédite a
partir de la composition en hordéines (notamment en C-hordéines) par RP-
HPLC (Orive et al., 1991 ; Janes et Skerritt, 1993) ou par SE-HPLC (Skerritt et
Janes, 1992 ; Bénétrix et al.,, 1994 b).

4.7 ETUDE DES INTERACTIONS PROTEIQUES AU COURS
DES PROCESSUS TECHNOLOGIQUES

A partir de certaines observations sur I'amélioration de la séparation des glia-
dines lorsque la RP-HPLC est réalisée a des températures élevées, il a été sug-
géré que I'HPLC pourrait permettre d'approcher le role des liaisons hydrogénes
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dans I’agrégation des gliadines et plus généralement d’étudier les interactions
entre protéines, ou entre protéines et autres constituants. Des conditions non
optimales de séchage ou de stockage ont pu ainsi étre décelées en analysant
les profils des courbes de RP-HPLC (Meier et al, 1985), indiquant que I'HPLC
pourrait étre utilisée pour optimiser les conditions de séchage et de conserva-
tion des grains et des farines et donc de contribuer & une amélioration de la
qualité.

Les modifications subies par les protéines de la farine (degré d’agrégation,
dépolymeérisation) au cours de la panification ont été suivies au moyen de la
RP-HPLC par Menkovska et al. (1987, 1988) et par Jia (1995) tandis que
Pomeranz et al. (1989) ont réalisé une étude analogue au cours de la fabrica-
tion de biscuits.

Chez le blé dur, la SE-HPLC a permis de préciser la cinétique thermique d'inso-
lubilisation des protéines de la pate alimentaire fraiche (Favier et al., 1996) et
particulierement le role des sous-unités gluténines FPM dans la qualité culinaire
des pates, en raison de leurs propriétés agrégatives: notamment sous I’(_affet des
traitements de séchage a haute ou trés haute tempeérature (figure 8) (Ait-Mouh,

1989 : Autran et al., 1989 ; Feillet et al., 1989).

E D C B A
— — 800 KD
~— 250 KD
43 KD
— 13KD
— 2KD

B Figure 8 Chromatogrammes SE-HPLC des extraits phosphate-SDS
(A) semoule de blé dur (A) ; pite séchée a 55 °C ; (B) pte traitée 2 heures a 90 °C a respectivement 13 % (C), 18 %
(D) et 24 % (D) d’humidité.

La RP-HPLC a été également utilisée pour caractériser les protéines qui réagis-
sent avec les lipides (Zawistowska et al., 1986) et révéler des changements
conformationnels résultant du clivage de liaisons disulfures ou de l'alkylation
de résidus cystéines (Bietz, 1986 ; Burnouf et Bietz, 1984). Dans l'avenir,
I'approche des interactions protéiques et des changements conformationnels
pourrait donc devenir une importante application pour I'HPLC.
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5
Conclusion

Apres s’étre développées sur colonnes classiques a basse pression, chromato-
graphie d’exclusion-diffusion et chromatographie en phase inverse ont décuplé
leur puissance en passant dans le domaine de la haute performance et font
désormais partie des outils de base pour I'étude de la composition et de la qua-
lité des céréales et des aliments a base de céréales.

Bien que I'HPLC n’ait été réellement appliquée aux constituants protéiques des
blés et des farines que depuis une douzaine d'années, elle est maintenant lar-
gement adoptée pour approcher et résoudre de nombreux problémes. L'HPLC
est en effet une méthode extrémement utile et efficace en raison de ses carac-
téristiques de : rapidité, sensibilité, pouvoir de résolution, possibilités d’automa-
tisation compléte et de quantification informatique des résultats, ainsi que de
complémentarité avec les autres méthodes. Les méthodes d’'HPLC sont
d’ailleurs toujours en pleine évolution et de nombreuses améliorations sont
encore a venir notamment en matiére de colonnes.

Les méthode d’HPLC présentent aussi divers inconvénients : les appareillages
restent colteux et sophistiqués ; leur utilisation et leur maintenance nécessitent
du personnel qualifié ; le coat d’'une analyse reste assez élevé (particuliérement
en SE-HPLC) en raison de la pureté élevée requise pour les réactifs, du prix
élevé des colonnes et des précolonnes, et de leur durée de vie limitée (d’autant
plus qu’on analyse des produits complexes ou des extraits protéiques bruts) ;
les analyses, bien que rapides, sont séquentielles (a la différence de I’électro-
phorése qui permet toujours |'analyse simultanée de 20, 30, ou 40 échan-
tillons. Pour les analyses de protéines, I'électrophorése demeure donc un
concurrent sérieux de I’'HPLC, notamment en routine, sur des produits a faible
valeur ajoutée. Cette compétition HPLC/électrophorése pourrait d’ailleurs
rebondir avec le développement prévisible des technologies d’'électrophorése
capillaire.
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