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AVANT-PROPOS

L’industrie de la Malterie el de la Brasserie esl intéressée par le
probléeme des maliéres azotées de Uorge et du mall, en raison de leur
influence prépondérante sur les qualités organoleptiques el la stabilité
colloidale des biéres.

Nous avons enlrepris Uétude préalable des constituants azolés de
lorge afin de rassembler des renseignements précis sur les protides dont
nous devions suivre Févolution au cours de la fabrication du mall et de
la biére. Les lechniques biophysiques et biochimiques les plus récentes
(électrophorése  différentielle, chromalographie de partage sur papier,
[ractionnemenl sur résines a échange d’ions) nous ont permis d’aborder
favorablement cetle étude el de préciser la destinée, au cours du mallage
el du brassage, de quelques [ractions prolidiques de U'orge, en parliculier
des acides amineés, des polypeplides el de Uhordéine.

Au terme de ce travail, nous tenons a remercier nolre Maitre, M. le
Professeur P. Pruvost, Doyen Honoraire de la Faculté des Sciences
de Lille ; MM. les Professeurs P. CorsiNn et G. WATERLOT, qui nous
ont initié a la recherche scientifique dans une almospheére vraiment familiale.

Notre reconnaissance va a nolre Maitre, M. le Professeur
P. BOULANGER, qui en nous accueillant avec sa grande el délicate bienveil-
lance dans son Laboratoire de Chimie Biologique, ne nous a ménagé ni
ses conseils ni ses encouragements ; qu’il trouve ici I'expression. de loute
notre qratitude.

Nous remercions M. le Professeur Driessens, Directeur de U Institut
de Recherches sur le Cancer de Lille, qui a bien voulu meltre a notre
disposition un Elablissement remarquable par son organisation et les
grandes facilités de travail qu’il fournit aux chercheurs. Nous remercions
également M. le Professeur J. SwyNGEpaUWw de sa bienveillante hospitalité
dans le Service d’Electrophorése de cet Institut.

Nolre gratitude ira toul particuliérement a nolre camarade le Docteur
Gérard Biserte, auquel nous lient bien des souvenirs communs. Sa grande
expérience de la chromalographie de partage a permis de mener a bien la
réalisation des recherches entreprises ; qu’il trouwe ici le lémoignage de
loute notre amitie.
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Nous remercions aussi nos camarades Louis Massg, Jean MONTREUIL
et Roger Osteux de leur précieuse el amicale collaboralion.

Nous saluons respectueusement la mémoire de M. R. GUILLEMET,
Directeur du Laboratoire de Biochimie el Physico-Chimie des Céréales,
qui nous avail loujours lémoigné son intéril el sa sollicitude.

Nous remercions M. J. Raux, Directeur Honoraire de U'Ecole de
Brasserie de Nancy el M. Y. Deux, Professeur de Mallerie-Brasserie
de U'Ecole Nationale des Indusiries Agricoles, de leurs conseils el de leurs
encouragements.

Enfin, nos remerciements vont aussi :

— A la Société Geénérale de Brasserie el Mallerie, en la personne
de son Administrateur-Directeur Général, M. Marcel Ri¥y, nolre beau-pére,
pour sa grande expérience de Uindusirie brassicole qu’il mel largement
a nolre disposition ;

— A la Société des Malleries Franco-Belges, en la personne de
M. André WarTreLoT, son Président-Directeur Général ;

— A la Société de la Brasserie de U'Espérance, en la personne de
M. René Hatrr, son Président-Directeur Général,

auxquels nous sommes reconnaissant de la confiance qu’ils onl bien voulu
nous témoigner, des facilités de travail qi’ils nous onl accordées el qui,
lous ftrois, monlrent une profonde compréhension des relations qui doivent
unir industrie el recherche scientifique.

Enhn, nous lenons a remercier M'es J Depove, G. DELESCLUSE
et C. Bacuy pour leur collaboration lechnique el dévouée.



INTRODUCTION

[orge doit subir des transformations profondes avant d’étre uti-
lisable comme matiére premiére dans la fabrication de la biere.

Au maltage, aprés avoir trempé et aéré le grain, on réalise un
début de germination qui déclenche, au niveau du scutellum et de
I’assise protéique, des sécrétions diastasiques (cellulase ou cytase,
amylases, protéinases. ..). Ces diastases diffusent et solubilisent partiel-
lement les réserves glucidiques et protéiques de I’albumen, permettant
ainsi une « désagrégation » de ’orge. Les produits de dégradation s’ache-
minent vers I’embryon — siége d’un intense métabolisme — qui se
développe en donnant plumule et radicelles. L.a germination est alors
interrompue par un séchage a la touraille, lorsque les modifications
de T'orge et les diastases secrétées sont suffisantes pour faciliter au
brassage une dissolution compléte des réserves du malt qui donneront
un extrait fermentescible par la levure.

Au brassage, la farine de mall est donc extraite a I'eau chaude.
Sous l'action favorable de la température, les phénomenes de protéolyse
et de saccharification sont accélérés et ils achevent de cette facon les
transformations enzymatiques du maltage. L’extrait aqueux — séparé
de la dréche — donne le moit ; il est soumis & une ébullition en présence
de houblon, qui donne lien & une précipitation de matieres azotées.
Dans le procédé classique de fabrication, le mout est ensuite refroidi
au bac refroidissoir, puis au réfrigérant Baudelot, ou il abandonne
respectivement « gros trouble », puis « trouble fin ». LLe motut est enfin
ensemencé par de la levure qui y trouvera sels minéraux, mono- et
di-saccharides, acides aminés, polypeptides, facteurs de croissance
nécessaires a son métabolisme.

COMPOSITION CHIMIQUE DE L'ORGE ET DU MALT

LLa composition chimique moyenne de l'orge et du malt, d’apres
Hopxins et Krause (1947) [1] (1) est la suivante (en p. 100 de matiére
seche)’

(1) Les chiffres en italique et entreicroehets indiquent l'ordre d’apparition des
références bibliographiques dans le texte.
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La teneur en substances protéiques est donc faible, puisqu’elle ne
représente environ que la dixieme partie en poids du grain.

ANATOMIE SOMMAIRE DU GRAIN D'ORGE
ET LOCALISATION DES PROTEINES
ET DES ENZYMES PROTEOLYTIQUES

I.'examen d'une coupe longitudinale du grain d’orge (b)
(Vax LaER, 1942) [7] : microphotographie) permet de distinguer :

— Les téguments :  enveloppe externe, péricarpe puis testa (paroi
hémiperméable) ;

— l'endosperme (7) : cellules & aleurone (assise protéique) ;
(s. str. albumen) subaleurone (premiere couche de cellules ren-
fermant de I’amidon) ;
amande farineuse constituée de cellules a parois
minces bourrées de granules d’amidon noyeés
dans un réseau protéique (tissu interstitiel) ;

(1) PrReECE (1950) (2).

(2) MoNTREUIL et ScriBAN (1951) (3).
(3) Jacoss (1944), DE CLERck (1948) (4).
(4) SANDEGREN (1948) (5).

(5) Norris (1950) (6).

(6) Comme tous les grains de Graminées, le grain d’orge esl un caryopse,
¢’est-a-dire un fruit du type akéne, dont la paroi (perlcmpo) est soudée intimement
a la surface de la graine unique qu’il contient.

(7) Nous utlllsons le terme d’endosperme, habituellement employé dans la litté-
rature brassicole : sensu stricto, il s’agit de I'albumen.
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— le germe : plumule, tige et radicelle en liaison avec I'en-
dosperme par la couche épithéliale du scu-
tellum. Le scutellum joue un réle important
dans les échanges nutritifs entre germe et
réserves de l'endosperme et dans le méta-
bolisme de la plantule.

Dans I'assise protéique on admet I'existence d’hordéine, de glutéline
(Hopkins, 1947 ; Luers, 1949, a) [8], de globulines (SavErsorN et
coll. 1944 ; DaNiELssoN, 1949) [9]. L’hordéine contribue 4 la formation
de la matiére protéique fondamentale des grains d’aleurone
(GUILLIERMOND, 1941) [10]. Les cellules a aleurone sont riches en protéi-
nases et peptidases (ExceL et Heins, 1947) [11].

Le tissu interstitiel de I’endosperme contient albumines et globulines
(Hopkins, loc. cit.). Massart (1946) [12] a examiné des coupes micros-
copiques de grain d’orge traitées par une solution d'urée a 30 p. 100
qui dissout hordéme et glutéline ; la libération des grains d’amidon
du tissu interstitiel améne I'auteur & admettre la présence de ces substances
protéiques dans ce tissu.

L’endosperme est tres pauvre en protéinases et peptidases (KNGEL,
loe:  cit.):

La couche épithéliale du scutellum est riche en dipeptidases
(LinpErsTROM-LANG et Hovrter, 1932 ; Perr, 1935) [13]. Le germe
est également riche en dipeptidases, en particulier dans la région subter-
minale de la radicelle (LiNDERSTROM-LANG, loc. cit. ; ExGEL, loc. cit.).

Des études histochimiques plus complétes seraient nécessaires pour
une connaissance plus approfondie de la localisation des substances
protéiques dans le grain d’orge.
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HISTORIQUE GENERAL

La premiere étude systematique des protides de I'orge a été réalisée
par OsBorNE en 1895 [74]. D’apres leurs caracteres de solubilité, il a
défini les constituants suivants
— Une albumine, la lencosine (0,3 p. 100 en mat. protéiques, sur
matiere seche).
— Une ou plusieurs « protéoses » mal caractérisées, solubles dans
Peau.
— Une globuline, 1'édestine, soluble dans les solutions salines
CINa a 10 % (1,95 p. 100 m.s.).
— Une prolamine, 1'hordéine, soluble dans I’alcool froid a 75¢
4 p. 100 m.s.).
— Une glutéline, soluble dans les alcalis et acides dilués
(4,5 p. 100 m.s.).

En 1896, OsporNe et CamppeLL [/5] onl procédé a unce étude
analogue sur le malt et ont décrit les constituants azolés suivants :

— Une albumine, la leucosine (1,5 p. 100 de mat. seche).

— Trois « protéoses » solubles dans I'eau.

— Une globuline, la « bynedestin » soluble dans les solutions
salines (1,29 p. 100 m.s.).

— Une prolamine, la « bynin » soluble dans 1alcool a 7hH¢
(1520 -p. 100: miis.).

— Une gluléline, soluble dans les alcalis et acides dilués (3,8 p. 100
m.s.).

En conclusion de leur monographie, les auteurs admettent qu’au
cours de la germination, I'édestine et I'hordéine de 'orge ont été rem-
placées par d’autres protéides, la « bynedestin » et la « bynin », plus
riches en carbone et plus pauvres en azote.

Browx (1907) [16] -a identifié pour la premicre fois dans 1'extrait
aqueux du malt, des acides aminés ou dérivés, I’acide aspartique, 1'aspa-
ragine, la tyrosine et la leucine.

En 1928, Bisnop [17] a publié¢ une importante étude dans laquelle
il reprend la classification d’OssorNE, 'adapte a 1’analyse industrielle
ct précise les conditions d’extraction des différentes fractions protéiques.

Il distingue dans I'azote total :

— Une [raction azote-sel-solutble (par trois extractions successives

par SO4 Ko & 5 p. 100) : acides aminés, peptides, albumine,
globuline.
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a les caractéres de précipitation d’une albumine souillée en (2) et (3)
par des constituants apparentés aux globulines. Il est possible que la
fraction B’, par sa vitesse électrophorétique faible, s’apparente a la
fraction D de Jounston (1948) [106]. En effet, cette fraction D est
précipitée a saturation en sulfate d’ammonium ; elle n’est pas dialysable
et serait associée a des polysaccharides. Enfin, les produits de dégra-
dation des protéines du malt non dialysables et précipitables par le
sulfate d’ammeonium, qui ont été trouvés dans le motut et la biére par
SANDEGREN (1947-1949) [107], doivent, eux aussi, participer a la
constitution des fractions A’ et B'. Nous n’avons pu encore les localiser
avec précision dans ['un ou ’autre de ces constituants.

La signification de la fraction B’g, dont la vitesse de migration
est nulle, reste délicate. Il peut s’agir d’une fausse-frontiere, mais notons
toutefois qu’elle disparait apres ébullition en chaudiere (Fig. 2, d).

Enfin, aprés cet essai d’interprétation, nous avons suivi I’évolution
de la fraction « albumines-globulines » du mout sur un prélevement
a la sortie du réfrigérant Baudelot (Fig. 2, d). Apres houblonnage et
ébullition en chaudiére, refroidissement au « bac » et au réfrigérant,
la fraction B’ parait plus homogéne et diminue légérement de 67 a
62 p. 100. Cela semble correspondre a la formation de la « cassure »
et du dépot du gros trouble au bac refroidissoir, riche en matiéres pro-
téiques coagulées.

En conclusion, la fraction « albumines-globulines » du mout se
révele électrophorétiquement hétérogene et son comportement s’appa-
rente a celui de la fraction correspondante de 1’orge. e composant A’
conserve sensiblement la méme vitesse électrophorétique. Seule la
répartition relative des deux composants A’ et B’ se modifie de facon
nette et continue au maltage et surtout au brassage ; la protéolyse,
entre 50 et 60° C, pourrait en étre la cause.

Il est difficile, pour le moment, de préciser la nature exacte des
fractions dont nous venons d’exposer 1’évolution. Seule, I’électrophorese
séparative permettrait de les isoler et de préciser leur identité. L’étude
de la fraction protéique non dialysable du mout est tres délicate par
suite de la présence certaine de polysaccharides. Ces polysaccharides
— on les a appelés arbitrairement « maltodextrines » dans la littérature —
sont plus abondants dans le mott que dans ’orge. Les températures
de brassage sont tres favorables au dédoublement des grosses molécules
glucidiques qui représentent, en dehors de I'amidon, 15 p. 100 du poids

_du malt. Les constituants glucidiques, ou des composés glucoprotéiques,
doivent se trouver dans la fraction B’ ; enfin, des composés de poids

moléculaire de 10.000 a 40.000 — et ils doivent étre abondants —
sont également présents, mais n’ont fait I'objet d’aucune étude sys-
tématique.

Désormais, une étude sur le mout devrait abandoenner les termes





























































































































































































































