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INTRODUCTION GENERALE

« C’est grace a leur capacité de former, avec d’autres molécules, des complexes stéréospécifiques et non

covalents, que les protéines exercent leurs fonctions “démoniaques ”»

Jacques Monod, Le hasard et la nécessité, Essai sur la

philosophie naturelle de la biologie moderne, 1970.
Malgré les avancées méthodologiques et cognitives exceptionnelles faites au 20°™
siécle dans le domaine de la biologie et de la biochimie, il reste aujourd’hui & élucider et
préciser de nombreux phénomeénes. Un des objectifs de la recherche actuelle consiste a
appréhender dans sa globalité le fonctionnement de la cellule, I’unité fondamentale du vivant,
a I’origine du bon ou du mauvais fonctionnement de I’organisme. Dans ce contexte de
biologie intégrative, de nombreuses recherches s’intéressent notamment a la membrane,
barriere contrdlant les échanges et les communications intra et extracellulaires. Ces propriétés
reposent sur un assemblage extrémement performant de lipides et de protéines dont la
construction et la dynamique intéressent autant les biologistes que les physiciens. Le
biologiste s’intéressera surtout a ses fonctions d’échanges (perméabilité, transport) et de
réception des signaux cellulaires et extracellulaires. Le physicien quant a lui, cherchera a
mesurer ses propriétés physiques, élastiques ou thermodynamiques, a les modéliser et
éventuellement les prédire : comment va-t-elle réagir si on applique une déformation ?
Comment des objets s’insérent-ils spécifiguement dans la membrane et comment modifient-
ils les propriétés ? D’une maniere générale la fonction biologique d’une membrane repose sur
ces propriétés physiques. C’est sur ce concept que repose notre étude. Une meilleure
connaissance de la structure des macromolécules, de leurs interactions et associations
statiques et dynamiques, ouvre généralement des voies quant a la compréhension de leur role
biologique. Malgré I’extréme complexité des structures biologiques, on y retrouve quelques
éléments simples. Par exemple, les liaisons hydrogene guident la formation de structures
locales en hélice chez les protéines comme dans I’ADN ou I’ARN. La faible solubilité dans
I’eau des chaines latérales des acides aminés dits « hydrophobes » favorise le repliement des
protéines en structure globulaire. S’il faut connaitre la structure pour comprendre la fonction,
la relation structure/fonction n’est pas biunivoque. On voit souvent la cellule ou I’organisme
utiliser des structures trés comparables a des fins différentes. Ce travail de these a porté sur
I’étude des interactions entre une protéine du blé, la puroindoline, et des constituants
indispensables des membranes, les lipides. L’histoire de la puroindoline commence en 1993
lorsqu’une equipe de I'INRA de Nantes isole de I’albumen du blé une protéine basique et

riche en cystéine, jusque la inconnue [1]. Elle est nommée puroindoline de par sa présence
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dans le blé, du grec « puros », et par la présence d’un domaine unique, riche en tryptophane
(noyau indole), dans sa séquence primaire. Sa forte interaction avec les lipides est rapidement
envisagée car cette protéine est isolée par un procédé souvent utilisé pour extraire les
protéines fortement associées aux lipides membranaires [2]. Par ailleurs ces protéines ont
révélé des propriétés de surface exceptionnelles (propriétés moussantes) et semblent
intervenir sur I’organisation de la matrice amylo-protéique de I’albumen du grain de blé [3,
4]. Ces propriétés sont essentielles pour la transformation du blé en farine et produits de
cuissons (pains, biscuits, pates alimentaires...). Les propriétés de la puroindoline qui ont
orienté ce sujet de these sont leurs fortes capacités moussantes, méme en présence de lipides,
et leur relation avec la dureté des blés qui dépend de la cohésion plus ou moins forte de
I’aloumen. Il est tres probable que la cohésion entre les granules d’amidon et la matrice
protéique de I’albumen puisse étre due a la formation de complexes lipoprotéiques dans
lesquels le role des puroindolines nécessite d’étre précisé. Néanmoins, méme si on lui
reconnait des effets d’intérét majeur pour les technologies céréaliéres, sa fonction biologique
reste inconnue a jour. Nous ne prétendons pas répondre a cette question dans ce manuscrit
mais nous verrons que les résultats obtenus permettent d’ouvrir des pistes d’investigation.
Pour étudier un probléme de biologie, par essence trés complexe de par la structure,
I’organisation et la composition des systemes réels; la physique cherche a séparer les
contributions de chaque composant. Ainsi, I’objet de I’étude est souvent un systéme
moléculaire modele plus simple. Aujourd’hui, pour mimer la membrane biologique, les
principaux modéles sont les monocouches ou bicouches de Langmuir, les multicouches
supportées et les vésicules. Les monocouches de Langmuir sont des films monomoléculaires
de moléecules tensioactives a I’interface eau/air [5, 6]. Pour étudier certaines de leurs
propriétés physiques, il est nécessaire de les transférer sur un substrat solide, c’est la
technique de Langmuir-Blodgett [7] (figure 1). Ce procédé permet d’obtenir une simple

monocouche, une bicouche ou des multicouches.

Air

FiFELY

§8L4EE
htdddd

A * B
Air
Eau ; Eau

Figure 1 : méthode de dép6t de Langmuir-Blodgett. Un substrat hydrophile passe a travers un film de lipides a

I’interface eau/air. A : apres un passage se dépose une monocouche, B : aprés un second passage une bicouche.
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La méthode de Langmuir-Schaefer [8] est une alternative a celle de Langmuir-Blodgett qui
permet de former des bicouches supportées par approche horizontale du substrat hydrophobe
prés de I’interface. Un autre moyen d’obtenir des bicouches supportées est I’éclatement de
vésicules. La bicouche supportée par rapport a une bicouche classique permet de sonder les
propriétés d’une bicouche qui n’est pas directement au contact du substrat qui peut
éventuellement perturber le comportement des molécules. Un autre type de modele, dont la

forme sphérique se rapproche de la géométrie des cellules, est la vésicule (figure 2).

Figure 2 : A : coupe bidimensionnelle d’une vésicule dont le cceur est constitué d’une bicouche sphérique. B :

vision tridimensionnelle.

La vésicule comme la cellule est un objet a trois dimensions ou I’on conserve la notion de
compartimentalisation de la membrane. De plus, par rapport aux systéemes précédents, un
parameétre supplémentaire entre en jeu, la courbure de la bicouche. Malgré la simplicité de ces
systémes, chacun de ces trois modeles présente une alternative intéressante pour I’étude des
membranes cellulaires et apporte des informations complémentaires sur I’organisation,
I’orientation des molécules dans la membrane et la nature des interactions développées avec
des protéines membranaires.

Au début de cette these s’est posée la question du systeme modele utilisé pour sonder
les interactions entre la puroindoline et les lipides. Notre choix s’est porté sur le modéle le
plus simple, la monocouche, pour plusieurs raisons. La premiére concerne le mode
d’interaction des puroindolines. Des recherches réalisées in vitro avec des protéines isolées
ont démontre qu’elles ont besoin de la présence d’une interface pour exercer pleinement leur
pouvoir moussant. Par exemple, les interactions entre les puroindolines et des phospholipides
n’ont été possibles qu’au-dessus de la concentration micellaire critique [9]. De plus, les
monocouches de lipides ou lipide/protéine ont été largement utilisées pour explorer un certain
nombre de mécanismes ayant lieu dans les membranes biologiques et sont pertinentes pour
mimer les films qui stabilisent les bulles de gaz (interface liquide/air) [10, 11]. Un point non

négligeable est le contréle facilité de la composition et de I’état physique de la monocouche.
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Finalement, de par sa petite taille, il semble que la puroindoline n’interagisse qu’avec un seul
feuillet de la membrane, autrement dit une monocouche.

La puroindoline se décline en deux isoformes, la pin-a et la pin-b dont les structures
primaires présentent 60% d’homologie [12, 13]. Nous avons choisi de les étudier en paralléle
de maniere a mettre en évidence d’éventuelles différences de comportement. Enfin, le point
crucial a eté de travailler avec des lipides naturels du blé. Notre choix s’est porté sur les
galactolipides MGDG et DGDG car, dans le grain de blé, ils sont majoritaires par rapport aux
phospholipides [14]. De plus, ils composent les membranes de I’amyloplaste [15], principal
constituant de I’albumen du blé, dont la texture pourrait dépendre du mode d’interaction de la
puroindoline.

Ce travail s’articulera en six chapitres. Dans un premier temps nous décrirons les deux
classes de molécules biologiques avec lesquelles nous avons travaillé : les lipides et les
protéines. A la fin de ce premier chapitre, nous nous intéresserons aux protéines et lipides du
blé ainsi qu’a leur réle en panification notamment. Notre choix a été de travailler avec des
protéines et lipides naturels, ainsi le second chapitre décrira les procédés d’extraction et de
purification du matériel biologique. Le troisieme chapitre sera consacré a la description des
techniques utilisées pour caractériser les systemes dans leurs deux dimensions aux interfaces
liquide/air (tensiométrie, ellipsométrie et microscopie a I’angle de Brewster, rhéologie de
surface, spectroscopie PM-IRRAS) ou solide/air (microscopie a force atomique). Quelques
techniques permettant d’explorer les propriétés tridimensionnelles ont également été utilisees
(spectroscopies infrarouge de réflexion totale atténué et Raman, diffraction des rayons X).
Pour étudier les propriétés des mélanges protéine/lipide, nous avons di au préalable
caractériser les composés seuls. Ainsi les trois derniers chapitres consacrés aux résultats
expérimentaux s’articuleront de la facon suivante: le quatrieme chapitre traitera des
propriétés physiques des lipides. Dans le cinquiéme, une étude comparative sera menée entre
les deux isoformes des puroindolines tandis que le dernier chapitre sera consacreé a I’étude des
systemes mixtes protéine/lipide. Pour alléger le manuscrit, nous avons choisi de décrire les
procédures expérimentales en annexe. A la fin de ces trois chapitres nous meénerons les
discussions relatives a chacun d’eux et terminerons par une conclusion générale faisant le lien

entre tous les résultats.
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CHAPITRE 1
MOLECULES BIOLOGIQUES

Ce chapitre s’articule autour de trois parties. Dans un premier temps, nous décrirons les
lipides en genéral : structure des acides gras, principaux lipides membranaires, états
physiques a I’interface liquide/air et polymorphisme en solution. Puis, nous poursuivrons par
la description des protéines en commencant par les briques fondamentales qui les
composent : les acides aminés. Nous présenterons ensuite les différents niveaux
d’organisation des protéines, de la structure primaire a quaternaire. La derniére partie sera
plus particulierement consacrée au grain de blé. Nous aborderons en premier lieu des points
tels que les enjeux économiques, I’histoire et la morphologie du grain. Puis nous nous
attacherons a présenter les propriétés des molécules d’intérét dans le blé, a savoir les

galactolipides et les puroindolines.
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| — Les lipides

Les lipides membranaires sont des molécules possédant a la fois une partie hydrophile
(téte polaire) et une partie hydrophobe (chaine carbonée). De telles molécules sont dites
amphiphiles de par cette dualité (molécules amphotéeres). Une de leurs propriétés biologiques
la plus significative est leur hydrophobie. Cette propriété est essentiellement assurée par un
constituant particulier des lipides : les acides gras.

I.1 - Les acides gras

Les acides gras sont des chaines hydrocarbonées de longueur et de degré
d’insaturation divers qui se terminent par un groupe acide carboxylique. Le nom systématique
d’un acide gras dérive du nom de I’hydrocarbure apparenté par substitution de oique a la lettre
finale e. Par exemple, I’acide gras saturé en Cyg est appelé octadécanoique car I’hydrocarbure
apparenté est I’octadécane. Un acide gras en Cig avec une double liaison est appelé acide
octadécénoique ; avec deux doubles liaisons, acide octadécadiénoique ; avec trois doubles
liaisons, acide octadécatriénoique. Le symbole 18:0 indique un acide gras en Cig sans double
liaison, tandis que 18:2 signifie qu’il y a deux doubles liaisons. La position d’une double
liaison est représentée par le symbole A suivi d’un nombre en exposant. Par exemple, cis-A®
signifie qu’il y a une double liaison cis entre les atomes de carbone 9 et 10. La formule d’un
acide gras est présentée a la figure 1.1.

o

H |-
HaC 3c o Cu.
N e 1

Figure 1.1 : formule d’un acide gras.

Les acides gras sont ionisés au pH physiologique et il convient donc de les écrire sous
leur forme carboxylate. Ils contiennent habituellement un nombre pair d’atomes de carbones
(tableau 1.1). Les acides gras des lipides végétaux ont généralement 16 et 18 carbones. Les
propriétés des acides gras et des lipides qui en dérivent dépendent largement de leur degré
d’insaturation et de la longueur de leur chaine. Les acides gras insaturés ont un point de fusion
plus bas que les acides gras saturés de méme longueur, comme observé pour I’acide stéarique
saturé (69.6 °C) et I’acide oléique contenant une double liaisons cis (13.4 °C). La longueur de
la chaine affecte également le point de fusion : la température de fusion de I’acide palmitique
(C16) est plus basse de 6.5 °C que celle de I’acide stéarique (Cyg). Ainsi, une courte longueur

de chaine et la présence d’insaturation augmentent la fluidité des acides gras [1].
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Nombrede Nombrede  Nom commun
. . Nom Formule
carbones doubles liaisons systématique
12 0 Laurate n-Dodécanoate CH3(CH,)1,CO0O"
14 0 Myristate n-Tétradécanoate CHj3 (CH,);,COO
16 0 Palmitate n-Hexadécanoate CH; (CH,)1,C0O0
18 0 Stéarate n-Octadécanoate CHs; (CH,)1,CO0O"
20 0 Arachidate n-Eicosanoate CH; (CH,)15C0O0O"
22 0 Béhénate n-Docosanoate CH; (CH,)»,C0O0"
24 0 Lignocérate n-Tétracosanoate CHj3 (CH,),COO
16 1 Palmitoléate  cis-A°-Hexadécénoate CHj3 (CH3)sCH=CH(CH,),CO0O"
18 1 Oléate cis-A%-Octadécénoate CHjs (CH,);CH=CH(CH,),CO0O"
ie e A9 Al2
18 2 Linoléate 1% dcézaAdié r?oate CHy(CH,)(CH=CHCH,),(CH,)sCO
H 9 12 15
18 3 Linolénate %Icf;i éﬁa'tﬁér; OAa o CHsCHy(CH=CHCH)3(CH,):COO'
H 5 8 11 14
20 4 Arachidonate a”IECiIcSoéa{é?re’léAnoétAe CH3(CH,)a(CH=CHCH,)4(CH,),CO0

Tableau 1.1 : quelques acides gras naturels.

1.2 — Les principaux lipides membranaires

Dans ce paragraphe, nous allons décrire les trois principaux types de lipides

membranaires, a savoir, les phospholipides, les glycolipides et le cholestérol [1].

1.2.1 - Les phospholipides

Les phospholipides sont abondants dans toutes les membranes biologiques. Ils sont
constitués de quatre parties : les acides gras, une plate-forme sur laquelle sont fixés les acides
gras, un phosphate et un alcool lié au phosphate. La plate-forme sur laquelle les
phospholipides sont construits peut étre le glycérol, alcool a trois carbones, ou la sphingosine,
alcool plus complexe. Les phospholipides dérivés du glycérol sont appelés phosphoglycérides
(figure 1.2).

Rl\c/o\f%
[
RZ\C/OV%‘H |
HZC\ Rss,
I %

Figure 1.2 : structure du phosphoglycéride le plus simple : le phosphatidate (diacyl glycérol 3-phosphate). La

configuration absolue du carbone central (C-2) est représentée.
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Les principaux phosphoglycérides dérivent du phosphatidate par la formation d’une
liaison ester entre le groupe phosphate et le groupe hydroxyle de divers alcools. Les alcools

habituels des phosphoglycérides sont I’aminoacide sérine, I’éthanolamine, la choline et le

glycérol (figure 1.3).

Sérine -OOC\ o Ethanolamine H,
S c
HO c NN
C NHa+
o7 \NH3+ o 3
H
Choline H Glycérol

2
HOL O /CHs
¢ N+""///CH HO OH
H, \ 3 ~ -

CHgy Ha Ha

Figure 1.3 : principaux alcools des phosphoglycérides.

De ces alcools dérivent la phosphatidyl sérine (PS), la phosphatidyl éthanolamine
(PE), la phosphatidyl choline (PC) et le phosphatidyl glycérol (PG), respectivement. La

formule structurale de la phosphatidyl choline est présentée en exemple a la figure 1.4.

\ﬁ/ \(}Hz
o =
O C~y O
R> = H :
\C/ Hzé -:Il\ H, o
0 c 3
0 ° ° ﬁ Ni""’/CH
2
. J CHs
Y NV
Acide gras Téte polaire

Figure 1.4 : formule structurale de la phosphatidyl choline et mise en évidence des parties hydrophile et

hydrophobe du lipide.

La sphingomyéline est un phospholipide membranaire qui ne dérive pas du glycérol.
En fait, la colonne vertébrale de la sphingomyéline est la sphingosine, alcool aminé possédant
une longue chaine hydrocarbonée insaturée (figure 1.5). Dans la sphingomyéline, le groupe
amine du squelette sphingosine est uni a un acide gras par une liaison amide. De plus, le

groupe hydroxyle primaire de la sphingosine est estérifié par la phosphorylcholine.
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+H3N
3 \ \\\\H
A = c. OH
\C/
% S
HO H
TTHN H
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B AN CH3
HsCHCa A C\ O /O\/\ /
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HO o' _© HyC 3

Figure 1.5 : structures de la sphingosine (A) et de la sphingomyéline (B). B : la partie sphingosine est mise en

évidence en bleu, I’acide gras en vert et la phosphorylcholine en rouge.

1.2.2 — Les glycolipides

Les glycolipides sont des lipides qui contiennent des oses. Dans les cellules animales,
les glycolipides dérivent, comme la sphingomyéline, de la sphingosine. Chez les végétaux,
celle-ci est remplacee par la phytosphingosine. Le groupe amine du squelette de la
sphingosine est acylé par un acide gras et un ou plusieurs oses sont attachés au groupe
hydroxyle primaire de la sphingosine. Le glycolipide le plus simple est le cérébroside, dans
lequel il y a un seul résidu osidique soit le glucosyl, soit le galactosyl (figure 1.6). D’autres
glycolipides plus complexes, tels que les gangliosides, contiennent une chaine ramifiée

pouvant contenir jusqu’a sept résidus osidiques.

AN
HN
W
HaC(H,C C. o
3C(H; )12\/>/ \C/ ~ g|Uc()ISSY|
HO ”’///H k galactosyl

Figure 1.6 : structure d’un cérébroside. La sphingosine et I’acide gras sont indiqués en bleu et vert,

respectivement.

Deux galactolipides majoritaires sont présents dans les cellules végétales : le MGDG
et le DGDG qui possedent respectivement, un et deux groupes galactosyl. 1ls possédent deux
acides gras accrochés a un groupe glycérol lui méme estérifié par le groupement osidique. La
partie glycosidique confére a ces lipides un caractere d’autant plus polaire qu’elle est

importante. Les formules du MGDG et DGDG sont présentées a la figure 1.7.
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Figure 1.7 : structures du MGDG (A) et du DGDG (B). Les groupes galactosyl sont reliés aux chaines acyl via

une liaison #glycosidique.

1.2.3 — Le cholestérol

Le cholestérol est un lipide dont la structure est tres différente de celle des
phospholipides. C’est un stéroide, construit a partir de I'union de quatre cycles
hydrocarbonés. Une queue hydrocarbonée est fixée a I’une des extrémités du stéroide et un
groupe hydroxyle a I’autre extrémité (figure 1.8). Dans les membranes, le cholestérol est
orienté parallelement aux chaines des acides gras des phospholipides et le groupe hydroxyle
entre en interaction avec les groupes des tétes phospholipidiques environnantes [1]. Chez les
veégétaux, le cholestérol est remplacé par des phytostérols (stigmastérol, sytostérol...) qui

peuvent étre glycosylés et/ou acylés.

H3C,

CH3

HO

Figure 1.8 : structure du cholestérol.
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1.3 — Etats physiques
Dans ce paragraphe, nous décrirons les états physiques des lipides aux interfaces

liquide/air (cas a deux dimensions) et en dispersion dans I’eau (cas a trois dimensions).

1.3.1 — Lipides aux interfaces eau/air

Les propriétés amphiphiles des lipides leur permettent de s’organiser spontanément a
I’interface liquide/air, téte polaire plongée dans le liquide et chaines carbonées orientées vers
I’air. La détermination de leur état physique est obtenue par le suivi de la pression
superficielle en fonction de I’aire de la cuve de Langmuir (chapitre 3).

Pour des molécules couramment utilisées en biologie, on considére que le nombre
d’états physiques définis en deux dimensions sont au nombre de quatre (figure 1.9). Les
notations employées sont celles utilisées par Dervichian et Gaines [2, 3]. Toutefois, des
diagrammes de phases complexes (pression, température) regroupant toutes les transitions de

phases théoriques et expérimentales en monocouche sont rencontrés dans la littérature [4].

Changements induits par :
- ladiminution de température
- l’augmentation de pression

NENPRYYTY

Gaz Liquide Expansé Liquide Condensé Solide
G LE LC S

Figure 1.9 : les différentes phases rencontrées aux interfaces liquide/air.

L’etat gazeux, noté G, correspond a I’absence d’interaction entre molécules. Les
chaines aliphatiques sont complétement désorganisées a la surface de I’eau. L’état liquide
expanse, noté LE, definit I’état pour lequel les tétes hydrophiles sont organisées en réseau bi-
dimensionnel parallelement a la surface et les chaines aliphatiques restent mobiles. L’état
liquide condensé, noté LC, décrit I’état ou toutes les chaines aliphatiques sont en
conformation trans ; elles occupent une aire minimale et les tétes polaires se rapprochent. Une
legére inclinaison des chaines peut étre observée. L’état solide, noté S, se différencie du

liquide condensé par un alignement normal des chaines aliphatiques.
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Les parametres importants et quantifiables sont la pression latérale et [I’aire
moléculaire moyenne (aire accessible par molécule). Lorsqu’on réalise une isotherme de
compression, on enregistre la pression latérale en fonction de I’aire moléculaire a température
ambiante. La pression latérale r, encore appelée pression de surface, est calculée a partir des
mesures de la tension superficielle de I’eau pure yo ou plus généralement de la sous-phase et

de la tension superficielle en présence de molécules amphiphiles vy; [5]:

T=Yo—n (eq. 1.1)

L allure des diagrammes de phase ainsi que la méthode de mesure de la pression de surface
seront décrites au chapitre 3.

1.3.2 — Polymorphisme dans les systémes eau/lipide

En phase aqueuse, les lipides ont une forte tendance a s’auto-associer formant ainsi
différentes phases qui peuvent étre deéterminées par des techniques de calorimétrie,
microscopie électronique par cryofracture, diffraction des rayons X ou spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire (RMN) du deutérium ou du phosphore-31. Les différentes
phases rencontrées résultent d’une combinaison entre les interactions hydrophobes intra et
extra moléculaires et des contraintes géométriques de compactage. Le concept de forme [6]
basé sur I’importance relative des parties hydrophobes et hydrophiles des lipides permet de
déterminer la préférence de phase adoptée par un lipide particulier. La concentration qui
induit une premiére agrégation est appelée concentration micellaire critique (CMC).

Avant d’énumérer les différentes phases lipidiques, nous allons apporter quelques
précisions sur la notation adoptée qui a été introduite par Luzzati [7].
e Le type de réseau est noté en lettre capitale : L pour lamellaire, Q pour cubique, H pour
hexagonale.
e Les indices | ou Il font référence au milieu continu. L’indice | ou « direct » signifie que les
lipides se trouvent dans le milieu aqueux continu (huile dans eau), tandis que I’indice Il ou
« inverse » signifie que les tétes polaires s’organisent dans une matrice non polaire continue
formée par les chaines aliphatiques (eau dans huile).
e Les indices a et B permettent de préciser I’état de conformation des chaines aliphatiques : 8
correspond a un état gel, les chaines étant ordonnées et o a un état fluide ou les chaines sont

désordonnées. Le tableau 1.2 récapitule les phases les plus rencontrées chez les lipides.
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Phase Description Figure
Lp phase gel lamellaire droit Fig. 1.11.A
Lg: phase gel lamellaire incliné Fig. 1.11.B
Lgi phase gel interdigité Fig. 1.11.C
P phase gel ondulé Fig. 1.11.D

Lo (1 ouy phase lamellaire fluide Fig. 1.10.B

H (oum phase hexagonale Fig. 1.13

Q phase cubique Fig. 1.14

Tableau 1.2 : les phases généralement rencontrées pour les lipides et les figures correspondantes.

A e R R A
i
L R
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i : ]

Figure 1.10 : A : structure d’une phase lamellaire, B : transition entre les phases lamellaires gel et fluide [7].
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ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ J%@%j

- g7

Figure 1.11 : structures gel lamellaire, A : L4 gel lamellaire droit [8], B : L gel lamellaire incliné [8], C : Ly

gel lamellaire interpénétré [9], D : P, gel lamellaire ondulé [8].
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Figure 1.12 : gonflement des phases H sous I’influence d’un exces d’eau, A :phase hexagonale directe H,, B:
phase hexagonale inverse Hy, ,a partir d’une certaine proportion d’eau, la phase H,, ne peut plus gonfler,
d’aprés [10].
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Figure 1.13 : structure détaillée de la phase hexagonale inverse H,, [11].

Y

A

a

Figure 1.14 : structures cubiques [12], a représente le paramétre de maille. A : 1a3d (Q*), B : Pn3m (Q**), C :
Im3m (Q%).
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Il — Les protéines

Les protéines sont des macromolécules naturelles formées par un enchainement
ordonné d’acides a-aminés codé par le génome et dont le nombre de résidus est parfaitement
défini a la différence des polymeéres. En général, on parle de protéine lorsque la chaine
contient plus de 100 acides aminés, bien que la notion de repliement entre également en
compte (les thionines avec 50 acides aminées sont des protéines car elles possédent un
repliement induisant une forme tridimensionnelle). Dans le cas contraire, on parle de peptides
et de polypeptides. On exprime parfois la masse molaire des polypeptides ou des protéines en
Dalton (1 Da =1 g/mol).

1.1 — Les acides aminés

Un a-aminoacide est constitué d’un atome de carbone central, appelé carbone a, lié a
un groupe amine primaire, un groupe acide carboxylique, un atome d’hydrogéne et un groupe
R caracteristique appelé chaine latérale (figure 1.15.A). Les aminoacides en solution a pH
neutre se trouvent essentiellement sous forme de molécules dipolaires, ou zwitterioniques, le

groupe amine étant protoné (NHs") et le groupe carboxyle déprotoné (COQ") (figure 1.15.B).

H o R

'/
C.

7,
%,

“coo-

OH

\

Ca +H3N

NH,

Figure 1.15 : formule chimique d’un acide aminé. A : forme non dissociée. B : forme zwitterionique.

On dénombre environ 500 acides aminés connus mais seuls 20 participent a la
synthése des protéines naturelles. Parmi eux, le corps humain en syntheétise 12, les 8 autres,
appelés acides aminés essentiels, sont apportés par I’alimentation. Les 20 acides aminés
constituants des protéines sont classés dans le tableau 1.3 en fonction des propriétés physico-
chimiques de la chaine latérale, et dans le tableau 1.4, en fonction de leur hydrophobie selon
I’échelle d’Eisenberg et al [13]. Avec quatre groupes différents connectés a I’atome de
carbone o tétraédrique, les acides a-aminés sont des molécules chirales, a I’exception de la
glycine. Seuls les aminoacides L (projection de Fischer) sont des constituants des protéines

(configuration absolue S). Aucune explication satisfaisante n’a été proposée concernant cette
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observation. Il semble plausible que la sélection de L par rapport a D ait été arbitraire, mais

qu’une fois faite, elle soit demeurée constante tres tét dans I’histoire de I’Evolution [1].

Caractere de lachaine | Acide Aminé Symbole Chaines latérale R
Glycine Gly G H
Alanine Ala A CH3
Valine* Val Vv CH(CHa),
Leucine* Leu L CH,-CH(CHy,),
Isoleucine* Leu L CH(CH,3)-CH-CHj,
Aliphatique H
Proline t Pro P O:T@
OH
Cystéine Cys C CH,-SH
Méthionine* Met M (CH,) ,-S-CH3
/ NH
Histidine His H J
/
N
Phénylalanine* Phe F /_@
Aromatique
Tyrosine Tyr Y /—@—m
Tryptophane* Trp W 7
HN
Asparagine Asn N CH,-CO-NH,
Polaire GIu'Famlne GlIn Q (CH,) ,-CO-NH,
Sérine Ser S CH,-OH
Thréonine* Thr T CH(CHj3)-OH
Lysine* Lys K (CH,)4-NH5"
NHy
Chargée Arginine Arg R /\/\ H
H2N_C_NH2
Aspartate Asp D CH,-COO
Glutamate Glu E (CH,),-COO

Tableau 1.3 : les 20 acides aminés constituants des protéines. * : acides aminés essentiels, d’aprés [14]. T: on

présente ici la formule entiére de la proline car cet acide aminé différe des autres par le fait que la chaine

latérale est liée a la fois a I’atome d’azote et a I’atome de carbone.
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Résidus Symbole Indice
Arginine R -1.8
Lysine K -1.1
Aspartate D -0.72
Glutamine Q -0.69
Asparagine N -0.64 I
Glutamate E -0.62 Résidus hydrophobes
Histidine H -0.4 0.5
Sérine S -0.26 .
Thréonine T -0.18 % 0
Proline P -0.07 z
Tyrosine Y 0.02 z
Cystéine C 0.04 3
Glycine G 0.16 -l
Alanine A 0.25 s
Méthionine M 0.26 Résidus hydrophiles
Tryptophane W 0.37 2
Leucine L 0.53 RKD OQONEHSTPYCGAMWLYVYFI
Valine V 0.54
Phénylalanine F 0.61
Isoleucine [ 0.73

Tableau 1.4 : classement des acides a-aminés selon I’échelle d’hydrophobie d’Eisenberg [13].

11.2 — Structure des protéines
On distingue plusieurs niveaux d’organisation des protéines : la structure primaire,

secondaire, tertiaire et quaternaire. Nous allons les décrire brievement.

11.2.1 — Structure primaire

La structure primaire, ou séquence, d’une protéine correspond a la succession linéaire
des acides aminés (ou résidus) la constituant. Plus précisément, les protéines sont des
polymeres linéaires formés par I’union du groupe a-carboxyle d’un aminoacide au groupe o-
amine d’un autre aminoacide par une liaison peptidique. La formation d’un dipeptide a partir
de deux acides amines s’accompagne de la perte d’une molécule d’eau (figure 1.16).

A Liaison peptidique

o) R, 0 R,
+H3N o- +H3N O-
O- + +H3N NH
H,O

AA; AA, dipeptide

Légende page suivante
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B Extrémité N-terminale Extrémité C-terminale
0 Ry o) Ri 0
+H3N NH NH
NH NH O -
Rl 9 R3 (@) 4 Rn
2éme AA 3éme AA I

Figure 1.16 : mise en évidence d’une liaison peptidique. A : formation d’un dipeptide a partir de deux acides
aminés ; B : obtention d’une chaine polypeptidique.

Une chaine polypeptidique a une polarité due a des extrémités différentes : un groupe
o-amine a une extrémité et un groupe o-carboxyle a I’autre. Par convention, I’amine
terminale (N-terminal) est prise comme origine de la chaine polypeptidique et la séquence
d’aminoacides est alors écrite a partir de ce résidu. Ainsi, dans le pentapeptide Tyr-Gly-Gly-
Phe-Leu (YGGFL), la tyrosine est le résidu N-terminal et la leucine est le résidu C-terminal.

Le peptide LFGGY sera un peptide distinct et aura ainsi des propriétés chimiques différentes.

11.2.2 — Structure secondaire

Le squelette polypeptidique précédemment décrit est riche en liaisons hydrogene
potentielles. Chaque résidu contient un groupe carbonyle, bon accepteur de liaisons
hydrogéne et, a I’exception de la proline, un groupe NH, qui est un bon donneur de liaisons
hydrogene. Ces groupes entrent en interaction les uns avec les autres ainsi qu’avec les groupes
fonctionnels des chaines latérales (cycles aromatiques, indoles) pour stabiliser des structures
particuliéres. En 1951, deux structures périodiques sont proposees : I’hélice o et le feuillet B
[15]. Par la suite le coude B et la boucle Q2 ont été identifiées. Bien que non périodiques, ces
structures courantes sont bien definies et contribuent, avec les hélices o et les feuillets B, a la
formation de la structure finale de la protéine.

Dans une structure en hélice a (figure 1.17), la chaine polypeptidique principale est
étroitement enroulée pour former la partie interne de I’hélice tandis que les chaines latérales
se disposent a I’extérieur en un arrangement hélicoidal. L’hélice a une forme de batonnet et
est stabilisée par la formation de liaisons hydrogéne entre les groupes CO des résidus n et les
groupes NH des résidus n + 4. Chaque résidu est disposé par rapport au suivant selon une
translation de 1.5 A le long de I’axe de I’hélice et une rotation de 100°. Ainsi, on compte 3.6
résidus aminoacides par tour d’hélice. Les hélices o formées d’un seul brin font généralement

moins de 45 A de long.
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Liaison hydrogene

Liaison peptidique

Figure 1.17 : modéle éclaté d’une hélice ..

Il existe également d’autres types de structure en hélice chez les protéines telles que
I’hélice 310 qui possede trois résidus par tour ou des super hélices dont nous ne parlerons pas
ici.

La chaine polypeptidique d’un feuillet 3, appelé brin 3, est presque totalement étiree,
et il n’y a pas d’enroulement comme dans I’hélice a. La distance entre les aminoacides
adjacents le long d’un brin B est approximativement de 3.5 A comme le long d’une hélice.
Les chaines latérales des aminoacides adjacents pointent dans des directions opposées. Un
feuillet B est constitué par I’'union de deux ou plusieurs brins 3 par des liaisons hydrogene.
Les chaines adjacentes d’un feuillet B peuvent étre de méme sens (paralléle) ou de sens
opposé (anti-parallele). Dans I’arrangement anti-paralléle, les groupes NH et CO de chaque
aminoacide sont respectivement unis par des liaisons hydrogene aux groupes CO et NH d’un
partenaire de la chaine adjacente. Dans I’arrangement paralléle, la disposition des liaisons
hydrogene est plus compliquée. Pour chaque aminoacide, le groupe NH est lié au groupe CO
d’un aminoacide du brin adjacent, tandis que le groupe CO est uni par liaison hydrogéne au
groupe NH de I’aminoacide situé deux résidus plus loin dans la chaine. Dans les
représentations schematiques, les brins B sont habituellement représentés par de larges fleches
pointant dans la direction de I’extrémité C-terminale pour indiquer le type de feuillet formé,
parallele ou anti-paralléle (figure 1.18).
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N
Brin g n°1
> Feuillet 3 parallele
N
Brin g n°2
J

> Feuillet B anti-paralléle

Brin g n°3

Figure 1.18 : structure d’un feuillet g mixte formé par I’assemblage d’un feuillet g parallele (formé entre les
brins n°1 et 2) et d’un feuillet S anti-parallele (formé entre les brins n°2 et 3). La représentation schématique en

forme de fleche est ajoutée au schéma.

11.2.3 — Structure tertiaire

La structure tertiaire d’une protéine correspond au repliement de la chaine
polypeptidique dans I’espace. On parle plus couramment de structure tridimensionnelle. La
structure tertiaire est intimement liée a sa fonction et elle dépend de la structure primaire et de
I’environnement dans lequel se trouve la protéine. De nombreux facteurs contribuent a
moduler la conformation de la protéine : solvant, force ionique, viscosité, concentration.
Ainsi, les protéines solubles en milieu aqueux et les protéines membranaires auront des
conformations différentes. La tendance thermodynamique conduit les groupes non polaires a
éviter la phase aqueuse et les groupes polaires a rester en contact avec le solvant. Il se forme
ainsi, dans le cas des protéines solubles, une sorte de noyau hydrophobe a I’intérieur de la
molécule protéique, tandis que les groupes polaires sont en majorité a la surface. C’est ce que
I’on appelle I’effet hydrophobe.

Un exemple de structure tridimensionnelle de protéine est présenté a la figure 1.19. Il
s’agit d’une protéine de transfert de lipides du blé : la ns-LTP (non specific Lipid Transfert
Protein). Cette protéine comporte 90 résidus et la structure tridimensionnelle a été résolue a
partir de données de RMN [16]. Nous reviendrons a cette protéine lorsque nous aborderons le

paragraphe sur les puroindolines.
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Figure 1.19 : structure tridimensionnelle des ns-LTP du blé, d’aprés [16]. Les lettres H et L désignent les hélices

et les boucles, respectivement.

11.2.4 — Structure quaternaire

Dans le cas des complexes protéiques résultant de I’association de deux ou plusieurs
structures tertiaires, la structure quaternaire désigne I’arrangement et le regroupement dans
I’espace des différentes chaines polypeptidiques. C’est le cas par exemple de I’hémoglobine

constituee de quatre chaines protéiques, de méme structure tertiaire.

11 — Le grain de blé

Le blé est la principale ressource alimentaire de I’humanité : il assure 15% de ses
besoins énergétiques. Sa production annuelle représente 30% de la production totale de
céréales, devant le mais et le riz. On comprend les enjeux politiques et économiques qui sous-
tendent la production et la commercialisation de cette céréale, quand on sait qu’elle représente
a elle seule 17% des échanges internationaux de produits agricoles. Le blé, et la farine ou les
semoules qui en sont extraites, se prétent aujourd’hui a la fabrication industrielle ou artisanale
d’un nombre extraordinairement diversifie d’aliments: pains, galettes, couscous, pates
alimentaires, biscuits, pour ne citer que les plus connus. Le blé doit cette diversité d’usage a la
capacité des protéines qu’il contient a former en présence d’eau un réseau viscoélastique, le
gluten. Selon les propriétés de ce réseau protéique et des interactions qui se mettent en place
avec I’amidon, certains blés seront particulierement aptes a la fabrication du pain ou des
biscuits (blés tendres) ; d’autres conviendront mieux a la fabrication de pates alimentaires
(blés durs).
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Le blé est une plante monocotylédone (I’embryon de blé contient une unique feuille
rudimentaire appelée cotylédon) qui appartient au genre Triticum de la famille des
Gramineae. C’est une céréale dont le grain est un fruit sec appelé caryopse et constitué d’une
graine et de téguments. Les deux especes les plus cultivées sont le blé tendre (Triticum
aestivum) et le blé dur (Triticum durum) mais il existe de nombreuses autres especes de
Triticum qui se différencient par leur degré de ploidie. La ploidie est le nombre de jeux de
chromosomes d’une cellule ou d’un organisme : les blés diploides (génome AA, BB ou DD),
tétraploides (génomes AABB) et hexaploides (génomes AABBDD) contiennent
respectivement deux, quatre ou six assortiments de chromosomes semblables. Le blé tendre
possede les trois génomes AA, BB et DD constitués chacun de sept paires de chromosomes
homologues numérotés de 1 a 7 (Al...A7, B1...B7, D1...D2), soit 42 chromosomes ; le blé
dur ne contient que les deux genomes AA et BB et 28 chromosomes [17].

Les blés cultivés sont apparus il y a une dizaine de milliers d’années en Mésopotamie
et il n’est pas impossible que nos ancétres du Néolithique soient arrivés des cette époque a
sélectionner empiriquement certaines espéces possedant plus que d’autres les caracteristiques
requises pour satisfaire les besoins des nouveaux agriculteurs : maturation des épis et des
grains a peu pres synchrone, attachement ferme des grains a I’épi, germination non étalée
dans le temps, grains gros et bien remplis. Cette sélection se poursuivra jusqu’a ce que
Mendel, en 1865, jette les bases de la génétigue moderne. Depuis, les caractéristiques
agronomiques (rendement a I’hectare, résistance aux maladies) et technologiques (aptitudes a

la panification des farines) des nouvelles variétés n’ont cessé de s’améliorer.

I11.1 — Morphologie du grain de blé

Le développement des tissus dans le grain de blé a été décrit par Simmonds et O’Brien
[18]. Avant la fécondation, I’ovule se compose du sac embryonnaire entouré par le nucelle et
son épiderme. Lors de la fécondation, les deux noyaux haploides d’un grain de pollen entrent
dans le sac embryonnaire et fusionnent, pour I’un avec le noyau de la cellule ceuf et pour
I’autre avec les deux noyaux polaires de la cellule centrale. Deux tissus, I’un diploide, le
zygote, I’autre triploide, I’albumen, vont ainsi se développer. L’albumen est rapidement
différencié en deux tissus, les cellules internes deviennent de grandes cellules contenant de
I’amidon et des protéines et constituent I’albumen amylacé alors que les cellules externes
donnent naissance a la couche a aleurone. La maturation des grains dure de 45 a 50 jours
geme

apres la fécondation [18]. A partir du 35 jour, le grain se trouve en phase de dessiccation.
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La structure du grain de blé est un aspect important a prendre en considération tant du
point de vue de sa production que de son utilisation. Au cours de la mouture, le grain de blé
est separé mécaniquement en composés variés et cette séparation dépend de la structure de la
graine. Le grain de blé est composé de trois parties distinctes (figure 1.20) :

- I’albumen, constitué de I’albumen amylacé et de la couche a aleurone (80 a 85 % du
grain). L’albumen amylacé est constitué de cellules remplies de granules d’amidon
dispersés au milieu d’une matrice protéique ;

- le péricarpe constitué par les enveloppes de la graine et du fruit (13 a 17 %) qui sont
formées de six tissus différents : épiderme du nucelle, tégument séminal (enveloppe de
la graine), cellules tubulaires, cellules croisées, mésocarpe et épicarpe ;

- le germe (3%) composé d’un embryon et du scutellum.

La longueur du grain est comprise entre 5 et 8 mm, sa largeur entre 2 et 4 mm, son poids entre
20 et 50 mg et sa densité entre 1.3 et 1.4.
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Figure 1.20 : coupe d’un grain de blé, d’apres [17].

Le grain est principalement constitué d’amidon (~ 70 %), de protéines (10 a 15 %
selon les variétés de culture) et de « pentosanes » (polysaccharides pariétaux composant les
enveloppes du grain et la paroi des cellules du grain) (8 a 10 %) ; les autres constituants,
pondéralement mineurs (quelques %), sont les lipides, la cellulose, les sucres libres, les

minéraux et les vitamines.
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I11.2 — Les lipides du grain de ble

111.2.1 — Composition lipidique du grain de blé

Les lipides du blé qui représentent environ 2 % du poids sec du grain [19], possédent
une grande diversité structurale. Plus de 1000 especes moléculaires différentes sont présentes
dans le grain de blé si I’on considére la combinaison des tétes polaires et des acides gras. Les
lipides sont inégalement distribués dans le grain de blé, les données les plus complétes sur la
composition en lipides ont été fournies par Hargin et Morrison [20]. Ainsi, dans la couche a
aleurone et I’embryon, plus de 70% des lipides sont des lipides non polaires, principalement
des triglycérides. Plus de 70% des lipides de I’albumen amylacé sont polaires, essentiellement
des glycolipides (GL) et des phospholipides (PL). Les PL sont composés majoritairement
par la phosphatidyléthanolamine (PE), le N-acyl phosphatidyléthanolamine (NAPE), le N-
acyl lysophosphatidyléthanolamine  (NALPE), la phosphatidylcholine (PC), le
phosphatidylinositol (P1) et les lysophospholipides (LPL). Les GL contiennent principalement
du monogalactosyl diglycéride (MGDG) et du digalactosyl diglycéride (DGDG). Les
composés mineurs des GL sont le monogalactosyl monoglycéride (MGMG) et de digalactosyl
monoglycéride (DGMG).

Les lipides ne sont pas distribués au hasard dans les différents tissus mais sont présents
pour assurer la formation des membranes des organelles et des cellules. Cette distribution
spatiale est le fruit des événements qui se produisent au cours de la différenciation cellulaire
conduisant au grain de blé mdr. Celle-ci implique a la fois des interactions entre les lipides et
des interactions contractées entre les protéines et les lipides. Les triglycérides présents dans
I’embryon et la couche a aleurone sont stockés sous la forme de corps lipidiques constitués
d’une gouttelette lipidique entourée d’une monocouche de lipides polaires (PL et GL) et de
protéines [21].

La farine contient environ 80% des lipides de I’albumen qui est constitué de granules
d’amidon dispersés dans une matrice protéique. Ces lipides peuvent étre classés en deux
groupes distincts. Une premiére partie, trés peu réactive en I’état, est localisée a I’intérieur des
granules d’amidon sous forme de complexes d’inclusion entre I’'amylose et des lipides
monoacylés, la LPC notamment. L autre partie des lipides est dispersée au sein de I’albumen
(dans la matrice) et peuvent ainsi réagir avec les autres constituants de la farine ; ils sont
totalement acylés (triglycérides, MGDG et DGDG). Nous avons focalisé notre attention sur

les galactolipides MGDG et DGDG qui constituent I’enveloppe des granules d’amidon car ils
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seraient associés a des protéines spécifiques, dont les puroindolines, et cette association

pourrait determiner le caractére friable ou résistant des variétés de ble.

111.2.2 — Role des lipides en panification

Bien que leur teneur dans les farines n’excede pas 2 a 3 %, les lipides jouent un réle
important en panification, du moins ceux qui ne sont pas contenus dans les granules
d’amidon. On attribue a deux phénomeénes physico-chimiques distincts leur mode d’action au
cours du pétrissage :

- I’oxydation des acides gras poly-insaturés, catalyses par la lipoxygénase (enzyme), qui

provoque un réarrangement des liaisons disulfure au sein du réseau proteique ;

- des interactions entre les lipides et les protéines a I’interface eau/air.
Le premier des phénomeéne agit sur les propriétés rhéologiques de la pate a pain, le second sur
la formation et la stabilité des alvéoles de gaz dans la pate. Selon ce second mécanisme, les
lipides polaires (GL et PL) stabilisent les alvéoles gazeuses de la pate et améliorent le volume
du pain, alors que les lipides non polaires (triglycérides) exercent un effet négatif. Trés bon
agent moussant, les glycolipides et phospholipides tres polaires contribueraient a
I’accroissement du volume du pain. Les composés de polarité intermédiaire auraient, a
I’inverse, un pouvoir anti-moussant [22].

Certaines protéines de faible poids moléculaire, telles que les protéines de transfert de
lipides ou les puroindolines, seraient fortement impliquées dans I’ensemble de ces
mécanismes, en particulier lors de la mobilisation des lipides contenues dans des vésicules
dispersées au sein de la pate vers les interfaces qui se forment entre I’air et I’eau au cours de

la formation d’alvéoles de gaz dans la pate et dans la mie [17].

111.2.3 — Les galactolipides MGDG et DGDG

Contrairement aux cellules animales, les glycolipides sont les lipides majeurs des
végétaux. lls se concentrent dans les plastes, particuliérement dans les chloroplastes, comme
le MGDG et le DGDG (figure 1.7). Ces lipides sont localisés dans la membrane du
thylacoide, le systéme de membrane interne du chloroplaste spécialisé dans la collecte de la
lumiere. L’équilibre entre les quantités de MGDG et de DGDG a un impact significatif sur la
fonction des protéines membranaires du thylacoide, particulierement sur celle des complexes

de collecte de lumiere du photosysteme [23]. Ces galactolipides sont aussi impliqués dans le

“ le plaste est un organite cellulaire possédant un ADN propre. On distingue 4 type de plastes : les chloroplastes, ot a lieu la
photosynthese, contiennent la chlorophylle ; les chromoplastes contiennent un pigment coloré autre que la chlorophylle ; les
leucoplastes, sans pigment, et les amyloplastes, servent respectivement au stockage des protéines et des granules d’amidon.
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ciblage des protéines au/dans le chloroplaste [24], comme dans la génération de lipides
signalant des molecules [25, 26]. A cause de I’importance biologique des galactolipides dans
I’hétérotrophie” des plantes, beaucoup d’études on été réalisées sur les propriétés physico-
chimiques de ces lipides polaires non usuels. En particulier, le comportement de phase des
galactolipides du chloroplaste, i.e leurs propriétés d’empilement en phase liquide-cristalline
dans un solvant aqueux, ont été largement examinées. Tandis que DGDG forme des bicouches
fluides, i.e des structures lamellaires L, les molécules de MGDG s’agrégent en des structures
de type hexagonale inverse H, [27]. Les lipides ne formant pas de bicouches, tel que le
MGDG, pourraient servir a diriger la formation d’empilements lipoprotéiques dans la
membrane du thylacoide [28].

Les galactolipides MGDG et DGDG sont aussi présents dans les organes des plantes
non photosynthétiques et sont, par exemple, les lipides majeurs des amyloplastes [29]. Tandis
que la plupart des recherches ont été menées dans le but de comprendre le rdle des
galactolipides dans I’appareil photosynthétique, tres peu de travaux ont été consacrés a ces
galactolipides dans les plastes des organes des plantes autotrophes, i.e les graines, les

tubercules et les racines. Ainsi, I’étude des galactolipides du blé sera présentée au chapitre 4.

I11.3 — Les puroindolines

Les protéines des céeréales sont généralement subdivisées en albumines (solubles dans
I’eau), globulines (solubles dans les solutions salines) et glutélines (insolubles dans I’eau)
[30]. Les puroindolines appartiennent a la famille des protéines fixatrices de lipides que I’on
retrouve dans la fraction albumine. Une protéine fixatrice de lipides est une protéine qui est
capable de se lier spontanément aux lipides ou agrégats de lipides (structures liquides-
cristallines). La recherche de ces protéines dans la farine de blé a débuté avec I’isolement
d’un complexe lipoprotéique dans un extrait d’éther de pétrole [31]. Différentes protéines ont
été isolées et caractérisées comme les thionines [31], les protéines extraites dans le
chloroforme-méthanol (CM-protéines) [32], la ligoline [33] et les protéines S [34, 35]. Plus
récemment, en utilisant des tests de fixation de lipides ou de partage de phase dans les
détergents non ioniques, d’autres protéines comme les protéines de transfert de lipides (LTP)
et les puroindolines ont été caractérisées. La plupart des protéines de blé fixant des lipides qui
ont été isoleées jusqu’a maintenant présentent des caracteristiques structurales communes

comme une faib