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RESUME

Le blé se caractérise des autres céréales, par sa capacité d’étre panifié,
grdce a la présence du gluten dans sa farine. De nombreuses études ont montré
Uimportance des polyméres gluténines et surtout la fraction gluténique
insoluble (Fi) au Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 2% dans 1’acquisition de la
valeur boulangere.

Le glutathion est un tripeptide (y-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine). Il est le
thiol le plus fréquent dans la plante et fait un équilibre d’oxydo-réduction pour
protéger les protéines contre l’oxydation irréversible causée par les stress
(déshydratation).

Dans le but de mieux comprendre le phénoméne de polymérisation des
protéines, une méthode d’analyse chromatographique (HPLC) a été utilisée
pour doser le glutathion libre réduit (GSH), le glutathion libre oxydé (GSSG) et
le glutathion lié aux protéines (GSSP). Cette analyse a été réalisée depuis le
stade 8 jours apres floraison (JAF) jusqu 'au stade 51 jours apres floraison sur
la variéte francaise « Soissons » de blé tendre, en 1999, dans le laboratoire
d’agro-physiologie végétal de I’ ESAP-France.

Le rapport GSH/GSSG a diminué clairement durant la phase d’élongation
cellulaire (16-30 JAF), ce qui témoigne d’un phénoméne d’oxydation. Le
glutathion lié aux polyméres gluténiques (PSSG) est apparu significativement
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au debut de la phase de maturation du grain (au-dela de 28 JAF), date
d’apparition de la fraction gluténiques insoluble au SDS 2% (Fi). Cette liaison
entre les polymeres gluténiques et le GSSG s’est traduit par une augmentation
du rapport PSSG/GSH total. Les résultats obtenus ont montré ['intervention des
thiols dans la polymérisation des gluténines.

INTRODUCTION

Depuis I’antiquité et jusqu’a nos jours, le blé a occupé la premiére place
mondiale dans I’alimentation grice a sa haute valeur énergétique (Clavel, 1990)
et a ses propriétés panifiables. Ces propriétés sont représentées par la capacité
de la farine a donner des pates capables de se développer en retenant le gaz
carbonique dégagé durant la fermentation pour donner du beau et du bon pain.

Ses valeurs boulangéres sont li€es a la présence du gluten qui forme durant
le pétrissage un réseau viscoélastique unique dans le régne végétal. Le gluten
est un composé macromoléculaire complexe formé de 75% de protéines de
réserve (gliadines et gluténines), de S a 7% de lipides, de 5 a 8 % d’eau (Finney,
1943) et d’amidon qui est peu impliqué dans la qualité boulangére (Eliasson et
Tjerneld, 1990). Ce sont les protéines du gluten qui s’associent entre elles et
évoluent au cours du pétrissage pour conférer a la pate ses propriétés
technologiques. En effet, dans la littérature, beaucoup des chercheurs ont mis en
évidence la relation entre la quantité de polyméres protéiques et la qualité
technologique (Hubner et Wall, 1976 ; Field et al., 1983 ; Dachkevitch et
Autran, 1989 ; Singh ef al., 1990 ; Carceller et Aussenac, 1999). La qualité et la
quantité des protéines influencent donc la valeur boulangére (Finney et
Baramore, 1948 ; Jia, 1995).

La qualité technologique est plus particuliérement en relation avec la
quantité des protéines insoluble au SDS 2% (Fi) (Kurowska et Bushuk, 1988 ;
Gupta et al., 1993 ; Jia 1995 ; Carceller et Aussenac, 1999).

La qualité boulangére montre parfois une variabilité d’une année sur 1’autre
et d’une région a I'autre. Ceci rend difficile les transformations automatisées de
farine. Ainsi, les variations des conditions climatiques durant la maturation
modifient ’accumulation des protéines et leur cinétique d’agrégation (Kasarda,
1989 ; Randall et Moss, 1990). De méme, Jia (1995) a montré que la nature du
génotype et les facteurs pédoclimatiques agissent sur le mode de polymérisation
des gluténines ainsi que sur les propriétés rhéologiques de la farine. Une des
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hypothéses qui peut étre faite pour expliquer ces variations de polymérisation
réside dans le fait que des groupements thiols libres, comme le glutathion
présente dans le grain de blé, modifient I’association des polyméres protéiques
entre eux.

L’objectif de cette étude était de mettre au point un protocole de
quantification et de séparation des différentes formes de glutathion (GSH,
GSSG et PSSG) dans le grain de blé tendre au cours de son développement et
de sa maturation. Ce travail a donné I’occasion de tester a la fois des techniques
enzymatiques (glutathion transférase notamment) ainsi que des techniques
chromatographiques (HPLC). On se limite au cours de la présente
investiguation a la description de la technique chromatographique.

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal

La variété de blé utilisée dans cette étude est Soissons (Glu-D1 sous
unités 5+ 10). Cette variété a été cultivée a la ferme de ’ESAP Toulouse-
France durant I’année 1998. Les échantillons ont été prélevés au hasard sur une
parcelle de 900 m_. Le premier jour de floraison chaque épi a été bagué et daté.
Tous les deux jours, 50 épis ont été récoltés du 8™ jour aprés floraison jusqu’a
la maturité totale (51 jours aprés floraison). Le poids frais de 50 grains a été
mesuré, puis ils ont été séchés a 80°C jusqu’a un poids stable. Le poids sec de
50 grains a été mesuré. La différence entre les deux poids donne la quantité
d’eau contenue en mg dans1000grains.

Pour le dosage du glutathion, les grains sont lyophilisés et conservés a
—20°C et broyés (Broyeur IKA LABORTECHNIK STAUFEN de laboratoire
Janke et Kunkel Gmbh et CO kg).

L’appareil chromatographique est du type Thermo Seperation Products,
muni d’une pompe P 4000, d’un dégazeur SCM 400, d’un passeur automatique
d’échantillon AS3000 et d’un détecteur UV 2000.

Le glutathion a été dosé par une méthode chromatographique liquide de
haute performance (HPLC)(Schofield et Chen, 1995). Cette méthode, facile et
rapide, permet de séparer et de quantifier les différentes formes de glutathion
(GSH et GSSG) en une seul étape. Elle est basée sur la formation de dérivé S-
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Carboxymethyl a partir des groupements thiols libres par alkylation avec
I’acide iodo-acétique suivie d’une dinitrophénylation des fonctions aminées par
le 1-Fluoro-2,4 dinitrobenzéne (FDNB). Aprés dérivatisation, les produits sont
séparés par une colonne amine (Spherisorb NH de porosité 5 m de longueur
250 mm et de diameétre 4.6 mm) et détectés en UV 365 nm (Schofield et Chen
1995 ; Fariss et Reed 1987).

Solvant de PHPLC

Solvant A : méthanol /eau déminéralisée 4/1 (v/v).

Solvant B: 272g de sodium acétate trihydrate.
122ml d’eau.
378ml d’acide acétique glacial (soit 396,9g).

Un volume de 200ml de cette solution a été diluée dans 800ml de la
solution A pour obtenir le solvant B (Schofield et Chen-1995).

Le méthanol est utilisé pour éluer rapidement 1’excés de N-2.4
dinitrophenol (DNP) des acides aminés neutres et acides et 1’excés de 1-fluoro-
2,4-dinitrobenzéne (Reed et al., 1980).L’acide acétique maintient quant a lui les
groupes aminés de la phase stationnaire sous forme positive pour permettre une
bonne sélection des dérivés DNP acides en augmentant la concentration du
sodium et d’acétate d’ammonium (Reed et al., 1980). Aprés I’injection de 100
il de 1’échantillon et pendant 10 minutes, le gradient est de 85% de solvant A et
15% de solvant B. Ensuite, un gradient linéaire est appliqué en faisant varier la
proportion du solvant B de 15% a 100% en 15 minutes. Aprés 3 minutes
d’élution avec 100% de solvant B, les conditions initiales sont obtenues en 2
minutes et stabilisées pendant 17 minutes. (Schofield et Chen-1995). Dans ces
conditions d’analyse le temps de rétention est de minutes pour le GSH et de
minutes pour le GSSG

Méthode d’extraction du glutathion libre dans la farine

Un volume de 2 ml d’acide perchlorique (Chen et Schofield 1995) (Reed
et al, 1980) est ajouté a 0,2 g de farine dans un tube de Téflon de 10 ml.
L’extraction a duré 1h a 4°C en vortexant toutes les dix minutes. Enfin, les
échantillons ont été centrifugés a 26000g, pendant 15 minutes a 4°C. Le
surnageant contient les formes libres du glutathion (GSH et GSSG) et le culot
contient les formes de glutathion liées aux protéines (PSSG).
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Méthode d’extraction du glutathion li¢ aux polyméres gluténiques

Le culot, déja obtenu dans I’extraction précédente est rincé et centrifugé
deux fois avec de 1’acide perchlorique 5% (v/v) pour le nettoyer de toutes traces
de formes libres. L’extraction des polyméres gluténiques se fait pendant 1h a
température ambiante en ajoutant 4 ml de Nal (0,3M) préparé dans du propanol-
1 7,5% (v/v) (Fu et Kovacs 1999) et en vortexant toutes les 10 minutes. Les
échantillons sont, ensuite, centrifugés a 15900g pendant 10 minutes a
température ambiante.

Le culot obtenu est rincé et centrifugé 2 fois avec la solution d’extraction
pour éliminer les traces de monoméres. 2 ml de tampon phosphate de sodium
(0,1M) pH=7,5 contenants 24 mM du réducteur dithioerytreitol (DTE) sont,
ensuite, ajoutés pour extraire le glutathion. L’extraction s’éffectue durant 1h a
60°C en vortexant toutes les dix minutes. Les échantillons sont, ensuite,
refroidis a 4°C pendant 10 minutes, et 154l d’acide perchlorique 70% (v/v) (a
4°C) ont été ajoutés pour précipiter les protéines. Enfin les échantillons sont
centrifugés a 26000g pendant 15 minutes a 4°C (Schofield et Chen, 1995).

Le surnageant obtenu contient le glutathion qui était lié aux polyméres
gluténiques (GSSP).

Alkylation et dérivatisation du glutathion

Un volume de I ml de surnageant déja obtenu est ajouté dans un tube
contenant :

0,09g de bicarbonate de sodium, 100pl de 3- [N- morpholino]
propanesulfonic acide (MOPS) 0,05M pH 8,5 et 100ul d’acide iodoacétique
(TAA) 0,01M.

Les échantillons subissent alors une incubation pendant l1h a 40°C sous
agitation a 1’obscurité. Puis, 500ul de cet échantillon sont recueillis dans un
tube eppendorf et sont ajoutés a 500ul de FDNB 1% (v/v) dans ’éthanol absolu.
Les échantillons sont incubés pendant 4h a 40°C a I’obscurité et centrifugés a
7000¢g a 20°C pendant 10 minutes. Enfin, les échantillons sont filtrés (0,45um)
et injectés en HPLC pour I’analyse qualitative et quantitative,
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RESULTATS ET DISCUSSION

Afin de valider la méthode de quantification des formes GSH et GSSG par
la technique HPLC, plusieurs gammes d’étalonnage ont été réalisées a partir de
mélanges standards préparés en solution avec de ’acide perchlorique.

Quelque soit la forme de gluthation utilisée (forme réduite et/ou oxydée),
les réponses obtenues (exprimées en surface de pic chromatographique) sont
totalement linéaires et ceci pour une gamme de concentration comprise entre 0
et 5 nmol/ml et 0 et 20 nm/ml de GSSG et GSH respectivement. De plus, les
différents coefficients de corrélation (r*) sont hautement significatifs
(probabilité<0,01). Ces résultats démontrent donc la faisabilité compléte de
cette technique ainsi que son haut niveau de sensibilité. En tout état de cause,
cette méthodologie HPLC répond parfaitement aux objectifs poursuivis.

Accumulation des différentes formes de glutathion

Les résultats ont montré que les formes libres du glutathion subissent, dans
le méme temps, d’importantes évolutions au cours de toutes les phases de
développement du grain. Ainsi, le glutathion réduit (GSH), qui représente la
forme majoritaire quelque soit le stade physiologique, voit sa quantité évoluer
de 3 nmol/grain & 20 nmol/grain au cours des étapes de remplissage du grain
(phases de division d’élongation cellulaire : 0-33 JAF). De la méme fagon, le
glutathion oxydé (GSSG) voit sa quantité évoluer de 0,5 nmol/grain a 5
nmol/grain. Ces évolutions traduisent une trés forte accumulation des formes
libres du glutathion durant la croissance du grain. Ces observations sont en
accord avec le métabolisme de 1’azote et du souffre. Contrairement aux formes
libres, le glutathion 1ié aux polyméres gluténiques n’apparait significativement
qu’au-dela de la phase d’élongation cellulaire (au-dela de 28 JAF).

La figure 2 montre clairement que le rapport GSH/GSSG évolue beaucoup
notamment durant la phase d’élongation cellulaire (16-30 JAF). En effet,
quelques

jours apres la floraison, le GSH représente la forme majoritaire des formes
libres alors qu’au-dela de 16 JAF, sa présence relative diminue au profit de
GSSG. Ces résultats témoignent donc d’un phénomeéne d’oxydation au sein
méme des cellules de 1’albumen du grain au cours de la phase d’élongation
cellulaire. N’ayant pas étudié lors de ce travail les différentes activités
enzymatiques responsables du métabolisme du glutathion, il est toutefois
difficile de statuer sur ’origine précise de ce phénomeéne : s’agit-il d’une
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réduction de I’activité de la glutathion réductase (GR) limitant la convertion
enzymatique du GSSG en GSH ou d’une augmentation de 1’activité glutathion
peroxydase (GP) accélérant la convertion enzymatique du GSH en GSSG ? Une
étude métabolique plus fine devrait permettre de répondre ultérieurement a cette
question.

14 - —+ 0.07
12 - + 0.06
10 | + 0.05
8 | | 004 |—e— GSH/GSSG |
6 £ 003 | =m— PSSG/GSH’otaI}
4 + 0.02
2 , + 0.01
0 *‘v—......‘...../ T T T T T 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
jours apres floraison

Fig. 2: comparaison entre le rapport GSH/GSSG et le rapport PSSG/GSHtotal. Cette
figure montre que I’apparition de PSSG intervient dans le méme temps que le rapport
GSH/GSSG atteint sa valeur minimale.

La figure 2 présente encore 1’évolution du rapport PSSG/glutathion total.
Ce rapport permet de suivre 1’évolution de la fixation du glutathion aux niveaux
des polymeres gluténiques a partir du pool de gluthation libre. Une fois de plus,
ces résultats démontrent une fixation tardive de glutathion sur les polymeres
gluténiques du grain au cours de la phase de déshydratation (aprés 30 JAF). 11
est intéressant de remarquer que 1’apparition de formes liées de glutathion
intervient alors que dans le méme temps le rapport GSH/GSSG aux niveaux des
formes libres atteint sa valeur minimale (fig.2). Ces observations tendent a
confirmer ’hypothése de la littérature (Kranner and Gill, 1996) selon laquelle
au cours d’un phénomeéne de déshydratation de tissus végétaux le glutathion
réduit (GSH) est oxydé enzymatiquement via I’activité glutathion peroxydase
(GP) pour donner le glutathion réduit (GSSG) lequel se fixe aux protéines par
réaction d’échange (SH-SS). Dans cette hypothése, la forme libre oxydée
(GSSG) ne représente qu’un intermédiaire métabolique transitoire et donc par
conséquent n’est pas accumulé.
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CONCLUSION

Ce travail a permis de démontrer 1’inadaptation des approches enzyma-
tiques en raison notamment des problémes liés & I’emploi de solutions acides
lors des extractions. A 1’inverse, la chromatographie liquide haute performance
(HPLC) a permis d’atteindre une dimension qualitative ainsi que quantitative a
partir d’échantillons de blé. Méme si, quelques progrés doivent étre réalisés afin
de réduire notamment la variabilité¢ des résultats obtenus, cette technique a
permis d’atteindre 1’objectif de départ.

Ainsi, I’étude a mis en évidence plusieurs phénomeénes : L’accumulation
des formes libres du glutathion (GSH et GSSG) subit de profondes
modifications au cours des phases de division et d’élongation cellulaire. Ces
modifications se traduisant par la baisse du rapport GSH/GSSG au cours de ces
phases de croissance et témoignant d’un phénoméne d’oxydation au niveau
cellulaire. Au cours de la phase de maturation du grain (déshydratation) un
certain nombre de liaisons apparaissent entre les polymeéres gluténiques et le
GSSG accumulé se traduisant par une augmentation du rapport PSSG/GSH
total. Enfin, il apparait que la perte en eau du grain au cours de la phase de
maturation initie la formation de ces liaisons polymeres-GSSG par réaction
d’échange de groupements sulfhydryls.

L’ensemble de ces résultats originaux ménent a penser que le glutathion
joue un réle déterminant pour le contrdle de I’insolubilisation des gluténines du
grain. En effet, la fixation de la forme oxydée du glutathion (GSSG) sur les
polymeéres gluténiques en cours de la déshydratation du grain limite
théoriquement ce phénoméne d’insolubilisation. Or, ce dernier est capital pour
I’acquisition de propriétés technologiques de la farine du blé. Méme si
beaucoup de travaux restent a faire, les résultats qui ont été acquis au cours de
ces diverses expériences permettent d’ores et déja de confirmer que le
glutathion intervient dans la polymérisation gluténique.
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