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CHROM. 5532 

M&hades d’extraction et de purification des acides aminds libres et des 
prot6ines de thus vtZg&aux 

La plupart des auteurs emploient l’ethanol, l’eau ou d’autres solvents seuls ou 
en combinaison pour l’extraction des acides amines libresl-“, ou encore macerent les 
tissus dans l’acide picrique pour eliminer les proteines et les peptidesd. L’extraction 
fraction&e successive avec l’eau, une solution ‘saline, ,l’acide acetique, l’ethanol ou 
d’autres solvants tels que l’acide formique, line solution alkaline ou m&me des dhter- 
gents, est en &n&-al utilisee pour les prot&nes qui sont ensuite precipitees soit avec 
l’acide trichloroacetique (TCA) soit avec d’autres agents, ou dialysees4-7. En com- 
parant les methodes utiliskes, nous avons trouve que le melange phenol-acide a&i& 
que-eau (PAE, I :I :I) utilise par SYNGE~ offre les meilleures garanties pour l’extrac- 
tion des proteines vegdtales. Ce melange extrait plus de 95% de *l’azote- total sans 
danger d’hydrolyse, et seulement une faible quantitd de protdines contenant de 
l’hydroxyproline serait insoluble dans ce mcJ.langeO’*‘O. 

Nous avons done essay& de &parer les acides ami&s libres des proteines a 
partir du rr+rne extrait avec PAE afin de simplifier les operations techniques et ob- 
tenir un dosage plus complet. 

Extractio+a, @wification et hydrolyse cles $5rot&nes. Dix grammes de luzerne 
(Medicago sativa L.) comprenant tiges et feuilles, sont broyes et homogen&ks durant 
5 min dans 50 ml du melange PAE prepare a partir de phenol et d’acide acdtique 
fraichement redistill@s. L’extraction est rep&t&e une premiere fois avec le residu r-e- 
suspendu dans IOO ml du melange PAE et agiG durant une nuit complete, et une 
deuxieme fois dans une quantite &gale du m&me melange pendant 3 11. Toutes les 
opdrations precedentes ont lieu clans une chambre froide. Avant chaque extraction, 
il est preferable de faire barboter de l’azote dans l’extrait. Les parties surnageantes 
des extraits sont melangees pour constituer le mblange A qui est garde au froid. 

Les proteines sont precipitdes du melange A soit avec un volume &gal d’une 
solution de TCA Q IO%, soit avec sept volumes d’ackone. Apres avoir repose toute la 
nuit en chambre froide, le precipite est centrifugh, s&zh~ par lyophilisation, et garde! 
sous vide dans un dessicateur jusqu’au moment de l’hydrolyse. 

Environ 5 mg de proteines lyophilishes sont hydrolyses dans 5 ml d’HC1 6 IV 
dans un tube scelle sous vide a IIOO pendant 24 11. L’acide chlorhydrique est ensuite 
evapore sous vide B une temperature inferieure a 35” et elimine completement en 
allant plusieurs fois ZL set, apres reprise avec de petites quantites d’eau. Le rdsidu 
contenant les acides amines est finalement dissout dans un tampon citrate de pH 1.S 
et gardB au froid. 

Extraction, $wriJication et dBtennination dbs acicles amine’s. Dix grammes de 
luzerne frakhe (tiges et feuilles) sont broyds et homogrMis& durant 5 min dans 50 ml 
d’&hanol h 90% et centrifugk a froid. L’extracfion du residu est rep&e deux fois 
avec de l’ethanol a 80 et B 70”/~. Les extraits melang& sont gardes au froid. 

Cent millilitres de l’extrait ethanolique ou du mdlange A sont passes sur une 
dolonne de 20 cm x I cm contenant une r&sine de forme H+ (Permutite Q), reg&Gree 
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avec HCl z N et lavde avec de l’eau bidistillee. Apres le passage de 300 ml d’eau pour 
Bliminer les impure&, les acides amin& sont clues avec IOO ml de NH&H z N, 
suivi de IOO ml de NH&H 4 N suivant la m&hode de ROUX ET LESAINT~. Apres 
l’elimination de toute trace d’ammoniaque, les acides amin& sont dissouts dans le 
tampon citrate de pH 1.8 et gardhs au froid jusqu’au moment de l’analyse. Le tampon 
citrate est forme d’une solution d’acide citrique 0.05 M contenant 0.3 N d’hydroxyde 
de lithium et ajuste & pH 1.8 avec de l’HC1 6 N. 

Les acides amines dissouts dans le tampon citrate ont ete &pares et doses 
suivant la mdthode de SPACKMAN et aL1.O, au moyen d’un appareil d’analyse auto- 
matique.de marque Technicon (Modele TMS-I). Les quantites d.es acides amines ont 
Bte calculees en mesurant la surface des pits par triangulation. 

Rt%uZtats et discussion 
La plupart des acides amines qui forment la chaine des proteines ont et& recu- 

p&es presqu’a 100% apres leur dissolution dans le melange PAE et leur Ablution d’une 
r&sine cationique (Permutite Q), & l’exception des aminds soufres (Tableau I). La 

TABLEAU I 

COMPARAISON Dli L’fiTHANOL ET DU MdLhNGE Pa‘iE POUR L’EXTRACTION DES ACIDES AMIN& LIBRES 

DE LA LUZERNE, ET POURCENTAGE ‘DE RlkJPI?RATION D’UN MeLANGE D’ACIDES AMINdS SYNTHfi- 

TIQUES DISSOUTS DANS PAE 
Les aciclcv amids sont plac& clans l’ordre de sortie clcs colonncs clc dparation, 
Lc pourcentage clc r&xp&ation cst calculb cl’aprtis lc nombrc clc micromoles clissoutes clans lc 
melange PAE. 

A tides an&in&s QuanthBs des acides amimh librcs RBwpe’ration (o/u) 
(pmoles/2.5 g M.F.) n 

Acidc aspartique 
Thrdonine 
SBrinc 
Asparagine 
Acicle’ glutamiquc 
Glutamine 
Proline 
Glycinc 
Alan&’ 
Acicle a-aminobutyriquc 
Cystinc 
Valine 
Mkhionine 
Mdthionine + mdthionine sulfoxyclc 
Isoleucine 
LFucjnk 
Tyrosine 
l?h&nylalaninc 
Acicle y:aminobutyriquc 
Lysine 
Wisticlinc 
Arginine 

17.16 
9.78 

15.19 
IS.12 

14.50 
I.28 

14.46 
1.16 

10.60 
0.52 

traces 
14.16 
0.95 

- 
6.66 
6.36 
0.81 
7.30 

,4:,“s’ 
4.20 
4.23 

16.16 13.73’ 
9.91 9.55 

15.30 ’ 

17.5“ 
14.35 

I .20 

14.25 
I .og 

10.9s 

0.75 
traces 
14.05 
0.80 

- 
6.67 
6.89 
0.70 
6.S1 

10.17 
3.69 
4.46 
4.32 

14.20 
J7.25 
14.00 

0.90 
13.90 

1.14 
IO.96 
0.60 

tracts 
13.75 
0.20 

- 
6.25 
6*S8 
0.65 
7.08 
9.90 
3*05 
4.19 
4.09 

96.4 
100.2 

99.2 
- 

100.3 
- 

98.4 
96.5 
99.1 

- 

86.4 
98.5 
70.5 
96.2 

93.7 
95.8 
96.5 
93.8 

- 

95.6 
94.7 
97.3 

Ii. I’ ‘, 
u ,M.F. = Matike frakhe, de, la luzerne ; I = acicles amin& libres extraits par 1’8thanol; 

7 acide,s an$nQs ,librcs extraits par PAE : IT1 = aciclcs amin& libres extraits par PAX apr&s 
la prkipitation cles proteincs par I’actitonc. 
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cystine est partiellement. detruite et on retrouve une partie de la methionine trans- 
formee en methionine sulfoxyde. 

Le dosage des acides amines libres des extraits PAR, avant et apres la precipita- 
tion des proteines par l’acetone, se compare favorablement a celui des extraits dthano- 
liques, B l’exception de l’acide y-aminobutyrique extrait partiellement par l’ethanol 
(Tableau I). La precipitation des protdines par l’acetone reduit de 7% la teneur 
moyenne des acides aminds, reduction attribuable aux manipulations supplementaires 
et h l’adsorption possible par le precipite. Ces rdsultats demontrent qu’il vaut mieux 
determiner les acides amin& sur un khantillon de l’extrait PAE avant la precipita- 
tion des proteines par l’acetone. Les resultats montrent aussi clue nos ckhantillons de 
luzerne contiennent peu de cystine libre.. Le melange PAR extrait mieux non seule- 
ment les acides a- et y-aminobutyriques mais aussi les acides aminds basiques libres. 

L’acetoue est tout aussi effkace sinon plus que le TCA (5%) pour precipiter les 
proteines du melange PAE. La recuperation de la m6thionine est plus &levee et les 
dangers de pertes par hydrolyse sont aussi moins grands qu’avec le TCA. Ces resultats 
confirment ceux de JENNINGS ET WATTS, qui ant trouv6 que des solvants srganiques 
tels clue le dioxane ou l’acdtone peuvent &re utilises pour precipiter les proteines. 
De plus, l’acdtone a l’avantage sur le TCA de pouvoir eliminer la chlorophylle et le 
phdnol du prkipitd sans affecter les acides amines libres presents dans l’extrait PAR. 
La methode est particulierement avantageuse dans les etudes sur la valeur nutritive 
des acides aminds libres et des proteines extraits de tissus vegetaux. 

On peut presumer que le melange PAE denature les proteines. Ceci peut &re 
considerd comme un avantage si l’on veut neutraliser l’action de certains enzymes, en 
yarticulier celle des protdases”. 

Nous remercions le personnel des Departements des Sols et de Zootechnie de la 
FacultC d’Agriculture de 1’Universitd Laval, Quebec, et celui de la Station de Recher- 
ches du Ministere de 1’Agriculture du Canada, Ste-‘Fey, Quebec, des conseils et de 
l’aide technique apportes h la r6alisation de ces travaux. 
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