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I~TUDE I )U G L U T E N  DE F R O M E N T  

II. ACTION DES AGENTS RI~DUCTEURS* 

par  

R. H. D E  D E K E N * *  t,2T ~h DE D E K E N - G R E N S O N * * *  

Laboratoi*'e ('ai'Isberg, l)~partemc~lt de Chimie, Copenhaguc (Danemark) 

INTRODUCTION 

Dans un travail  pr6c6dent 1 nous avons mont% que le gluten pouvait  ~tre solubilis6 
quant i ta t ivement  dans l 'eau, apr~s traitelnent par un r6ducteur. Le gluten r6duit n'est 
toutefois soluble qu'en milieu alcalin (pH sup6rieur ~ IO), ne poss6dant vraisemblable- 
ment  que des fonctions sulfhydriles comlne groupes ionisables acides. Le d6placement 
de cette zone de solubilit6 vers la neutrali%, apr& r6action du gluten r6duit avec le 
Inonoiodoac6tate t constituait d6j~ une v6rification de l 'existence de groupes sulfhydriles. 

Le pr&ent travail  apporte des preuves suppl6mentaires concernant l 'action des 
r6ducteurs sur le gluten et la structure de celui-ci. 

TECHNIQUES 

i. La  r6duc t ion  du g lu t en  pa r  le t h iog lyco la t e  a 6t6 effectu6e dans  les p ropor t ions  de I g de 
g lu ten  lyophi l is6  pour  loo ml d 'une  so lu t iou  de th iog lyco la t e  de concen t r a t ion  d6termin~e,  p o t t l e  
g p H i  I pa r  add i t i on  d ' h y d r o x y d e  de sodium.  La  r6act ion est  effectu~e ~ o '° C (bain de glace) avec 
a g i t a t i o n  m a g n 6 t i q u e  et  p e n d a n t  des t e m p s  va r i ab le s  (voir Tab leau  I). 

Les pro t4 ines  on t  6t6 d6barrass6es  de l ' ac ide  th iog lyco l ique  pa r  p r6c ip i t a t ions  et  l avages  succes- 
sirs A l ' a ide  d ' une  so lu t ion  d ' ac ide  t r i ch lo rac6 t ique  s u i v a n t  la t e chn ique  de MIRSKY ET ANSON 2. Le 
pr6cipi t6  f n a l  es t  redissous  dans  une so lu t ion  aqueuse  de vers~ne A I °/00, a jus t6e  ~ p H i  i e t  o ° C, 
de fagon ~ ob ten i r  une c o n c e n t r a t i o n  en prot6 ines  de 2 % environ.  

2. La  f rac t ion  du g lu t en  soluble  g pH i i  en l ' absence  de r6duc teurs  es t  ob tenue  en a g i t a n t  
p e n d a n t  deux  heures,  500 mg  de g lu ten  en pr6sence de 25 ml  d ' une  so lu t ion  aqueuse  de vers~ne 

I °/00, a jus t6e  "& p H  I I e t  o ° C. La  so lu t ion  ainsi  ob tenue  est  d~barrass6e du g lu t en  insoluble  par  
une  cen t r i f uga t i on  de 15 rain ~ 15,ooo tours / ra in ,  ~ basse t e m p e r a t u r e ;  la  concen t r a t i on  en prot6ines  

o/ nil. de ce t t e  so lu t ion  es t  d ' env i ron  0.9 g /o 
3. Les fonc t ions  su l fhydr i l e s  on t  6t6 dosdes pa r  le f e r r i cyanure  en prdsence d 'urde  s u i v a n t  la 

m6thode  6 tabl ie  pa r  ANSON 3. Main t s  d6ta i ls  e x p 6 r i m e n t a u x ,  n o t a m m e n t  ceux qui  conce rnen t  l 'd tabl is -  
s e m e n t  de la  courbe d '~ ta lonnage ,  on t  6t6 e m p r u n t d s  au t r a v a i l  de CHRISTENSEN ~. La  faible solu- 
bi l i t6 du g lu t en  a r endu  ndcessaire  une l~gbre modi f ica t ion  de la m6thode  de ANSON : la  concen t r a t i on  
en urdc a dr6 m a i n t e n u e  g 4 ° % ju s qu ' 5  la  fin des opdra t ions  (d6ve loppement  de la colorat ion)  afin 
d ' dv i t e r  une p r6c ip i t a t i on  du gluten.  

* Ce t r a v a i l  a 6t6 subsidid pa r  le "Comi td  pour  l ' E t u d e  des F r o m e n t s  indig~nes et  lenr  U t i l i s a t i o n "  
et  1' " I n s t i t u t  pour  l ' E n c o u r a g e m e n t  de la Recherche  Scient i f ique dans  l ' I n d u s t r i e  e t  l ' A g r i e u l t u r e "  
(IRSI.~).  

*" Adresse ac tue l le  : Centre  d ' E n s e i g n e m e n t  et  de Recherche  des I n d u s t r i e s  A l imen ta i r e s  (CERIA) ,  
Bruxel les ,  Belgique.  

*** Adresse  ac tue l le :  Labora to i r e  de phys io logie  a n i ma l e  de l 'Un ive r s i t6  Libre  de Bruxel les ,  
Belgique.  

Bibliographie p. 569. 



VOL. 16 (1955) GLUTEN DE FROMENT II 567 

L'6talonnage a dtd effectual 5* l 'aide de m6langes de ferri- et  ferrocyanure  con tenan t  des concen- 
t ra t ions  croissantes de ce dernier. La solution de ferrocyanure  6tait prdparde ex temporan6men t  5* 
l'aidc d 'eau distill6e d6barrass~e de l 'oxygbne dissous sous vide. Le volume final de chaque essai 
est de IO ml, avec une concentrat ion en ur6e de 4 ° g o~ ml. 

Le dosage est effectual dans des fioles jaug6es de IO ml. Les t emps  de d6natura t ion et d 'oxydat ion  
ont  dt6 mis au point.  Les ddtails de la t echnique  sont  donnds ci-dessous. 

A. Ddnatura t ion :  0.5 ml de so lut ion  prot6ique ~ 2 % environ.  
o.I  ml d'acide chlorhydr ique  normal.  
1.6 ml d 'ur6e & 55 %. 

IO minute s  d ' incubat ion  & 37 ° C. 

B. Oxydat ion  par  le ferr icyanure de concentra t ion o.oi  M. 
Addition de: o.I  ml d ' h y d r o x y d e  de sodium normal.  

o.2 ml de t a m p o n  de phospha te  M p H  6.8. 
2.15 ml d'ur6e 5. 55%.  
0. 5 ml de Ierr icyanure  o.I M. 

15 minute s  d ' incubat ion  5. 37 ° C. 

C. D6veloppement  de la co lorat ion:  
Addi t ion  de: 0.5 ml d'acide sulfurique molaire. 

3-55 ml d 'ur6e 5. 55 %. 
0. 5 ml de la solut ion de sulfate ferrique de FOLIN ET MALMROS 5. 
Compl6ter 5. io  ml avec de l 'eau distill6e. 

At tendre  20 minutes .  La densit6 opt ique  est mesur6e 5. 680 m #  5. l 'aide du spec t rophotom~tre  Beckman 
module B. Les rdsultats  ont  6t6 rappor tds  5. l 'azote prot~ique, d6termin6 su ivant  la technique de 
Kjeldahl. 

La solution d'ur6e 5. 55 % est pr6parde ex temporan6men t  et 6vacu6e sous vide. L'ur6e a ~t6 
purifi6e par  recristall isation dans i 'alcool absolu. 

De l 'eau bidistill~e dans  un appareil  de verre a 6t6 utilis6e pour  t o u s l e s  t r avaux ,  afin d'~viter 
une catalyse de l 'oxydat ion  des groupes sulfllydriles par  les m6taux  lourds. 

RESULTATS 

Mise en solution 

La dissolution d'un gramme de gluten (poids sec) par IOO cc d'acide thioglycolique 
M/Ioo ~ pH II  et o ° C est une operation lente qui n6cessite environ deux heures. L'utili- 
sation de thioglycolate M/5o abaisse la dur6e de la r6action ~ une heure, tandis que pour 
une concentration M/25 la dissolution est obtenue en trente minutes environ. Lorsque 
la concentration du r6actif atteint M/Io, le temps de dissolution s'61~ve X soixante 
nonante minutes. A cette concentration saline 61ev6e, la vitesse de dissolution du gluten 
en cours de r~duction est fortement frein6e. Autrement dit la fragmentation du gluten 
solide par l'agent r6ducteur doit 6tre pouss6e tr~s loin avant que le gluten puisse entrer 
en solution vraie (r6action lente solide-liquide). Pour les concentrations salines plus 
faibles la r6action h6t6rogSne (solide-liquide) est plus sommaire et la r6duction se pour- 
suit en milieu homogSne. 

Mise en ~vidence des [onctions sul[hydriles 

Le gluten r6duit par l'acide thioglycolique 214125, ~ pH II et o ° C, et repr6cipit6 
de sa solution ~ pH 6 a 6t6 lav6 de nombreuses fois par une solution de vers~ne ~ I°/0o 
dans l'eau distill6e ~ pH 6, afin d'Stre d6barrass6 des derni~res traces de thioglycolate. 
Ce gluten, remis en solution ~ pH II,  donne une r6action n6gative avec le nitroprussiate 
en milieu ammoniacal.  Si l'on d6nature le gluten r6duit par l'ur6e ~ 4o%, la r6action 
au nitroprussiate devient nettement positive. Le gluten r6duit est porteur de groupes 
sulfhydriles "masqu6s". 

Bibliograph{e p. 569 . 



568 R.H. DE DEKEN, M. DE DEKEN-GRENSON VOL. 16 (1955) 

Dosage des [onctions sul[hydriles 

Les groupes - S H  ont  6t6 dos6s par oxydat ion au ferr icyanure en pr6sence d 'urfe  
su ivant  la technique 61aborfe par ANSON a. Les r f su l ta t s  sont exposfs au Tableau  I. 
La fraction du gluten soluble dans l 'eau ~ pH I I ,  k 0 ° C, en l 'absence de tout  r fducteur ,  
compte 0.177" I0 -~ groupes - S H  par mg d 'azote prot6ique. 

TABLEAU I 

DOSAGE DES G R O U P E S - S H  DU GLUTEN APRILS RT~DUCTION PAR DIFFI~RENTES 

CONCENTRATIONS I)E THIOGLYCOLATE (pU I I ,  o '  C) 

Concentration Durde Nombre de groupes -SH 
du rdacti], de la rdaction par mg d'azote protdique 

31/lOo 12o rain o.112. IO " mol/g 
:11/25 30 nlin 0.92. IO ~ mol/g 
31/lO 90 min 0.96" IO- ~ mol/g 

DISCUSSION 

Darts les conditions exp6rimenta]es pr~sentes, l'utilisation de r6ducteurs ~ faible 
concentration aboutit k un ~qui]ibre. Pour des concentrations plus ~]ev~es du r6actif, le 
nombre de groupes -SH lib~r6s atteint une valeur limite. Malgrd l'absence de donn6es 
sur le nombre de groupes -SH initia]ement pr6sents dans le gluten, cette apparition 
progressive de radicaux sulfhydriles an cours de ]a r~duction montre que le gluten natif 
est tr6s pauvre en groupes -SH. Ces donn~es quantitatives eonfirment l'hypoth~se 
avanc~e par plusieurs auteurs6, ~ et nous-m~me I suivant laquelle ]'action principale des 
r~ducteurs sur ]e gluten consiste en une rupture de liaisons -S-S-. L'activation d'en- 
zymes prot~o]ytiques, quoique ne pouvant ~tre rejet6e, apparait comme secondaire. 

Le traitement du gluten par le thiog]ycolate M/lo dans les conditions d~crites, 
aboutit vraisemblab]ement ~ la rupture de la totalit6 des ponts -S-S-. Le dosage des 
acides amines du gluten, effectu~ par PENCE et al. s donne une teneur moyenne de 8 mole- 
cules-gramme de cystine (plus cyst~ine) par IOs g de gluten, ce qui ~quivaut, apr~s 
r6duction compl6te de ce gluten, ~ o.92-IO -s groupes -SH par mg d'azote prot~ique 
(teneur en azote: 17.5% ). Nos r6su]tats (se rapportant k un seul type de gluten) sont du 
m~me ordre de grandeur : voir Tableau I. 

L'~volution des propri~t6s du gluten apr6s r~duction par diff6rentes concentrations 
de thioglycolate est int~ressante. L'action du thioglyco]ate ~I/Ioo, c'est-k-dire la 
rupture d'environ 12% des liaisons -S-S- existantes suffit k supprimer les propri6t6s 
~lastiques du gluten. Ce gluten, repr6cipitfi de sa solution k pH 6, manifeste encore une 
cohesion qui le distingue d'une prot6ine ordinaire. Cette coh6sion devient tr~s faible 
apr~s r~duction par le thioglycolate M/25, tandis qu'un r~dueteur de concentration 
M/Io donne naissance k un gluten r~duit se comportant comme une prot6ine banale. 
La disparition brutale de l'~]asticit~ du gluten et la lente disparition de Ia coh6sion au fur 
et ~ mesure de sa r6duction, p la ident  en faveur d 'une  s tructure en forme de r6seau au 
sein duquel  les mol4cules sont li6es par  des ponts - S - S - .  De plus, le noInbre re la t ivement  
peu 6lev6 de liaisons - S - S -  (8 k 8.5 mol6cules-gramme de cystine par  Io 5 g de prot4ines) 
permet  de penser que la majori t6 sinon la totalit6 de ces liaisons sont intermol6culaires. 

L 'ex t raord ina i re  61asticit6 du gluten pent  ~tre due un iquemen t  k la s t ruc ture  du 
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r@seau d6cr i t  p lus  hau t ,  m a i s  il  se p e u t  @ga]ement q u e  les r@sidus p ro l ine  (qui c o n s t i t u e n t  

un  peu  p lus  de  14 % des ac ides  amin@s pr6sents ,  soi t  un  r@sidu p ro l ine  p o u r  sep t  r6sidus 

d ' a c ide s  amin@s) c o n t r i b u e n t  h l '61asticit6 de  l ' ensemble .  Ce t  imino-ac ide ,  ne  p o u v a n t  

6 tab l i r  de  p o n t  h y d r o g ~ n e  a v e c  les l ia i sons  p e p t i d i q u e s  vois ines ,  p o u r r a i t  en  effet  i m p o s e r  

l '~difice une  s t r u c t u r e  par t icu l i~re ,  c o m m e  dans  le cas  du  col lag~ne 9. 

L a  f r ac t i on  so luble  k p H  I I ,  q u o i q u e  Mg~rement  p lus  r iche  en  g roupes  - S H  que  le 

g l u t e n  r6du i t  p a r  une  c o n c e n t r a t i o n  M / I o o  de  t h i o g l y c o l a t e ,  a conserv6  ses propr i6 t6s  

m6can iques ,  Ce t t e  r ichesse  en  g roupes  su l fhydr i l e s  r e n d  l ' h y p o t h ~ s e  d ' u n e  or ig ine  

prot@olyt ique  de  c e t t e  f r ac t i on  peu  v r a i s e m b l a b l e .  P a r  c o n t r e  el le n'@carte pas  une  6ven-  

tue l l e  ac t i on  des  a lcal is  qu i  proc@derait  p a r  r u p t u r e  de  l ia isons  - S - S - .  

N o u s  r emerc ions  v i v e m e n t  m o n s i e u r  le P ro fes seu r  K.  LINDERSTR6M-LANG de l ' in -  

t@r@t q u ' i l  n ' a  cess6 de t 6 m o i g n e r  ~ n o t r e  t r a v a i l  e t  des  pr@cieux consei ls  q u ' i l  nous  a 

donn6s.  

R~SUM~ 

Le traitement du gluten par des concentrations croissantes d'un agent r6ducteur lib@re des 
quantit@s croissantes de groupes sulfhydriles jusqu'~ atteindre un maximum. Cette apparition 
progressive de groupes sulfhydriles est accompagn6e d'une disparition imm6diate de l'61asticitd du 
gluten et d'une disparition progressive de la coh6sion. Ces faits montrent que l'action principale 
des r6ducteurs consiste en une rupture de ponts - S - S -  intermol6culaires par ailleurs responsables 
de la structure et des propridt@s m6caniques du gluten. 

SUMMARY 

Treatment of gluten by increasing concentrations of a reducing agent liberates increasing 
quantities of sulfhydryl groups until a maximum is reached. This progressive appearance of sulfhydryl 
functions is accompanied by an immediate disappearance of the elasticity of gluten and by a slow 
disappearance of its cohesion. These facts show that  the principal activity of reducing agents consists 
in a rupture of intermolecular - S - S -  bridges which are also responsible for the structure and me- 
chanical properties of gluten. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Behandlung yon Gluten mit  wachsenden Konzentrationen eines Reduktionsmittels setzt 
steigende Mengen yon Sulfhydrilgruppen frei, bis ein Maximum erreicht ist. Dies progressive Er- 
scheineu yon Sulfhydrilgruppen ist yon einem unmittelbaren Verschwinden der Elastizitiit des 
Glutens begleitet wie einer fortlaufenden Verminderung seiner Kohiision. Diese Tatsachen zeigen, 
dass die Hauptwirkungen des Reduktionsmittels in einem Aufbrechen der intermolekularen - S - S -  
Briicken bestehen, die auch ftir die strukturellen und mechanischen Eigenschaften des Glutens ver- 
antwortlich sind. 
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