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Liste d’abréviations

ACN: Acétonitrile

APG: Angiosper phylogeny group

APS: Ammonium Persulfate

ARNmMm : Acide ribonucléique messager

CE : Capacité de fixation d’eau

CP : Corpuscules protéiques

Coll : Collant

DTT : Dithiothreitol

DPI : Dots Per Inch : pixels par pouce.

GH: Gluten humide

GI: Gluten index

HP : Hauteur du pic

IB : Indice de brun

IJ : Indice de jaune

JAF: Jours aprées floraison

MBB : Mohammed Ben Bachir

MCH : Moucheture

MP: Protéines monomériques

NTP : Note de panification

PC : Pertes a la cuisson

PG : Teneur en protéines des grains

PMG : Poids de 1000grains

PMG : Poids de mille grains

PP: Protéines polymériques

UNI : Nazionale Italiano di Unificazione

PS : Teneur en proteines semoule

Rdt : Rendement

RP-HPLC: Reverse phase High performance liquid chromatography
SDS-PAGE: Electrophoréese en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium
SE-HPLC: Size exclusion high liquid chromatographie
SG-FPM : Sous glutenines a faible poids moléculaire
SG-HPM : Sous glutenines a haut poids moléculaire
t/ha : Tonne/ha

TCA : Acide trichloracétique

TDV: Temps de développement

TEMED: Tétraméthylénediamine

TFA: Trichlorofluoroacétique

UPP: Unextractable polymérique protéines

VB : Valeur boulangére

Vitr : Vitrosité

VP : Volume du pain

W : Force boulangere
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Résumé

L’objectif de cette étude est de déterminer I’effet de la fertilisation azotée sur la qualité
technologique et sur la variation de la distribution des fractions protéiques des protéines de
réserve du blé dur cultivé en Algérie. L’étude a porté sur quatre variétés (Bousselam, Chen S
GTA Dur et MBB) cultivées sous quatre niveaux de fertilisation azotée. L’expérimentation est
menée pendant deux années caractérisées par des conditions culturales différentes. La réponse
des variétés a I’azote pour 1’accumulation des protéines dépend du génotype et de son milieu
de croissance avec des teneurs plus élevées quand les conditions de croissance sont
défavorables. Dans ces conditions culturales, les propriétés mixographiques du blé dur sont
améliorées par la fertilisation azotée. L apport d’azote varie les parametres alvéographiques
en fonction du génotype. La variété Bousselam est caractérisée par le plus faible UPP %. Un
rapport plus élevé de HPM-GS/FPM-GS est observé avec les variétés GTA Dur et MBB en
conditions de culture défavorables. En conditions favorables, ’accroissement des doses
d’azote améliore le taux de protéines non extractibles de Bousselam et augmente le rapport
HPM-GS/FPM-GS de GTA Dur. L’apport de 120 KgN.ha'diminue la perte a la cuisson des
pates alimentaires des variétés Bousselam et MBB. Les meilleurs pains sont obtenus par la
variété Chen S avec 80kg.N.ha™ et la variété GTA Dur avec 40KgN.ha™.L’augmentation de la
teneur en protéine diminue la valeur boulangére du bl¢ dur. La distribution des glutenines
HPM-GS/FPM-GS et UPP % influe sur la qualité culinaire des pétes alimentaires. L’impact
des conditions culturales sur I’effet de I’accroissement de la fertilisation azotée et sur la

qualité technologique est plus marquée avec les variétés MBB et GTA Dur.

Mots clés : blé dur, protéines, distribution des protéines, qualité technologique, fertilisation

azotée, conditions culturales, produits de deuxiéme transformation.
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Summary

The objective of this study is to determine the effect of nitrogen fertilization on the
technological quality and the distribution of storage protein of durum wheat grown in Algeria.
The study covered four cultivars (Bousselam, Chen S GTA Dur and MBB) grown with four
nitrogen rate. The experiment was performed over two years in different cultural conditions.
The response of cultivars to nitrogen for protein accumulation depends on the genotype and
its grown conditions with best level seen in unfavorable growing conditions. Under these
conditions, the dough mixing properties of durum are improved by nitrogen fertilization.
Nitrogen fertilization varies the alveograph parameters according to genotype. Bousselam has
the lowest UPP% in various growing conditions. A higher ratio of HPM-GS / FPM-GS is
observed with GTA Dur and MBB under unfavorable growing conditions.

In favorable growing conditions, the increase of nitrogen rate improves the level of
unextractable protein of Bousselam and increases the HPM-GS/FPM-GS ratio of GTA Dur.
The rate of 120 kg.N.ha™' decreases the pasta cooking loss of Bousselam and MBB. The best
breads are obtained by Chen S with 80Kg.N.ha"' and GTA Dur with 40Kg.N.ha. Increasing
the protein content decreases the baking value of durum wheat. The distribution of glutenins,
HPM-GS, FPM-GS and UPP% affects the culinary quality of pasta. The impact of growing
conditions on the effect of nitrogen fertilization on and technological quality is more

pronounced with MBB and GTA Dur cultivars.

Key words: durum wheat, protein, protein distribution, technological quality, nitrogen

fertilization, cultural conditions, secondary processing products.
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INTRODUCTION

Les céréales qui couvrent les 3,5 millions d'hectares (soit 41% de la superficie agricole
utile) occupent une place considérable dans l'agriculture algérienne. Cependant, la production
demeure faible par rapport aux besoins. Elle représente en moyenne 41,8 millions de quintaux
(calculé sur la période 2013-2018) couvrant a peine 30% des besoins de consommation
(Anonyme, 2019b).L'optimisation de la production céréaliere a travers les marges de
développement et la relance des capacités productives par taux de rendement par hectare des
cultures est une préoccupation majeure de 1’agriculture.

Le blé dur est un aliment de base dans 1’alimentation de la population algérienne mais ses
rendements sont faibles et ne suffisent pas a satisfaire les besoins du pays. Plusieurs
programmes ont €té initiés pour améliorer sa production qui reste toujours dépendante des
contraintes édapho-climatiques. La sélection végétale a permis de développer de nouvelles
variétés adaptées aux différentes zones agro-écologiques locales. L'utilisation de variétés a
haut rendement, une voie prometteuse, permettrait une augmentation de la production et par
conséquent une réduction des importations. Le blé dur destiné a l'industrie alimentaire doit
étre de bonne qualité afin de répondre aux exigences des processus de fabrication. Chaque
produit fini tel que les pates alimentaires, le pain ou le couscous nécessite un matériel végétal
(semoule ou farine) ayant des caractéristiques technologiques requises pour chaque industrie
de transformation. Leur fabrication requiert des propriétés fonctionnelles spécifiques qui
dépendent en grande partie des structures et des interactions des protéines de réserve du grain,
les gliadines et les glutenines (gluten).Les propriétés rhéologiques du gluten et de la pate de
blé dépendent de 1I'équilibre entre les gliadines monomériques et les gluténines polymériques
et, surtout, de la répartition de ces dernieres (Weegels et al., 1996 ;MacRitchie, 1999). Le
rapport protéines polymériques non extractibles (UPP) sur SDS/protéines polymériques
totalesa souvent été utilis€é pour mesurer la distribution des polymeéres de gluténines et
systématiquement associé¢ aux propriétés de la pate.

De nombreuses études ont montré que le facteur génétique, a lui seul, ne détermine pas la
composition des protéines. Des facteurs abiotiques et biotiques peuvent également 1’affecter.
En effet, I’instabilité des taux de protéines au sein d’'une méme variété (qui peuvent diminuer
assez bas)est largement tributaire des conditions climatiques ou des perturbations de
I’absorption de 1’azote induites par la sécheresse ou I’excés d’eau (Brabant et Levy Hiner,
2016). Par conséquent, I’ajustement de la wvariabilit¢ pour compenser les variations

interannuelles et géographiques de la qualité peut entrainer des cotits plus €levés pour les
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transformateurs de I’industrie du blé. Il est donc nécessaire de connaitre les conditions
culturales qui régissent les variations de la composition en protéines du grain pour mieux
contrdler sa qualité

Les gliadines et les gluténines du gluten s'accumulent pendant la période de remplissage du
grain et leurs quantités relatives sont déterminées pendant cette phase de développement.
Tous les facteurs qui affectent la période du remplissage du grain contribuent a la variation
des fractions protéiques. Flagella et al (2010) ont démontré que le déficit hydrique réduit la
phase du remplissage du grain et affecte la teneur et la composition des protéines (protéines
monomeres, polymeres et insolubles). Les périodes prolongées de températures élevées sont
courantes dans la plupart des régions productrices du blé dur au monde et la température sub-
optimale est 'une des principaux facteurs affectant le rendement et la qualité du blé dur. Ces
conditions provoquent aussi une diminution marquée de la proportion des UPP,
indépendamment des modifications de la concentration en protéines totales des grains ou des
proportions de gliadines ou de gluténines (Wardlaw et al., 2002; Don et al., 2005).

La nutrition azotée joue un role important dans 1’accumulation et la composition en
protéines du grain. Une forte absorption d’azote tend a augmenter le rapport
gliadine/gluténine et a diminuer la proportion des UPP, entrainant une extensibilité plus
¢levée de la pate (Godfrey et al., 2010). La maitrise des modalités d’apport de I’azote est
impérative pour répondre aux exigences technologiques des industries de transformation. La
détermination de I’effet des interactions génotype et d’apport d’azote sur la qualité et la
composition en protéines du grain et la distribution des polymeéres de gluténine sont
nécessaires.

De plus, connaitre 1’effet des conditions de croissance qui accompagnent les apports azotés
sur la qualité du grain du blé permet de mieux connaitre la variation des fractions protéiques
et par conséquent prédire un meilleur raisonnement de la fertilisation.

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet de la variété et de la fertilisation azotée, en
relation avec les conditions de culture, sur les caractéristiques physico-chimiques et
technologiquesainsi que sur la composition protéique, la distribution des protéines
polymériques et leur équilibre.

A cet effet, nous nous sommes intéressés a :

— déterminer les caractéristiques physico-chimiques des différentes variétés,

— suivre I’évolution de la composition des protéines de réserve,
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— déterminer les caractéristiquestechnologiques et rhéologiques(teneur en gluten, test
SDS, mixographe etalvéographe),

— réaliser des essais de pastification, panification et fabrication du couscous,

— réaliser une étude multidimensionnelle pour établir les relations entre les différents

parametres mesures.
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I. Généralités sur le blé dur

I.1. Situation de la production du blé dur en Algerie

Les céréales et leurs dérivées constituent I’alimentation de base dans beaucoup de pays en
développement notamment les pays maghrébins (Djermoun, 2009).En effet, elles ont
I'avantage de constituer des provisionspouvant se conserver sous forme de grains constitués
principalement de substances amylacées et de protéines qui leur conférent une grande valeur
nutritionnelle. Les céréales constituent 60% de 1’apport calorique et 71% de I’apport protéique
de la population algérienne (Bensalem, 1995).

La céréaliculture algérienne demeure une spéculation de premier plan qu’elle soit au

niveau de la localisation ou de la taille de I’exploitation.
Depuis I’indépendance, la production des céréales présente une caractéristique fondamentale a
travers 1’extréme variabilité du volume des récoltes qui varie entre 2 et 6 millions de tonnes
par an en fonction de la pluviométrie.Elle occupe une place stratégique dans le systeme
alimentaire et dans 1’économie nationale (Djermoun, 2009).

Par ailleurs, la céréaliculture, jachére comprise, occupe environ 80% de la superficie
agricole utile (SAU) du pays. Parmi les céréales cultivées, le blé dur occupe une place
importante dans I’alimentation de la population algérienne. Il entre dans la composition d’un
grand nombre de plats traditionnels: couscous, galettes, pain, pates alimentaires, fric, makrout,

burgul. etc.

[ umkes wikayas
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Figure 1.Superficies moyennes de blé dur (période 2010-2014) (Anonyme, 2016a).
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La superficie moyenne de blé dur dans les différentes wilayas au cours de la période2010-
2017 est montrée dans la figure 1 avec une production moyenne de 20335953 quintaux (figure
2). Les fluctuationsdans la production sont dues essentiellement aux conditions climatiques et

au non maitrise des techniques culturales.
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Figure 2.Evolution de la production de blé dur pendant la période 2010-2017.

Le niveau du rendement de blé dur au cours de cette période (2010/2017) a connu une
augmentation considérable de 15g/ha en 2010 a 19,8g/ha en 2013; soit une hausse de plus de
32%. Cet essor est la résultante de toutes les actions entreprises dans le cadre de la mise en
ceuvre de la politique du renouveau agricole et du renouveau rural. Durant la campagne 2014,
il est a constater une baisse du rendement (15,6q/ha) due en grande partie a un déficit
hydrique coincidant avec la phase du remplissage du grain.

La gamme variétale des blés durs autorisée a la production et a la commercialisation a
connu une évolution particulieére. En effet, le nombre total de variétés de bl¢ dur homologuées
est de 46 variétés; mais un nombre plus restreint est produit par les agriculteurs
(Anonyme,2016b).

La gamme variétale en production de semences de blé¢ dur durant la campagne 2014-2015
au niveau national a compté19 variétés: Targui, Boussellam, Cannizzo, Chen’s, Ciccio, Cirta,
Colosseo, Core, Gta Dur, Hedba 03, Vitron, Megress, Mohamed Benbachir, Ofanto, Saourah,

Simeto, Tassili, Waha et Wahbi. La répartition de ces variétés est illustrée dans la figure 3.
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Figure 3.Répartition des variétés de blé dur par zone agro-écologique (Anonyme, 2016a)

Au niveau du littoral, les variétés produites sont Chen’s, Targui, Vitron, Simeto avec une
prédominance de la variété¢ Vitron dans la région centre. Au niveau de la zone sublittoral, on
retrouve les mémes variétés en plus d’autres qui viennent s’ajouter telles que GTA Dur, Cirta,
Boussellam, Saourah et Tassili.

Dans les plaines intérieures, on retrouve les variétés: Waha, Ofanto, Wahbi, Simeto,
Targui,Chen’S, Boussellam, Vitron, GTA Dur et Cirta. La plus répandue dans la région
Centre est Simeto. Dans la région Est, c’est la variété GTA Dur qui est la plus importante du
point de vue superficie suivie de Vitron et Cirta.

Au niveau des hauts plateaux, les variétés les plus cultivées sont GTA dur, Mohamed Ben

Bachir et Boussellam a I’Est et Simeto,Boussallem et Ofanto a 1’Ouest.

1.2. Morphologie et classification botanique

Le blé dur (Triticumdurum) est une monocotylédone au genre Triticum de la famille des
Gramineae(Tableau 1). C’est une céréale dont le grain est un fruit sec et indéhiscent, appelé
caryopse, constitué d’une graine et de téguments (Feillet, 2000). Sur 1’épi, il est entouré
d’enveloppes: les glumes et les glumelles qui n’adhérent pas au grain et sont ¢liminées lors du
battage. Sur le plan morphologique, le grain posséde une forme ovoide, caractérisé par la

présence d’un sillon qui s'étend sur toute la longueur de la face ventrale. Sur la face dorsale, le
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germe s’étend du pole basal jusqu'au tiers de la longueur du grain.A 1’opposé, sur le pole

apical le grain est coiffé d’une brosse a peine visible a I’ceil nu.

Tableau 1. La classification de blé dur (Triticumturgidum L. subsp. durum (Desf.)
Husn.)Classification APG III (2009).

Ordre Poales
Famille Poaceae
Espéce Triticumturgidum

Sous-classe Commelinidae
Sous-famille Pooideae
Sous régne Tracheobionta

I.3. Composition, histologie du grain de blé

Le grain de blé dur caractérisé par une brosse, est parcouru en surface par un sillon
longitudinale dont le repli atteint parfois le quartier médian du grain. Ce dernier est formé de
trois types de tissu : le germe (3%), les enveloppes (13-16% du grain) et I’albumen (80-85%
du grain) (Kent et Evers, 1994, Barronetal., 2007)(Figure 4 ).

Sillon

Alb &
umen amylac Albumen
Couche a aleurone

Epiderme du nucelle

Testa

: 1t " l:ll_ Cellules ’ Ewehjppes
Scutellum ———— @ LT tubulaites | Péricarpe
A f_x"‘..ellules interne

r=tag transversales

Péricarpe exteme

Germe

Axe embryonnaire

%

Figure 4.Schéma histologique d’une coupe longitudinale d’un grain de blé (Surget et Barron, 2005).

1.3.1. Les enveloppes

Les enveloppesforment la paroi du fruit ou péricarpe, subdivisé en épicarpe protégé par la
cuticule et les poils, en mésocarpe formé de cellules transversales et en endocarpe par des

cellules tubulaires. (Godon B et William C., 1998).
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1.3.2. L’albumen

Constitué de 1’albumen amylacé au sein duquel subsistent des cellules remplies de granules
d’amidon dispersés au milieu d’une matrice protéique dont les parois cellulosiques sont peu
visibles et de la couche a aleurone (80-85 % du grain).

1.3.3. Le germe

Le germe est responsable de la perpétuation de la vie de la plante par sa richesse en
nutriments (vitamine, protides et lipides). Il fait partie du grain et comporte I’embryon protégé
par le scutellum qui est un tissu de réserve riche en protéines et en lipides.Il est
particuliérement intéressant du point de vue nutritionnel.

I.4. Les principaux constituants du grain de blé

Le grain est principalement constitu¢ de glucides (amidon et fibres, 65-75%) et de
protéines(8 a 17%, selon les variétés et les conditions de culture). Il renferme aussi des lipides
(2-6%), de l'eau (12-14%) et des micronutriments (Pomeranz, 1988 ; Kent et Evers, 1994).
Ces constituants se répartissent de mani¢re inégale au sein des différentes fractions
histologiques du grain.

L’amidon se retrouve en totalit¢ dans I’albumen amylacé, les protéines et les lipides dans
le germe et dans la couche a aleurone(Hemery et al., 2007). Les matieres minérales sont
abondantes dans la couche a aleurone. Les pentosanes sont les constituants dominants dans
cette derniere et dans le péricarpe. Les lipides voisinentou dépassant les 10 % dans le germe et
la couche a aleurone.L'hétérogénéité existe également entre les cellules de ces différents
tissus. En particulier, il est bien établi qu’il existe un gradient protéique entre l'albumen
amylacé et les cellules externes de la couche a aleurone (subaleurone), qui sont plus riches en
protéines avec moins d'amidon que les cellules de I'albumen central (Evers, 1970, Lending et
Larkins, 1989).Ces constituants se répartissent de manic¢re inégale au sein de différentes
fractions histologiques du grain (Tableau 2). L’amidon se retrouve en totalit¢ dans I’amande ;
alors que les protéines sont plus élevées dans le germe et la couche a aleurone. Les maticres
minérales sont abondantes dans la couche a aleurone. Les pentosanes sont les constituants
dominants dans cette derniére et dans le péricarpe. Les lipides voisinent ou dépassant les 10
% dans le germe et la couche a aleurone.

Les protéines du blé sont divisées selon leurs caractéristiques biologiques et leur
localisation dans le grain.On distingue ainsi deux classes de protéines : les protéines
métaboliques avec les albumines et les globulines (15-20% des protéines) et les protéines de

réserve avec les gliadines et les gluténines (80-85% des protéines) (Wrigley et Bietz,
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1988).Les albumines-globulines, encore appelées protéines solubles, sont constituées d’un
grand nombre de protéines se différenciant par leurs propriétés physico-chimiques (poids
moléculaire, point isoélectrique et acides aminés) et fonctionnelles (activités enzymatiques: o
et B amylase, protéases, oxydoréductases; inhibiteurs enzymatiques, pouvoir émulsifiant et
moussant). On les retrouve dans I’ensemble des différents compartiments de la graine. Les
gliadines et les gluténines, aussi appelées prolamines en raison de leur richesse en proline et
en glutamine, représentent une source d’acides aminés pour la germination et pour le
développement de la graine (Richard et al.,1996). Ces protéines de réserve sont
majoritairement localisées au sein de 1’albumen amylacé. Elles sont également les principaux
constituants du gluten ; le complexe protéique viscoélastique est obtenu par lavage a 1’eau
d’une pate de blé.

Tableau2. Distribution histologique des principaux constituants du grain de blé (Feillet, 2000).

Grain | Péricarpe Aleurone Albumen Germe
%G %T | %G | %T | %G | %T | %G %T %G
Protéines 13,7 10 4,4 30 15,3 12 73,5 31 6,8
Lipides 2,7 0 0 9 23,6 2 62,9 12 13,5
Amidon 68,9 0 0 0 0 82 100 0 0

Sucre réducteurs 2.4 0 0 0 0 1,8 62,7 30 37,3
Pentosanes 7.4 43 35,1 46 43,8 1,6 18,3 7 2,9
Cellulose 2.8 40 87,1 3 7,6 0,1 3,1 2 2,2
minéraux 1,9 7 22,6 12 43,6 | 0,5 | 22,6 6 9,7

%T = % du constituant dans le tissu

%G =% du constituant dans le grain

(1) % de tissu dans le grain

L.5. Les phases de développement du grain de blé

Le développement du grain est classiquement divisé en quatre phases, selon le
développement de 1I’albumen (Simmonds et O’Brien, 1981 ; Olsen, 2001) (Figure 5) :

a) La phase syncytiale (0-4 JAF) qui correspond a une période de divisions mitotiques
sans formation des parois cellulaires. Suite a ces divisions, les noyaux migrent formant
I’albumencoenocytique.

b) La division cellulaire ou embryogenése (4-18 JAF) caractérisée par une
intensemultiplication cellulaire et la formation des parois cellulaires conduisant a la

cellularisationcompléte de 1’albumen.
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¢) L’accumulation ou remplissage (18-36 JAF) correspondant a la déposition linéaire de

la matiere séche.

d) La phase de dessiccation ou de maturation (36-58 JAF), marquée par un arrét de

I’accumulation de la matiére seche et une chute de la teneur en eau du grain.

Le développement de l'albumen commence par la fécondation de la cellule centrale
diploidedu sac embryonnaire. Apres la floraison, son développement est caractérisé¢ par une
courtephasesyncytiale pendant laquelle le noyau de la cellule centrale se divise sans la
formation des parois cellulaires. Les noyaux sont alors répartis dans une bande de cytoplasme
entourant une large vacuole centrale : c’est I’albumencoenocytique (Figure 5A).

Le processus de cellularisation de 1’albumencoenocytique est initié par la formation
d’unréseau de microtubules émergeant de I’enveloppe des noyaux. La maturation de
I’albumencontinue par des divisions répétées des noyaux triploides. La formation progressive
de la paroi cellulaire et apres plusieurs cycles de divisions cellulaires centripétes,la vacuole

centrale est comblée (Figure 5).

Figure 5.Schéma du processus de cellularisation de 1’albumen (Olsen et al. 2001).

Le développement du grain peut également étre décrit selon des critéres physiologiques
etde composition du tissu, ce qui permet de déterminer les phases clés en prenant en compte
les points de transition de I'accumulation en eau, de la matiere séche totale, de 1'amidon et des
protéines (DuPont et Altenbach, 2003)(Figure 6).

La phase de division cellulaire est la période pendant laquelle la teneur en eau
augmenterapidement tandis que les grains d'amidon et les protéines de réserve s'accumulent a
une faible vitesse (Carceller et Aussenac, 1999 ; DuPont et Altenbach, 2003). Les quantités
d'amidon et de protéines qui vont étre accumulées dans chaque grain sont dépendantes du
nombre de cellules de 1'albumen et de la taille finale des cellules, elle-méme influencée par
I'absorption d'eau, la plasticité¢ de la paroi cellulaire, la vitesse et la durée de remplissage du

grain (Egli, 1998).
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A la fin de la phase de division cellulaire, le grain se trouve au stade « laiteux » et contient

environ 60% d’eau.

La quantit¢ maximale de protéines accumulées dans chaque grain dépend du nombre de

cellules de l'endosperme formées déterminées au début du remplissage des grains et de la

taille finale des cellules, qui est influencée par 1'absorption d'eau, I’extensibilité de la paroi

cellulaire et la durée de la phase remplissage des grains (Egli, 1998).
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-find'accumulation d'amidon
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Figure 6.Phases-clés du développement du grain de blé. Adapté de DuPont et Altenbach (2003)

I1. Les protéines de réserve de blé

I1.1. Classification des protéines du blé

Traditionnellement, les protéines sont classées selon leurs caractéristiques de solubilité.

Dés 1907, Osborne propose une classification des protéines du blé en 4 types: les albumines,

les globulines, les gliadines, les gluténines(Multon, 1982). Les glutenines insolubles sont de

poids moléculaires plus élevés que les gluteninessolubles (Tableau 3).

Tableau 2. Composition en protéines du grain de bl¢ (Boudreau et Ménard, 1992).

Poids moléculaire

Solvant Groupe protéique Quantité (%)
Eau Albumines 15 5000 — 30000
Na Cl1 0.5N Globulines 5 20000 — 90000
Ethanol 70% Gliadines 30-40 25000 — 75000
Acide acétique 0.01N Gluténines solubles 15-20 100000 et plus
Résidu insoluble Gluténines insolubles 25-35 1000000 et plus
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En 1986, Shewrya proposé une autre classification basée sur le degré de polymérisation et
la teneur en acides aminés soufrés des protéines insolubles (figure 7). Les gliadines forment
la famille des prolamines monomériques, mélange de chaines polypeptidiques simples de
teneur variable en soufre. Les gluténines sont regroupées dans la famille des prolamines
polymériques constituées de sous unités de faible et de haut poids moléculaire rassemblées au
sein d’agrégats par des liaisons disulfures (Shewry et al., 1986).

Le schéma de la figure (7) permet de rapprocher cette classification de celle d’Osborne.

Protéines de blé

T | |
=
- Protéinesmétaboliques Protéines de réserve
o (15-20%) (80-85%)
= T
o [ | | |
_?gn Albumine Globuline Gliadine i?ftf-dD%] Gluténine FAID-SD%]
a monomerique polymérigue
Solubles dans ! Solublesdans
Solubles ! Solubles dans . .
, solutions R solutions acides Insolubles
dans l'eau . éthanol 70% o
- salines | ou bases diluées
[ | |
= w- gliadine a- gliadine SG-FPM SG-HPM
= T
_g p - gliadine typex | |typey
o
E\ ] ¥
2 y- gliadine
-y
0
Prolamines Prolamines riches Prolamines de haut
N pauvres en soufre en soufre poids moléeculaire
| Protéinesfonctionnelles | | Protéines du gluten |

Figure 7. Classification des protéines du blé¢. Comparaison des classifications d'Osborne (1907) et de

Shewry et al. (1986) in Simdes (2011).

I1.2. Propriétés et structure des protéines de réserve
I1.2.1. Les gliadines
Les gliadinesreprésentent 40 a 50 % des protéines totales du blé ; elles sont solubles dans
les solutions alcooliques. Elles se concentrent surtout dans 1’amande ou endosperme du grain
du blé. On les retrouve dans le gluten auquel elles apportent des caractéristiques visqueuses
(fluidité et extensibilité). Leur poids moléculaire varie de 3.10* & 9.10*(Boudreau et Ménard,

1992).
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Selon Guignard (1996),la vingtaine de gliadines individualisées dans une variété¢ du blé
aprés une séparation par électrophorése en gel de polyacrylamide en milieu acide sont
classées en fonction de leur mobilité croissante en 4 classes :
e o-gliadines : ce sont des protéines de 60 a 80 kDa. Elles sont dépourvues de ponts
disulfures et sont incapables de participer a la formation d’un réseau protéique par la
formation des liaisons covalentes.
e o- et P-gliadines : représentent 45 a 60 % des gliadines totales et possédent six
cystéines engagées dans des liaisons intramoléculaires. Compte tenu de leur grande
similarit¢ (méme composition et méme structure), on peut réunir ces deux groupes au
sein de la méme famille.
e v- gliadines : représentent 30 a 45 % des gliadines totales. Elles contiennent huit
cystéines engagées généralement dans quatre ponts disulfures intramoléculaires et
présentent une forte analogie structurale avec les sous unités gluténines de faible poids
moléculaire (SG-FPM).

La figure 8 présente un exemple d’une prolamine pauvre en soufre : w—gliadine (A) et un

exemple d’une prolamine riche en soufre(B)(y -gliadine. P : proline ; Q:glutamine ; F:

phénylalanine).
_ 13 251 261
S R
12 125 276
o | | PoPFa |, 456 g
S Ponts disulfures
intramoléculaires

Figure 8. Représentation schématique des structures primaires des prolamines (Shewry et Halford,

2002)

Au cours de la formation de la pate, les gliadines ne sont pas liées par covalence en grands
réseaux ¢€lastiques comme les gluténines mais agissent comme un «plastifianty, favorisant
I'écoulement visqueux et I'extensibilité qui sont des caractéristiques rhéologiques importantes

de la pate. Elles peuvent interagir par des interactions hydrophobes et des liaisons hydrogénes

(Belton, 1999).
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I1.2.2. Les gluténines

Les gluténines représentent 40 a 50% des protéines de réserve du blé.Elles se présentent
sous laforme de polymeres polydispersés stabilisés par des liaisons disulfures
intermoléculaires quipeuvent atteindre des tailles supérieures a 1 million (Wrigley, 1996).
L’encombrementmoléculaire de ces polymeres alliés a leur faible densité¢ de charge et leur
propension a interagir rende difficile leur analyse par les techniques biochimiques classiques.
Ce sont desassemblages protéiques insolubles dans 1’eau et 1’éthanol et solubles en présence
d’agentsfortementdissociant comme 1’urée (Pomeranz, 1965) ou le dodecyl sulfate de sodium
(SDS)(Gravelandetal., 1979). Les polypeptides qui composent les gluténines et les sous unités
de gluténines sont libérés apres 1’action d’agents réducteurs de ponts disulfures et sont
¢galement insolubles dans les tampons classiques; seuls les solvants protéiques
polairesassurent leur mise en solution. Ces sous-unités sont séparées en deux sous-groupes ;
les SG-FPM (poids moléculaire compris entre 30 et 45 kDa) et les SG-HPM (poids
moléculaire compris entre 70 et 90 kDa).

Les SG-FPM se rapprochent des gliadines par leur composition, leur structure secondaire
etleurs propriétés physico-chimiques (Payne et Corfield, 1979 ; Tathamet al., 1987). Les SG-
FPM séparées par SDS-PAGE ont été subdivisées en trois groupes (B, C et D). Le groupe B,
le plus abondant, inclut trois types de sous-unités appelés s-, m- et i-. Ces sous-unités diffeérent
par leurs séquences qui présentent respectivement des résidus sérine, méthionine et isoleucine
en position N-terminale. Le groupe D inclurait des w-gliadines ayant acquis un résidu cystéine
(D'Ovidio et Masci, 2004). Le groupe C est constitu¢é de sous-unités présentant un
faibleencombrement (<35 kDa).

En se basant sur les caractéristiques structurales des groupes B, C et D, Kasarda (1989)
asuggéré I’existence de deux types de SG-FPM. Le premier type qui englobe principalement
les SG-FPM de type B aurait la capacit¢ de former deux ponts disulfures
intermoléculairespermettant I’extension des polymeres de gluténines. Le second type, présent
parmi les SG-FPM de type C et D, ne posséderait qu’un seul résidu cystéine et pourrait jouer
un role dit déterminaison.

Les SG-HPM présentent un poids moléculaire compris entre 70 et 90 kDa.
Comparativement aux SG-FPM, elles incluent un nombre limité¢ d’espéces moléculaires avec
en général 2 a 3 sous-unités pour les blés Triticumturgidumdurum contre 4 a 5 pour
Triticumaestivum. Chez ces deux espéces, elles représentent respectivement 5% a 10% des

protéines totales. Les SG-HPM sont classées en type x et y selon leur structure primaire et le
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nombre de résidus cystéines présents dans leurs séquences, en général pair pour les types x et

impair pour les types y.

Les geénes codant pour les SG-HPM sont situés sur le bras long des chromosomes 1A et 1B

qui sont liés aux locus Glu-Al et Glu-B1 dans le cas du blé dur et en plus au locus Glu-D1

dans le cas du bl¢é tendre. Chacun de ces locus code pour une sous-unité de type-x et de type-

y. Les locus Glu-A3, Glu-B3 et Glu-D3sont situés sur le bras court des chromosomes 1 et sont

les locus majeurs des SG-FPM. Plus complexes, ils codent pour un nombre plus important de

composés. Trois a cinqg SG-HPM et 15-20 SG-FPM différentes sont identifiées en

¢lectrophorese 2D pour les blés hexaploides (Lewetal., 1992).

; 1
i ) \

SH SH /SH SHiSH| SH SH SH
s % | (IDx5only) (1 By-and

deleted in x-type | Dy-type only)

N -terminal domain repetitive domain C-terminal
domain
81-104 residues 48 1-696 residues 42 residues
3 cysteine (x-type) comprises hexapeptides nonapeptides | cysteine
5 cysteine (y-type) and tripeptides (x-type only)
(/1 cystemne

Figure 9. Schéma synthétique des séquences des SG-HPM de type x et y (Shewry et al., 2002).

: xtype |
e l__ ytypee | |
y-type ]
T DR e 1| | ST
' n:mi"_'-_

IE repetitive domain

- N-terminal domain i

C-terminal domain l disulphide bonds

Figure 10. Modéle schématique de la structure des polyméres SG-HPMbasé sur les liaisons disulfures
(Shewry et al., 2002).
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I1.3. Le gluten

I1.3.1. Structure du gluten

Plusieurs modeles sur la structure du gluten de blé ont été proposés. Selon ces modeles, la
gluténine ne posséde que des liaisons disulfure intra- chaine (Kuktaité, 2004).Ces dernicres
facilitent l'interaction des molécules de gluténines adjacentes par des liaisons non covalentes
provoquant ainsi leur agrégation (Kasardaet al., 1976). Ewart (1979) a proposé un autre
modele dans lequel le polypeptide adjacent aux chaines de gluténinesest composé de
polymeéres linéaires et de deux chaines adjacentes reliées entre elles par une liaison disulfure.
Dans ce mode¢le, les propriétés rhéologiques de la pate dépendent de la présence de liaisons
disulfures actives et des groupements thiol (Ewart, 1979). Khan et Bushuk (1979) ont proposé¢
un autre modele dans lequel les complexes fonctionnels de gluténines contenaient a la fois des
liaisons disulfures inter et intra-chaine. En se basant sur les résultats de SDS-PAGE, ils ont
proposé un agrégat de deux types de gluténines complexes, I et II. Dans leur mod¢le,
lesgluténines I, de poids moléculaire inférieur ou égal 4 6,8 x 10*, sont maintenues ensembles
par des liaisons hydrogénes et des interactions hydrophobes. Les gluténines II sont des sous-
unités réticulées de poids moléculaires supérieurs a 6,8 x 10*, liées par des liaisons disulfures
inter-chaines.
D’autres études ont montré que les polymeéres de protéines de gluten ont une large gamme de
distribution de taille allant de diméres aux polymeéres avec des poids moléculaires pouvant
dépasser 1 x 107) (Larroque et al., 1996 ; Wrigley, 1996) (Figure 11). Les protéines ayant le
poids moléculaire le plus élevé contribuent fortement aux propriétés de la pate (MacRitchie,
1984). Une certaine quantité de ces polymeéres reste non extractible avec divers systémes
d'extraction (solution d'acide acétique ou tampon phosphate SDS). Le % UPP (pourcentage de
protéine polymérique non extractible dans les protéines totales) est souvent utilisé pour
mesurer la quantité¢ et la distribution de la taille des polymeéres de protéines (Gupta et al.,
1992 ; Field et al., 1983). Les valeurs élevées des %UPP sont liées a une plus grande
proportion de gluténines qui sont insolubles dans le SDS et possédent le poids moléculaire le
plus élevé (MacRitchie et Singh, 2004).
Ainsi, les blés ayant un pourcentage plus ¢levé d'UPP devrait avoir une plus grande résistance
de la pate (¢lasticité) et une meilleure tolérance au pétrissage que ceux avec une plus grande

proportion de protéines polymériques extractibles (Gupta et al., 1993).
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Figure 11. Structure polymérique desgluténines du blé (liées par des liaisons disulfures) (Wrigley,
1996)

I1.3.2. Propriétés du gluten
11.3.2.1. Mouvement segmentaire
Des fractions spécifiques ou des segments de grosses molécules ont été identifiés pour étre
la principale raison de I'énergie d'activation de cette molécule (Kauzmann et Eyring,
1940).Dans une certaine mesure, ces polyméres peuvent se déplacer comme unité
indépendante. La taille de cette protéine contient environ 6 a 10 résidus d'acides aminés

(MacRitchie, 1998).

I1.3.2.2. Distribution du poids moléculaire
Les gliadines sont des polypeptides a chaine monomérique avec des poids moléculaires
similaires, par rapport aux gluténines qui sont des unités polymériques. Ces derniers sont
formés a partir d’une polymérisation de sous unités de glutenines. Les polymeres sont
présents dans les grains de blé, les farines et la pate avec une large distribution de poids
moléculaire.
11.3.2.3. Enchevétrement
Les propriétés rhéologiques (viscosité) augmentent habituellement avec 1’augmentation du
poids moléculaire. Cependant, la viscosité augmente plus fortement a un poids moléculaire

critique (Bueche, 1962)qui est dii & des enchevétrements des chaines polymériques induisant
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une forte viscosité. Ces enchevétrements agissent comme des liens et contribuent a la force du

gluten (Singh et MacRitchie, 2001).

I1.3.3. Facteurs influencant la solubilité des protéines du gluten

L’insolubilisation des protéines de gluten est due d’une part au manque de groupes
ionisables et d’autre part au trés hauts poids moléculaire des gluténines(Singh et MacRitchie,
2001). Les protéines contiennent a la fois des chaines d’acides aminés polaires et non
polaires. Les chaines latérales non polaires contribuent au manque de solubilité dans des
solutions aqueuses (effet hydrophobe) (Singh et MacRitchie,2001). La fréquence de la chaine
latérale non polaire est un parametre qui fournit une mesure de I'effet hydrophobe. La
fréquence de la chaine latérale non polaire est définie comme le nombre de tryptophane,
isoleucine, tyrosine, phénylalanine, proline, leucine et résidus de valine divisés par le nombre
total de résidus. Un autre paramétre qui influence la solubilité est la fréquence du groupe
chargé défini comme le nombre des acides aspartique et glutamique, histidine, lysine et
arginine exprimés en fonction du nombre total de résidus (Nelson et Cox, 2003). Les
domaines répétitifs des molécules de polymére de gluten de blé contiennent de nombreux
résidus de glutamine hydrophiles pouvant interagir avec le solvant (eau) par des liaisons
hydrogénes intermoléculaires, conduisant a des interactions non-entropiques. Lorsque le
nombre d'arrangements avec des molécules de solvant diminue, cela conduit a I’augmentation
de l'insolubilité des protéines du gluten due a un changement d'entropie (Belton, 1999).

I1.3.3.1. Comportement des protéines pendant la formation de la pate

11.3.3.1.1.Développement de la pate

Trois facteurs sont nécessaires pour former la pate, la farine, I'eau et 1'énergie. Les pates
sont des systémes concentrés ou les forces de cisaillement et de traction sont transmises par
mélange et lient les protéines de gluten en formant ainsi un réseau continu dans la pate (Singh
et MacRitchie, 2001). Pendant le développement, la pate acquiert des propriétés
viscoélastiques qui deviennent optimales a la consistance maximale. Au niveau moléculairede
leur conformation équilibrée, les grosses molécules de gluténines sont €largies par les forces
de cisaillement et de traction. Les molécules étendues donnent naissance a des forces de
rappel ¢lastiques similaires a 1'¢lasticité du caoutchouc. L'¢lasticité ¢élevée découlant
principalement de [’association d'enchevétrement des molécules de gluténines retarde la
rétraction moléculaire et maintient I'élasticité pendant le repos de la pate. Au niveau
moléculaire, les gluténines se rétractent pendant le pétrissage. Les molécules polymériques

répondent a l'application du pétrissage par trois processus principaux : démélage, orientation
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de la chaine et rupture de la liaison. La séparation des plus grandes molécules de gluténines
résulte des chalnes ne pouvant pas glisser rapidement aux enchevétrements.Les liaisons
covalentes rompues sont les liaisons disulfures entre les gluténines sous-unités. La plus
grande probabilité de scission de la chaine glutinique est au niveau des molécules ou le

pétrissage est plus important (Singh et MacRitchie, 2001).

11.3.3.1.2. Protéines dans la pate

Les roles des différents composants du gluten dans la fonctionnalit¢ de la pate sont
complexes (Gupta et al., 1991, 1992 ; Khatkar et al., 2002). Lorsque les gliadines isolées sont
mélangées avec de I'amidon et de I'eau, un matériau purement visqueux est formé et il n’y a
pas de stade de développement comme dans la pate commune. En revanche, la gluténine pure
forme un matériau caoutchouteux avec une faible extensibilité. Les propriétés élastiques qui
apparaissent dans la pate pendant le pétrissage sont dues a la gluténine(MacRitchie et
Singh,2004).De nombreuses approches ont tenté d'expliquer la base moléculaire des
interactions des protéines de la pate (Létang et al., 1999). La pate non développée est définie
comme une farine compleétement hydratée sans étre déformée (c'est-a-dire sans action
mécanique). La pate développée est décrite comme une transformation de pate non
développée a travers une entrée d'énergie de déformation appropriée pour former la matrice

protéique développée (Campos et al., 1997).
I1.3.3.1.3. Le pétrissage

La plupart des études concernant les protéines polymériques sont liées a l'impact des
classes protéiques individuelles, SG-HPM- et SG-FPMainsi que les génes codant (Bekes et
al., 2001). Les modéles moléculaires utilisés pour décrire le développement du gluten
concernent les gluténines et les liaisons entre elles. Les mécanismes impliqués dans la
formation de la pate sont montrés sur la figure 12.

La variation de la composition des protéines polymériques entre les cultivars du blé durant
le pétrissage de la pate a été démontrée (Gupta et al., 1996 ; Johansson et al.,2001 ; Kuktaite
et al., 2000 ; Lindsay et Skerritt, 2000).La force du gluten augmente avec la quantité relative
des protéines polymériques (Johansson et al., 2001 ; Kuktaite et al., 2000). Cependant, la
composition en protéines n'explique que peu la variation de qualité. Les changements
spécifiques dans le poids moléculaire et la composition des gluténines polymériques se

produisent pendant le développement et 1’affaiblissement de la pate(Lindsay et Skerritt,
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1999).De nombreuses ¢études sur les structures protéiques au cours du pétrissage et de la
cuisson ont indiqué que les liaisons disulfures contribuent au processus de formation de la

pate par l'intermédiaire de 1'échange disulfure-sulfthydrile (Lindsay et al., 2000) (Figure 12).
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Figure 12. Interprétation du développement du gluten:(a) début du mélange, (b) développement
optimal et (c) surpétrissage (Létang et al., 1999)

Cependant, une compréhension compléte de la structure du gluten pendant la formation de
la pate, ainsi que des changements dans les associations moléculaires, est encore loin d'étre

atteinte (kuktai, 2004).
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