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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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— Une fraction azole-alcool-soluble (par trois extractions succes-
sives par I’alcool éthylique a 70¢, bouillant a 820 () :
hordéine.

— Une fraction azole résiduel : glutéline.

Les deux premicres fractions sont dosées par la méthode de
KieLpaHL, la troisieme simplement calculée par différence.

A la suite de nombreuses analyses d’orges de variétés diftérentes,
Bisuop a découvert et défini le principe de régularité de la composition
azotée du grain ; pour des échantillons d’une méme variété, mais diffe-
remment riches en azote, la teneur en glutéline reste constante par
rapport a I’azote total, tandis que le taux d’hordéine croit avec la teneur
en azote et que le pourcentage d’azote-sel-soluble décroit.

En 1929 (a) continuant ses travaux sur le malt, Bisnor [18], aban-
donne les dénominations d’Ossorne (1896) [Z9], de « bynedestin »,
de « hynin » et ne conserve que les termes de leucosine, édestine, hordéine
et glutéline.

[.a premiére étude systématique sur 1’évolution des fractions
protéiques de 1'orge au cours du maltage est celle de Bisnor (1929, b) [20].
Eile établit que 'azote total ne varie pratiquement pas au cours du
maltage (malt avec ses radicelles). En utilisant le fractionnement azoté
qu’il avait mis au point (Bisnor, 1928-1929, a) [21], 'auteur a montré
que, dans 1'azote-sel-soluble, les variations de la fraction « albumine-
globuline-protéoses » ¢taient peu sensibles. Bisnop a précisé également
le comportement des protéines de «réserve» de I'orge — hordéine et
glutéline - qui sont protéolysées rapidement, du troisieme au sixieme
jour de germination, et donnent des produils de dégradation groupés
sous le nom de « non-protein-nitrogen». Vers la fin de la germination,
la glutéline serait I'objet d’'une « resynthese » dans embryon et il
s'établirait ensuite un équilibre entre la protéolyse des constituants
azotés de I'endosperme et la « resynthese » dans I'embryon. Apres le
touraillage, les proportions relatives de constituants azotés varient
trés légérement pour les malts pales.

D’autres travaux (Taxkamasui et SHIRAHAMA, 1931-32; FiNk et
Kunisch, 1937 ; Massart, 1946) [22], viennent dans 'ensemble confirmer
Vintéressante étude de Bismop sur le maltage.



TECHNIQUES EXPERIMENTALES

Nous avons étudié différentes fractions protéiques de l'orge et
suivi leur évolution au cours du maltage et du brassage.

Nous avons identifié les acides aminés libres et les amides corres-
pondantes, ainsi que les polypeptides, par fractionnement sur résines
a échange d’ions et chromatographie de partage sur papier. Nous avons
soumis la fraction sel-soluble « albumines-globulines » et la fraction
alcool-soluble « hordéine » & I'analyse électrophorétique, et leurs hydro-
lysats a I’analyse chromatographique. Nous avons tenté d’isoler dans
la fraction « glutéline » des composants dont nous avons analysé les
hydrolysats par chromatographie.

A. — BILANS AZOTES

Avant d’entreprendre une étude particuliére des différentes frac-
lions, nous avons essay¢ d’établir un bilan azoté complet de l'orge
et du malt étudiés. Nous avons adopté, apres divers essais, la méthode
suivante

« Orge Aurore »

10 Extraction et fractionnement de l'azote-sel-soluble.

200 g. de farine d’orge « Aurore » finement moulue (Scrisan, 1949)
[23], sont soumis a trois extractions successives en chambre froide,
chaque fois par 800 ml de CINa M /1 tamponné a pH 7 par du phosphate
de sodium (QUENSEL, 1942) [24]; on dose l'azote ainsi extrait. La
solution est précipitée par six volumes d’acétone, et centrifugée a 0° C.
[’azote est dosé dans la phase liquide : il correspond & un mélange d’amino-
acides et de polypeptides. LLe précipité est repris par 'eau distillée et
on dose I'azote de la solution ; celle-ci est dialysée pendant trois jours
contre du tampon phosphatique de pH 7. On centrifuge le précipité
qui s’est formé, on le seche sous pression réduite et on détermine son
taux d’azote (1). La phase liquide est, apres dosage de I’azote, dialysée
de nouveau, cette fois contre de I'eau distillée, pendant trois jours.
On centrifuge le précipité formé et on le séche sous pression réduite ;
on dose I’azote dans ce précipité, ainsi que dans la phase liquide sur-
nageante.

(1) Nous avons constaté que ce précipité était riche en phosphore (a l'aide
de la méthode d’AvLen, 1940) (25).
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20 Extraction et fractionnement de l'azote-alcool-soluble.

Le résidu de la premiere opération est soumis a Ltrois extractions
par 800 ml d’alcool & 70¢, sous agitation, puis & I’ébullition a reflux.
On filtre a chaud et on dose I'azote de la solution. Celle-ci est ensuite
amenée par de ['alcool absolu a la concentration de 85¢ et maintenue
ala température de — 100 C pendant huit jours. On centrifuge le précipité
d’hordéine, on fe séche sous pression réduite, on le pese et on dose 1'azote ;
on détermine é¢galement ’azote de la phase liquide.

30 Extraction et fractionnement de 1'azote-glutéline.

Sur le culot de la derniére extraction alcoolique, on effectue trois
extractions successives a froid par KOH N /5 'dans I'alcool & 45¢, on
filtre el on dose I'azote de la solution. La « glutéline » est précipitée
par le sulfate de magnésium & demi-saturation, on seche le précipité,
on le pese et on y dose 'azote. Ici encore, on dose aussi I'azote de la
phase liquide.

l.e culot final de farine est séché sous pression réduite, pesé et
soumis 4 un dosage d’azote.

Résultats
Au départ : 200 g. de farine d’orge : humidité 6,99 p. 100 (soit
186 g. de substance séche) azote total 1,72 p. 100 de substance seche.

Azole-sel-soluble . 59 mg (17,15 p. 100 de T'azote Lotal).
Azote-alcool-saluble 1128 e (35:1 p; 100 de NT):
Azole-glutéline : 392,5 mgs (12,3 p. 100. de' NT).
Azote « résiduel » : 8 mg (26,8 p. 100 de NT).

a) Fractionnement de Uazole-sel-soluble.

Départ : 249 mg d’azote.
Précipitation a I'acétone : Précipité, 356 my

* Phase liquide, 192 mg (35 p. 100).
Précipité apres dialyse (pH 7) : Précipité, 128 mg

Phase liquide, 171 mg
Phase liquide apres dialyse contre
I’eau distillée : Précipité (globulines), 18,8 mg
Phase liquide (albumines), 135 mg
Iraction del’azote non récupéré: 13,6 p. 100.

b) Fractionnement de [ azole~-alcool-soluble.

Départ : 1.121 mg d’azote.
Précipité : 747 mg (« hordéine »).
Phase liquide alcoolique : 262 mg

Fraction del’azote non récupéré : 10 p. 100,
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¢) Fracltionnement de I’ azole-gluléline.

Départ : 392,5 mg d’azole.
Precipite - 28 mg (« glutéline »),
Phase liquide : 309  mg

I'raction de ’azote non récupéré : 14 p. 100.

d) Azole « résiduel ».

101,3 g. de farine a 0,84 p. 100 d’azote, soit 851 mg d’azotec.

Au total 2.913 mg d’azote sont retrouvés sur 3.200 mg et le déficit
global atteint 9 p. 100. Celui-ci s’explique par la longueur et la multi-
plicité des manipulations (précipitations, centrifugations, filtrations).

Les résultats de ce bilan différent sensiblement de ceux que donne
le fractionnement classique selon Bisuop (1928) [26]. Ils font ressortir
la valeur relative de cette derniére méthode en ce qui concerne la fraction
azote-glutéline. .

Nous avons ¢galement établi un bilan azoté complet du malt
correspondant & I'orge étudié.

Malt « Aurore )»

1° Extraction et fractionnement de l'azote-sel-soluble.

200 g. de farine de malt finement moulu sont soumis & trois extrac-
tions successives en chambre froide, chaque fois par 800 ml de NaCl M /1,
tamponné 4 pH 7 par du phosphate de sodium ; on dose I'azote ainsi
extrait. La solution est précipitée par six volumes d’acétone et centri-
fugée & 0° C. L’azote est dosé dans la phase liquide ; il correspond
4 un mélange d’amino-acides et de polypeptides. Le précipité est repris
par I'eau distillée et on dose ’azote de la solution obtenue.

20 Extraction de l'azote-alcool-soluble.

Le résidu de la premiére opération est soumis a trois extractions
par 800 ml d’alcool a 70c, sous agitation, puis a I’ébullition a reflux.
On filtre & chaud et on dose 'azote de la solution.

3° Extraction et fractionnement de l'azote-glutéline.

Sur le culot de la derniére extraction alcoolique, on effectue trois
extractions successives a froid par KOH N/5 dans I'alcool a 45c,
on centrifuge et on dose dans l'azote de la solution. Le culot final de
farine est séché sous pression réduite, pesé et soumis 4 un dosage d’azote.

Résultats

Au départ : 200 g. de farine de malt : humidité 4,5 p. 100 (soit
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191 g. de substance séche) ; azote total, 1,62 p. 100 de substance séche,
soit en tout 3,094 mg d’azote.

Azole-sel soluble : 1.570 mg (50,7 p. 100 de I'azote total).
Azote-alcool-soluble : 637" g™ (20:6. 'p.t 1005 des N T
Azote-glutéline : 84,8 mg ( 2,74 p. 100 de NT).
Azote « résiduel » : 86,7 mg (26 p. 100 de NT).

Fractionnement de [ azole-sel-soluble.

Départ : 1.570 mg d’azote.
Précipitation & I'acétone : Précipite, 234 mg
Phase liquide, 1.036 mg (66 p. 100).

Au total, on retrouve I’azote initial a 4,76 p. 100 preés. Les résultats
de ce bilan s’approchent davantage des moyennes données par le frac-
tionnement selon Bisuor.

B. — EXTRACTION DES ACIDES AMINES
ET DES POLYPEPTIDES

La chromatographie de partage sur papier exige une solution chro-
matographique pratiquement exempte de sels minéraux. In effet, la
présence d’ions Na+ et Cl—— par exemple, de vitesses de migration (Ry)
différentes suivant les solvants utilisés (WesTALL, 1948) [27], détermine
un « effet-sels » (ConspEN et coll., 1944) [28]. L’ion chlore provoque
la formation d’une bande opalescente dans la partie supérieure du chro-
matogramme (zone acide) et d’autre part la présence de I'ion sodium
dans la région inférieure (zone basique) ne permet pas de révéler faci-
lement le glycocolle, 1a thréonine, I'alanine et la tyrosine (BoULANGER
et Biserte, 1950) [29].

En premier lieu, nous avons essayé l'extraction des acides aminés
de 'orge par 'eau distillée (BiserTE et ScriBan, 1949) |30], mais ce
procédé n’a pas donné satisfaction en raison de la présence de sels
minéraux (de potassium, de magnésium, de sodium). Nous avons donc
soumis les extraits aqueux & la technique de dessalage de CONSDEN
(ConspEN et coll., 1947 [31] : dessaleur ‘a4 cathode de mercure) ; les
essais ont ¢été rapidement abandonnés, en raison des mauvais résultats
obtenus.

Dans une autre série d’expériences, nous avons extrait les amino-
acides et polypeptides de ’orge (BISErTE et ScriBan, 1949) [32], par
I’acétone chlorhydrique qui donne de bons résultats dans I’étude du
plasma sanguin (BourLaNGeER et Biserte, 1949) [33]. Ce solvant, assez
médiocre pour les acides aminés, présente ’avantage de précipiter les
protéines et de ne pas extraire pratiquement de sels minéraux.

100 g. de farine sont traités par 500 ml d’acétone redistillée, addi-
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tionnée de 1 p. 100 d’acide chlorhydrique pur (v/v). Le mélange esl
soumis &4 une agitation de deux heures en chambre froide.

Apres centrifugation, la phase liquide est concentrée sous pression
réduite a 40° C dans un ballon de Claisen. Le résidu est repris en milieu
chlorhydrique dilué et traité trois fois a Uéther sulfurique pour délipi-
dation. On évapore le résidu sous pression réduite au dessicateur pour
éliminer completement 'acide chlorhydrique, le résidu sec étant repris
plusieurs fois & l'eau distillée et évaporé de nouveau vingt-quatre a
trente-six heures).

Nous avons observé que la délipidation a 1'éther sulfurique entrainait
des acides aminés et qu’il était nécessaire de laver 1'éther utilisé par
de I'eau acidulée jointe ensuite au résidu a dessécher.

L’acétone chlorhydrique nous a donné des chromatogrammes
présentant quelques anomalies, sous la forme de taches allongées de Rr
mal défini, dans le systeme butanol jacide acétique. Nous avions pensé
tout d’abord que ces taches correspondaient & des petits polypeptides
(BiserTE et ScriBan, 1949) [34], mais aprés récupération et hydrolyse,
ceci n’a pu étre confirmé ; il s’agissait donc certainement d’artéfacts
dias a une déminéralisation et une délipidation incomplétes.

Nous avons tenté ensuite une délipidation préliminaire de la farine
d’orge par I’éther sulfurique, suivie d’une extraction acétonique. Nos
chromatogrammes n’ont pas été sensiblement améliorés et, d’autre
part, des acides aminés comme la valine et la leucine ont été entrainés.

Nous avons ainsi ¢t¢ amenés & mettre au point la technique suivante
qui nous a donné toute satisfaction (BiserTe et ScriBan, 1950 a, b,
1951, a) |35] :

~— 200 ml d’eau distillée et 100 g. de farine finement broyés sont
dialysés sous agitation mécanigue contre deux fois 700 ml d’eau distillée ;
I'opération est conduite en chambre froide pendant vingt-quatre heures,
en présence d'une petite quantité de toluene.

Dans le cas de l'orge germée, nous prenons un poids de farine
équivalent en matiere séche aux 100 g. de farine d’orge non germeée.
Le broyage s’effectue de la facon suivante : 'orge germée est congelée
pendant vingl-quatre heures par la neige carbonique, puis broyée dans
un moulin préalablement refroidi de la méme maniere. Pour le mout,
on dialyse deux litres de I’échantillon par fractions de 300 ml pour
1.400 ml d’eau distillée.

Le dialysat est ensuite concentré sous pression réduite a 40° (,
jusqu’a un volume de 100 ml. On le soumet a un fractionnement sur
résine & échange de cations (Permutite 50 (1) ; ceci permet un dessalage
efficace de Ja solution et assure la réalisation de chromatogrammes
corrects.

La Permutite 50 est une résine polystyréne-sulfonée dont les grou-
pements actifs SOgH échangent leur ion H + contre les cations miné-

(1) Des FEtablissements Phillips et Puain,
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raux de la solution étudice. Les colonnes de fractionnement ont un
diametre de 16 mm. et une hauteur de 25 a4 30 cm. La résine est passée
auparavant sur deux tamis, 'un de 30, 'autre de 50.

Les différentes opérations s’échelonnent ainsi (BOULANGER,
BiserTE et ScriBan, 1950) [36] :

—— Régénération de la colonne par HCI 2N, 500 ml ;
lLavage de la colonne par I'eau distillée jusqu’a résistivité cons-
tante (1 M Q) du liquide effluent ;

—— Passage de la solution a désioniser (50 ml en moyenne) & raison
de 10 ml] en sept ou dix minutes ;

— Lavage de la colonne par 200 a 400 ml d’eau distillée. Lorsque
les glucides sont abondants, le lavage est réalisé¢ par l'eau
acidulée a pH 5,5 par CH3COsH (HurME et ARTHINGTON,
1950) [37]:

- Passage de NH4OH N puis, apres réaction positive a la phénol-
phtaléine & la sortie de la colonne, passage de NH,OH 0,3 N.

Au moment du passage du « front » de ammoniaque, les acides
aminés et les petits peptides sont déplacés en totalité et on recueille
50 ml environ de liquide que I'on concentre sous pression réduite avant
chromatographie unidimensionnelle. Ils constituent la fraction I.

Fractionnement des acides aminés el des polypeptides.

Apres passage du dialysat concentré sur la colonne de Permulilte 50 ;
le liquide de lavage a l'eau distillée contient de nombreux glucides el
des polypeptides. lLes glucides ont été étudiés par chromatographie
de partage sur papier selon la méthode de Parrtrince (1948) [38] et
ont fait I'objet de publications préliminaires (MONTREUIL et SCRIBAN,
1951, a, b) [39].

I.’¢lution de la colonne par 'ammoniaque donne la fraction I com-
prenant acides aminés et petits peptides, comme nous I'avons défini
plus haut.

Les composés polypeptidiques et les glucides, qui n‘ont pas été
fixés sur la Permutite 50, sont ensuite fractionnés par une résine a
¢échange d’anions, la Deacidife. 1es colonnes de Deacidile sont au préalable
régénérées par CHgCOgNa N /4, puis lavées & I'eau distillée jusqu’a
résistivité constante du liquide effluent.

Le passage sur Deacidite et le lavage a I'eau distillée permet d’isoler
une fraction 11 contenant les polypeptides et les glucides. La colonne
est alors éluée par 'acide acétique M /10, qui donne une fraction 111,
et ensuite par I’acide chlorhydrique M /4, qui donne une fraction IV
(PArRTRIDGE et BRiIMLEY, 1949) [40] ; les fractions I11 et IV renferment
des polypeptides a caractére acide.

1.’ensemble de ces opérations est résumé dans le schéma suivant :
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DIALYSAT

Permutite 50

Passage, lavage Développement par
a I'eau distillée - NH4OH M/1et03 M
Deacidite
Passage, lavage Develo"ppement
a l'eau distillée CH3CO3H M/1O HCI M/ 4
ou eau acidulée .
apH 55
Y
1 111 1v I
Sucres libres Polypeptides a “caractére Amino-Acides
Polypeptides acide” Petits Peptides

C. — EXTRACTION DE LA FRACTION
« ALBUMINES-GLOBULINES )

L’extraction de I' « azote-sel-soluble » se fait, en général, par des
solutions de CINa a 10 p. 100 (OsBornE, 1895) [41], par SO4Ks a5 p. 100
(Biswor, 1928 ; Urion et LEJEUNE, 1940 ; KenT et MACHEBOEUF,
1949) [42], et plus récemment, dans les travaux suédois, par CINa M /1
tamponné a pH 7 (QUENSEL, 1942) [43].

Des essais préliminaires nous ont montré que les quantités d’azote
soluble extraites par ces différentes solutions salines sont sensiblement
équivalentes, ce qui est conforme aux observations de Bisuor (1928),
Cuapor (1937), UrioN et coll. (1944, ¢) [44].

Comme les travaux les plus récents et les plus complets sur les
albumines et globulines de I'orge ont été réalisés en Suéde, nous avons
donné la préférence & la méthode d’extraction de Quenser, ce qui
nous a permis des comparaisons plus intéressantes.

La composition de la solution d’extraction utilisée est la suivante :
CINa M /1 — PO4NagH 0,06 M — PO4Na Hy 0,04 M de pH 7 ; elle
est additionnée de 0,1 p. 100 de BrOsK pour inactiver les enzymes
protéolytiques (SanprGrEN, 1949) [45] et de traces de thymol comme
antiseptique (Cuasor, 1937) [46).

100 g. de farine sont extraits par 600 ml de solution chlorurée
avec agitation mécanique en chambre froide pendant vingt-quatre



heures. L’extrait est alors filtré plusieurs fois et recueilli sous un peu
de toluéne.

La fraction « albumines-globulines » est précipitée a 70 p. 100 de
saturation en sulfate d’ammonium, & pH 7. Aprés une demi-heure de
repos, le mélange est centrifugé, le précipité est recueilli, dissous dans
un peu de solution chlorurée additionnée d’un peu de toluéne, et mis
en dialyse sous pression dans un tube de cellophane contre la solution
de composition suivante

CINa 0,2 M — PO4 Nas H 0,03 M — PO4 Na Hg 0,02 M, de pH 7

l.a dialyse est poursuivie en chambre froide pendant trois jours,
la solution de dialyse étant renouvelée frois fois par jour. Apres dialyse,
on centrifuge le contenu du dialyseur ; le précipité contenant du phosphore
et des glucides est écarté ; la phase liquide, solution d’ « albumines-
globulines », est colorée assez fortement en brun rouge foncé, probablement
par des pigments végétaux.

D. — EXTRACTION DE LA FRACTION « HORDEINE )

Plusieurs méthodes d’extraction de I'hordéine ont été proposées
dans la littérature. Elles se différencient par le degré alcoolique de la
solution utilisée et par le fait que I'extraction a lieu soit a froid, soit
a I’ébullition & reflux.

Nous avons expérimenté ces différentes méthodes. Le degré alcoo-
lique de la solution d’extraction varie, en général, de 60¢ (QUENSEL,
SVEDBERG, 1937) [47], a 75¢ (OsBorNE, 1895) [48], en passant par
70c¢ (Takamasui, 1927 ; Bismop, 1928) [49]. Entre 30c¢ et 60c, il
est évident que la solubilité de I’hordéine augmentant, la quantité d’azote-
alcool-soluble disssous croit également (Rose et ANprrson, 1936) [50].
11 est certain que, de 70c¢ et 75c, la solution alcoolique extrait a froid
sensiblement la méme quantité d’azote-alcool-soluble et que I'on esl
bien &4 'optimum de solubilité & froid de I’hordéine (OsBor~E, 1924 ;
Cnasotr, 1942) [51].

La différence essentielle entre les méthodes proposées réside surtout
dans la température d’extraction.

L’extraction sous ¢bullition a reflux proposée par Bisnor (1928) [42]
pour son fractionnement azoté, désormais classique en Brasserie, a été
inspirée par des travaux sur la gliadine du blé. Effectivement, I’alcool
bouillant extrait deux fois plus d'azote que I’alcool froid. Comme le
remarquent Bisnop (loc. cit.), Luers et GeEiger (1935) [43], il n'est
pas douteux que des constituants azotés distincts de I'hordéine, léci-
thines ou phosphatides, dont on connait la présence dans l'orge, et
probablement des constituants non azotés, soient extraits en méme
temps. Aussi, a4 partir d’extraits alcooliques d’orge, nous avons préparé
des fractions « hordéine » par précipitation, en amenant le titre a 85¢
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et en maintenant la solution a — 20° C (ScriBan, 1950) [54]. Les
« hordéines » ainsi obtenues avaient une faible teneur en azote (de
8,35 a4 11,75 p. 100) et une trés faible teneur en acide glutamique — déter-
minée par la méthode de GarLe (1945) [49] — (de 0 & 1,27 p. 100 en
poids sec alors que I'hordéine pure en contient de 30 a 40 p. 100). Ces
analyses confirmaient donc la présence d’éléments étrangers a I’hor-
déine. En conséquence, nous avons abandonné 'extraction a chaud
de Bismop pour adopter la méthode d’OssornE et Crapp (1907) [56],
du moins lorsqu’il s’agissait d’une étude de I’hordéine proprement dite.

Nous décrirons de nouveau cette technique. 100 g. de farine sont
extraits directement en présence de 600 ml.d’alcool éthylique a 70c¢
a la température du laboratoire sous agitation mécanique. Apres filtra-
tion la liqueur est évaporée sous pression réduite a 50° C en ballon
de Claisen jusqu’a un volume de 50 ml environ ; elle a un aspect sirupeux
et une couleur rouge. On la verse dans un litre d'eau distillée glacée,
additionnée de 0,1 g. de CINa. Aprés quarante-huit heures de préci-
pitation en glaciere, on décante et on centrifuge. La phase liquide rejetée
contient les substances plus ou moins solubles a la fois dans I'eau et
I'alcool (acides aminés libres, tannins, sucres, pigments colorés). En
raison de sa trés faible solubilité dans I'eau (0,02 p. 100 — Bisnor,
1928) [57], et surtout dans 'eau glacée, la perte en hordéine est négli-
geable au cours de cette phase de purification.

Le précipité est lavé trois fois & Peau distillée glacée, centrifugé,
puis dissous dans un volume minimum d’alcool a 70c¢ et versé dans
un litre d’alcool absolu glacé. Aprés quarante-huit heures de précipitation,
le liquide est décanté et centrifugé. Le précipité d’hordéine est déshy-
draté par trois lavages successifs et macérations dans 1’alcool absolu
suivis d'un-traitement a I’éther sulfurique, et enfin desséché au dessicateur.

L’hordéine pure a I'aspect d'une poudre d’un blanc neigeux.

E. — EXTRACTION DE LA FRACTION « GLUTELINE »

I’étude de cette fraction est tres délicate, en raison des caracteres
trés particuliers de solubilité de la « glutéline ».

Nous avons écarté toute extraction alcaline a chaud, car elle
hydrolyse partiellement les protéines restantes de 1’orge. Rose et
ANDERsON (1936) [48] ont montré en effet que des extractions par
NaOH 0,5 N dans de I'alcool & 70¢, & 820 C peuvent déterminer I’hydro-
lyse des groupements amidés.

OsBorNE (1895) [59] a traité la farine d’'orge par des solutions
de potasse diluée ; il a été géné par la gélification des gommes qui rend
la filtration ou la centrifugation difficiles. I1 n’a pu isoler de fractions
pures -de glutélines. :



Nous avons essayé la méthode de Csoxka et Jones (1927) [60],
adaptée par Bisnop (1928) [61]. Apres extraction de 1'azote-sel-soluble
et de l'azote-alcool-soluble, la farine est extraite par KOH N /5 addi-
tionnée de 45 p. 100 d’alcool. Apres filtration, la solution est précipitée
par SO4 Mg a demi-saturation. Le préecipité est décanté, centrifugé, lavé
a l'eau distillée a I'alcool absolu et & I’éther, enfin desséché dans le
vide. Les analyses données dans le bilan azoté (p. 17) sont significatives.
Apres trois extractions on est loin d’extraire tout 'azote restant dans
la farine, et le sulfate de magnésium ne précipite que 7 p. 100 de 'azote
extrait. Toutefois, la fraction « glutéline » préparée a partir de cette
méthode est relativement riche en azote total (10 et 9,1 p. 100).

Nous avons aussi expérimenté HCI N /5 (Cuasor, 1942) [62], et
précipité la « glutéline » en neutralisant I'extrait par la soude jusqu’a
pH 7. La fraction a été purifiée comme précédemment.

Enfin, nous avons appliqué unc autre méthode de Csonka et
Jongs (1929) [63]. La farine séparée du son est traitée directement par
NaOH a 0,2 p. 100 dans I'alcool a 50 p. 100. L’extrait est neutralisé
jusqu'a pH 6,8 par HCI ; apres lavage a I'eau acidulée et a 1'alcool, le
précipité est dissous dans NaOH a 0,2 p. 100 et fractionné par SO 4
(NH 4)gjusqu’a 3 p.100 de saturation pour la fraction «, puis jusqu’a
18 p. 100 de saturation pour la fraction 8. Apres purification, I" « -gluté-
line contenait 11,8 p. 100 d’azote total et la g -glutéline 15,1 p. 100.
Nous avons vérifié qu'apres 18 p. 100 de saturation en sulfate d’ammo-
nium, il n’y avait plus de précipitation. I.es proportions relatives d’ «
et de g -glutéline correspondent a celles indiquées par les auteurs (nous
avons trouvé sept fois plus d’ « que de @ -glutéline).

Ces méthodes d’extraction sont insuffisantes ; elles emploient des
solvants acides ou alcalins qui, méme dilués, peuvent déterminer des
hydrolyses. Elles extraient des fractions protéiques mal définies, dont
I'étude est a reprendre entiérement.

F. — CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE SUR PAPIER

Cette méthode expérimentale a été déerite pour la premiere fois
en 1944, par Gorbon, MARTIN, SYNGE et CoNspeN [64]. Nous l'avons
utilisée en raison de sa simplicité, de sa précision et surtout de la possi-
bilité d’opérer sur de faibles quantités de matiére ; en outre, elle permet,
en une seule opération, de se faire une idée assez exacte du « pool »
d’amino-acides libres d’une orge, d’'un mout ou des acides aminés cons-
titutits d’un hydrolysal protéique ; c’est la un trés grand avantage.

Nous rappellerons brievement le principe de cetie méthode récente.
Contrairement a4 la chromatographie classique, elle ne fait pas appel
a des phénomenes d’adsorption sélective sur les substances pulvéru-
lentes, mais au « partage » des corps & séparer entre deux solvants, dans
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lesquels leurs solubilités sont inégales. Elle se rapproche a cet égard:
du procédé dit d’extraction & contre-courant, ot deux phases liquides,
peu ou non miscibles, circulent en sens inverse ; les substances dissoutes
dans I'une étant extraites par 'autre d’autant plus facilement et rapi-
dement que leur solubilité dans ce second solvant est plus grande. Dans
la chromatographie de partage, 'artifice expérimental consiste a4 rem-
placer les deux phases mobiles par une phase stationnaire (qui est presque
Loujours la phase aqueuse) et une phase mobile (constituée généralement
par un solvant organique).

Dans la chromatographie sur papier, ¢’est I’ « humidité » du papier-
filtre qui joue le réle de phase stationnaire, la phase mobile étant repré-
sentée par le solvant organique ou un mélange de solvants organiques
saturé d’cau.

Les amino-acides et les polypeptides sont séparés grace a leur coeffi-
cient de partage différent entre ces deux phases liquides. Pour un solvant
donné et des conditions expérimentales identiques, on caractérise chaque
amino-acide par un coefficient appelé R¥ :

R’ déplacement de la hande de corps dissous
i

déplacement du front du liquide

Pour de plus amples détails sur la méthode et la bibliographie nous
renvoyons aux revues générales de BourLanger et Biserte (1950) [65]
et de CrLeEcag (1950) [66].

Au cours de notre travail, nous avons utilisé le papier Whatman
n° 1 et comme solvants : le phénol saturé d’eau en atmosphére ammo-
niacale, le mélange butanol /acide acétique /eau et I’alcool benzylique.

Le phénol saturé d’eau s’obtient en agitant dans une ampoule a
décanter du phénol avec un exces d’eau ; on laisse décanter longtemps
el la couche de phénol saturé d’eau est soutirée. L’atmosphére d’ammo-
niaque (3 p. 100) est destinée & neutraliser I’acide chlorhydrique pouvant
encore exister dans un hydrolysat. Le mélange butanol /acide acétique
(PArRTRIDGE, 1948) [67], se prépare de la facon suivante; dans une
ampoule & décanter, on verse 40 ml de n-butanol purifié par distillation
et déshydraté, et 10 ml d’acide acétique purifié par cristallisation. Apres
agitation, on ajoute 50 ml d’eau distillée et on agite énergiquement.
On laisse décanter une demi-journée et on récupére la couche supé-
rieure homogene,

A la fin de la chromatographie, le papier est séché a I'étuve vers
100-105° C et révélé par la ninhydrine (hydrate de tricétohydrindene)
a 0,1 p. 100 dans le butanol saturé d’eau. Le chromatogramme est déve-
loppé rapidement & I’étuve entre 80 et 1000 C ; lorsqu’il y a de petits
polypeptides, le temps de chauffage doit étre plus long. La lecture du
chromatogramme se fail immédiatement en lumiére transmise et on
affecte alors chaque tache d’un coefficient estimé d’aprés l'intensité
‘de coloration et la surface des taches révélées a la ninhydrine. La con-
centration relative de la proline ne peut étre appréciée en raison de sa
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couleur jaune caractéristique. Pour chaque chromatogramme on peut
ainsi établir un tableau des proportions relatives des différents acides
aminés ou dérivés de ceux-ci (glutamine, asparagine. . .).

Nous ne présentons pas de chromatographies en une dimension,
car elles ne nous servent, en général, qu'a « dégrossir » le travail et a
déterminer en particulier la quantité de solution étudiée & mettre en
ceuvre. Les chromatographies en deux dimensions ont été réalisées
avec le systéme butanol jacide acétique/eau et phénol /ammoniaque
(3 p. 100). La figure schématique n° 1 donne la carte des acides aminés
dans ce systéme de solvants, que nous avons employé couramment.
Le tableau correspondant I, ci-dessous, donne les Rr des différents
acides aminés ou dérivés, que nous avons rencontrés au cours de notre
travail.

La valeur des Rr dans le butanol /acide acétique sonl assez variables
suivant la température de I’expérience et le vieillissement de la solution
butanol /acide acétique. Le Rr, d’une facon générale, n’a pas une valeur
absolue ; il varie suivant le papier, la température de la cuve a chroma-
tographie, la concentration des produits a séparer... ; seule, la répar-
tition relative des taches étudiées par « lecture a vue » est constante.

Les possibilités de 1'analyse chromatographique sont plus limitées
en ce qui concerne les polypeptides. En raison de leur poids moléculaire
plus élevé, il est difficile de les séparer dans les systemes de solvants
habituellement employés pour les amino-acides. La réaction a la ninhy-
drine n’est pas tres sensible avec les polypeptides, aussi doit-on en
utiliser beaucoup plus (1 & 5 mg) que dans le cas des amino-acides
(10 & 100 pg d’amino-acides). Le repérage des taches de polypeptides
sur les chromatogrammes est délicat. Il se fait en lumicere de Woon,
qui donne aux taches de polypeptides une fluorescence bleutée ou jau-
natre caractéristique. Leur élution, apres découpage sur le chromato-
gramme, est réalisée selon la méthode de Conspex (1947) [68].

I.’étude des hydrolysats protéiques s’effectue de la facon suivante :
10 mg de substance (1 a 2 mg d’azote) sont hydrolysés en tube scellé
4 1000 C, pendant vingt-quatre heures, en présence d’acide chlorhydrique
6 N. L’acide chlorhydrique est ensuite chassé, par évaporation sous
pression réduite, pendant deux jours et le résidu est repris par 0,14
0,2 ml d’eau distillée. 1.’é¢tude chromatographique est réalisée a partir
de 10, 20, 30 ul, etc., de cette solution. La sensibilité¢ de la méthode

chromatographique permet de déceler 5 pg d’amino-acide (1).

(1) Les nombreuses chromatographies de ce travail ont ¢été réalisées dans le
Service de Biochimie de 1I'Institut de Recherches sur le Cancer de Lille, sous la
direction de G. BiserTeE et avec la collaboration technique de MYe J, DEHOVE ;
nous les remercions tout particulierement.
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Fig. 1. — Carte des acides aminés dans le systeme butanol-
acide acétique et phénol (NHg 3 p. 100).
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R; des amino-acides ou dérivés dans le systéeme
Butanol /acide acétique et Phénol (NH3; 3 p. 100)

1

| [ ‘

A\MI:\'(LA(}ID'ES Phénol (NH3) " Butanol
OU DERIVES 3 p. 100 acide acétique

i
\ ‘ ;
( |
|

Dérivés de cystine : ‘
A w= -Acide 'cysteiqiie’ o . %o ¢ A g 0,05 0,05 [
B == Lanthionine ® = . & ol g 0.32 0,05 }
LR e A e e S e 6 48,32 | 0 |
Acidevaspartique & 2 o o et 0,09 0,19 \
Acide clutamigue - %0 s i o et e 0,18 0,25 !
Acide z-amino-adipique . . . . . . . 0,20 0,30
SOLTTEa e Sl e A e T s s 0,31 0,18 j
Glyeoenlles s & 5 2 0t k5, Al e 0,40 0,20
(0 ) R e I e 0,41 0,18 .‘
MRREOTIINE = "o s o o el L, 0,50 027 ‘
ABDGATARing . . s n e e e i 0,35 0,14 J
([EAET eV syl e - SRS TR SR R O 0.55 . 0,18 \
Alanine . 0,58 0,32 ‘
Tyrosine . . 0,58 0,45 ;
# - Alanine e ) 0,61 0,34 \
Valine et Méthionine l 0,74 0,49 ‘
Tryptophane . i 0 0,74 0,52 "
Leucine — Isoleucine ‘ 0,80 0,60
Phénylalanine. S o 0,89 0.58 |
Acide vy - amino-butyrique ; 0,79 ( 0,43 \
Méthionine-sulfone e il ot I ‘ 0,68 ‘ 0,26 ’
Histidifer™ L' Ar Ty o e e s | 0,73 ‘ 0,13
| IR T R e S R S ‘ 0.81 l 0,10 J
Arginine W EEOCR & Sl 0,88 0,17 ,
REAHITE Peteamims fo Lt nBRad o b o) 0,87 i 0,38 {
| |

G. — ELECTROPHORESE DIFFERENTIELLE

e dispositif optique d’enregistrement que nous employons et qui
a été décerit par SwyNGEpaUW et Masse (1945) [69], repose sur un
principe identique A celui de PHILPOT-SVENSSON ; les variations des
gradients de concentration se traduisent en surface sombre sur un
fond clair au niveau du plan d’enregistrement. La courbe ainsi dessinée
présente autant d’accidents qu’il y a de constituants électrophoréti-
quement différents dans le mélange protéique étudié. On peut aussi
suivre le phénomene d'électrophoréese par un dispositi{ automatique
d’enregistrement photographique.
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Par '¢lectrophorese différentielle, on peut préciser

— Le nombre de groupes de protéines « électrochimiquement »
semblables : il est égal a celui des sommets sur le cliché
d’électrophorese ;

—— La vitesse de chaque groupe, pour des conditions expérimentales
données (pH, temps, champ électrique. . .) ;

~—— La concentration des différentes fractions (intégration des
courbes) ;

|
=
C
o

degré d’homogénéité : & un sommet aigu correspondent des
molécules protéiques ¢électriquement semblables, a un sommet
¢talé correspond certainement un mélange complexe de
protéines.

Néanmoins, une fraction protéique qui se révele électrophoréti-
quement homogéne ne peut étre considérée a priori comme tout a fail
pure. Pour cela, il faut qu’elle se réveéle homogene aussi vis-a-vis d’aulres
criteres de pureté, le critere de E.J. Conx (1925) [70]. par exemple (1).

Préparation de la solution protéique.

On dialyse en général la solution protéique contre du tampon phos-
phate M /30 de pH 7,8 et de force ionique p = 0,094, ou contre du
tampon phosphate M /22,5 de pH 7 et de force ionique p = 0,1. la
dialyse a lieu en chambre froide pendant quarante-huit heures, jusqu’a
équilibre ionique. La solution est cnsuite centrifugée, puis on préléve
2 a4 5 ml suivant la cellule d’électrophorese utilisée.

L.es électrophoreses (2) ont ¢té conduites avec une intensité moyenne
de courant de 2 4 8 mA. Elles onl été enregistrées optiquement en
[ronticres ascendantes el descendantes sur film ou plaques panchro-
matiques.

(1) Le log. de la solubilité d’une protéine doit étre une fonction linéaire de la
force ionique du milieu :

log. S = f — Ks u
. = force ionique. Ks = « salting-out constant ».
(2) Toutes les électrophoréses de ce travail ont été réalisées par le service d’Elec-
trophorése de I’Institut de Recherches sur le Cancer de Lille, sous la direction du

Prof. Ag. L. Masse et avec la collaboration technique de M'¢ G. DELESCLUSE. Nous
les remercions sincérement.
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RESULTATS PERSONNELS

A. — FRACTION « ALBUMINES-GLOBULINES »

[. — Maltage.

Historigue. —— La fraction azote-sel-soluble de Bisuor (1928) [71],
comprend acides aminés, polypeptides, « protéoses », globulines, albu-
mines.

L’individualité de cette fraction azotée, extraite par SO4Ks a
5 p. 100 a ¢té mise nettement en évidence par Rose et ANDERSON (1936)
[72]. Elle a été étudiée quantitativement ; les conditions d’augmen-
tation du taux d’extraction en fonction de la finesse de mouture ont
été précisées par Banc (1930), JRION et GOLOVTSCHENKO (1940),
ScriBaN (1949) [73] ; d’autre part, Pinfluence des différents facteurs
(température, pH, concentration et nature de la salinité) sur la quantité
d’azote-sel-soluble extrait, a fait I'objet de travaux de Uriox et coll.,
(1944) | 74].

L’étude qualitative de ’azote-sel-soluble a été entreprise au moyen
d’agents de fractionnement physique (chaleur) ou chimiques (Cly Zn,
SO4Mg, CCI3COgH, etc...), par OsBorNE et CamprELL (1896), Brown
(1907), ScuiernNinNG (1914), Bisaop (1928, 1929, a), Uriox et LEJEUNE
(1940) [75]. Ces méthodes anciennes ont donné des résultats arbitraires
en raison de leur brutalité et des dénaturations qu’elles produisent.

Les techniques modernes d’ultracentrifugation, d’électrophorése,
de polarographie ont permis de faire des progres importants dans la
connaissance des albumines et des globulines de 'orge et du malt.

Des 1937, QUENSEL et SVEDBERG [76] ont observé I'hétérogénéité
de la fraction « albumines-globulines » de I'orge soumise a I’yltracen-
trifugation. Poursuivant ses recherches sur la globuline (édestine) de
I'orge, QUENSEL (1942) [77] a mis au point un fractionnement de 1'extrait
chloruré sodique d’orge par le sulfate d’ammonium, controlé par ultra-
centrifugation a 68.000 tours /minutes. Quatre constituants ont été
identifiés :

— Précipité jusqu'a 15 p. 100 de saturation en sulfate d’ammo-
nium : B-globuline ;

— Précipité entre 40 et 70 p. 100 de saturation en sulfate d’am-
monium : o« -, 3-, y- globuline,
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Voiei quelques caractéristiques de ces constituants :

o - globuline, poids moléculaire :  26.000 pEE =5

5 - globuline, - 100.000 ? - =49
v - globuline, s 166.000 = BT
3 - globuline, — 300.000 ? =S

Entre 15 el 40 p. 100 de saturation en sulfate d’ammonium, QUENSEL
montre I'existence d’une fraction mal définie, qui n’a pas été étudice
en détail.

Des recherches analogues ont été effectuces sur les autres céréales,
blé, riz, avoine (SAVERBORN, DANIELSSON et SVEDBERG, 1944 ;
DanieLssoN, 1949) (78] ; elles ont montré que I'orge était la seule céréale
contenant de la @8-globuline. Parmi les quatre constituants de la globu-
line de ’orge, c’est elle qui est la plus riche en soufre, soit 1,94 p. 100
(SANDEGREN, 1947) [79]. La y-globuline est localisée dans I'embryon,
tandis que 1'e et la B-globuline se rencontrent principalement dans
les cellules & aleurone ; I'endosperme contiendrait peu de globulines
(SavErBORN et coll., loc. cit.).

[’albumine de I'orge, ou leucosine, a été examinée également &
I'ultracentrifugation. QuenskL (1941) [80] croyait que la leucosine
était polydispersée, mais en réalité la fraction qu’il avait préparée con-
tenait encore des globulines. DANIELSsoN et SANDEGREN (1947) |81]
ont perfectionné la technique de fractionnement de Quensern (1942) [82] ;
ils ont purifi¢ soigneusement I'albumine par fractionnements répétés,
au sulfate d’ammonium a 70 p. 100 en saturation, et des dialyses
successives contre I’eau distillée. Ces auteurs ont démontré que I’albumine
de l'orge et celle du malt avaient la meéme constante de sédimentation,
qu’'elles étaient homogeénes et identiques ; le poids moléculaire de I’albu-
mine serait de 54.000 (Daniersson, 1948 ; in Luxpin, 1949) [83].
DANIELSSON et SANDEGREN (loc. cit.) ont montré que l'activité de la
g-amylase était liée a l'albumine de l'orge et que Dactivité des
« - et B-amylases était liée a 'albumine du malt.

[.’évolution des constituants de I'édestine de orge a éLé suivie
au cours du maltage (SAVERBORN, et coll., 1944) [84]. L.’ « -globuline .
diminue légerement, la y - globuline beaucoup plus et la & - globuline
disparait completement ; la 8 - globuline, au contraire, ne subit aucune
modification.

QueNseL et SveEpeerG (1937) [85] ont soumis, les premiers, la
fraction « albumines-globulines » de l’orge a 1’électrophorése différen-
tielle. L’extrait chloruré d’orge est soumis & une précipitation au sulfate
d’ammonium ; le précipité est dissous dans un tampon phosphate de
pH 8 et dialysé contre ce méme tampon. Deux composants principaux
ont été observés ; I'un d’entre eux est immobile. Les auteurs admettent
aprés une électrophorese séparative la présence d’hydrates de carbone
dans I'extrait ; ceux-ci peuvent accompagner des constituants protéiques



L 8-

au cours de leur migration électrophorétique el ils constituent, en
grande partie, le composant de vitesse électrophorétique nulle.

KEeNT et MacueBoEUF (1949) [86] ont séparé, de I'azole-sel-soluble
de Porge, un précipité A relativement pauvre en azote et riche en phos-
phore (1,25 p. 100) ; la solution, traitée par le sulfate d’ammonium a
la concentration de 22,5 p. 100, & 0° C et pH 5,5, donne un précipité
(qui, soumis a l’électrophorése, apparait constitu¢ par un composant
principal homogeéne B (85 p. 100) et un composant mineur b, moins
mobile et également homogene (15 p. 100). Il reste en solution une
fraction C, pauvre en azote, qui représente une proportion importante
du poids initial et qui n’a pas été étudice.

[’¢tude électrophorétique de la fraction « albumines-globulines »
de T'orge vient d’étre reprise par Avrapaa sous la direction du
D' BrounuLr aux Laboratoires L.K.B. de Stockholm. Cette fraction
est encore plus complexe qu'on ne 'admettait jusqu'a présent : albu-
mines et globulines sont électrophorétiquement tres hétérogenes (résultats
non publiés).

SANDEGREN (1949), SANDEGREN et coll. (1949) [87], onl étudié
la leucosine, I’édestine et la g - globuline au moyen de la polarographie.
Ces protéines ont en effet une activité polarographique résultant de
la présence de groupes — SH et — S-S —  dans leur molécule (présence
de cystéine et de cystine).

Au Laboratoire de Carlsberg, la chromatographie de partage sur
colonne d’amidon, selon la méthode de MoorEe et STEIN, a été employée
dans I'étude de la B - globuline. L.a composition en acides aminés de
I'hydrolysat de cette fraction, isolée par la méthode de QuENSEL, a
été étudice par JENSEN (1951) [88] ; la B - globuline est riche en acide
glutamique et proline (communication orale du Dr TroLLE, Juin 1951).

Résultats expérimentaux

a) — Orge.

Etude électrophorétique. — On prépare la fraction « albumines-
globulines » d’une orge « Aurore » a partir d’un extrait chloruré, selon
la méthode de QUENSEL (p. 21), et on dialyse contre tampon phosphate
de pH 7, jusqu’a équilibre ionique.

L ¢électrophorese différentielle a lieu en fronticres descendantes (1)
a pH 7. L’enregistrement se fait en lumiére rouge sur plague panchro-
matique, apres vingt a trente minutes de pose, en raison de la coloration
brunétre de la solution. Le diagramme d’électrophorese (Fig. 2 a) montre
apres deux-cent-quatre-vingt-cinq minutes de passage du courant, la

(1) Avec le dispositif d’électrophorése que nous utilisons, I’enregistrement photo-
graphique ne peut s’opérer que sur une seule branche de la cellule. Il nous est donc
impossible de réaliser simultanément les diagrammes des frontiéres descendantes
et ceux des frontiéres ascendantes.
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présence de deux composants (A’) et (B’). Le composant A’ a une
mobilité v = 4,3 x 10 cm /s /v /em (champ électrique H = 2,52 v /em ;
intensité I = 7,8mA), il représente 75 p.100 de la totalité¢ du dia-
gramme (1). Le composant B’ est complexe et se sépare en B'p immobile
et B’y de vitesse tres faible. L’aspect étalé de ces fractions sur le dia-
gramme d’électrophorése laisse deviner un certain degré d’hétérogeénéite.

Fig. 2. — Diagrammes d’électrophorése de la fraction
« albumines-globulines » a pH 7 (frontiéres descendantes).

a) Orge « Aurore ).

b) Orge au cinquiéme jour de germination.

¢) Moft, aprés protéolyse a 60° C.

d) Mofit houblonné aprés le réfrigérant Baudelot
(a pH 7, 8).

Etude chromatographigue. — 1.’étude chromatographique des hydro-
lysats de la fraction « albumines-globulines», dans le systéeme butanol
acide acétique et phénol (NHg 3 p. 100) révele la présence des amino-
acides suivants : dérivés de la cystine, acide aspartique, acide glutamique,

(1) Lorsqu'on décompose le diagramme d’électrophorése, on attribue au com-
posant A’, le sommet A’ et la moitié du palier entre les sommets Aret Bt



sérine, glycocolle, thréonine, alanine, tyrosine, valine, phénylalanine,
leucine, proline, histidine, lysine, arginine. Il faut noter la temeur
relativement élevée en arginine et en dérivés de la cystine, caracté-
ristique des globulines végétales (Bonner, 1950) [89].

h) Orge en germination., —

Un échantillon d’orge « Aurore » au cinquiéme jour de germination
a ¢té utilisé pour préparer une fraction « albumines-globulines » qui a
¢Lé soumise a I’électrophorése différentielle, a pH 7 (H = 24 v/em ; 1 =
6 mA). Le diagramme d’électrophorése (Fig. 2 b) montre la présence
de deux composants A’ et B’, apreés trois-cent-quinze minutes de passage
du courant. L.e composant A’ a une mobilité p = 4,3 x 10-5 ¢m /s /v [em,
et ne représente plus que 66 p. 100 de la totalité des protéines, ce qui
correspond A une diminution notable par rapport au composant A’
de I'orge non germée. Le composant B’ est encore complexe : B’y est
Loujours immobile, tandis que le éomposnnt B’y, de vitesse faible, devient
plus important. On a donc observé une légere évolution de la fraction
« albumines-globulines » au maximum de la protéolyse pendant la
germination.

Ein conclusion, nous pouvons affirmer que la fraction « albumines-
globulines » de I’orge est électrophorétiquement hétérogéne ; nos résultats
sonl en accord avee ceux de QUENSEL et SVEDBERG (1937) [90], et de
Avrapaa (voir p. 33). L’existence de composants B’y et B’y de vitesse
¢lectrophorétique faible ou nulle, laisse supposer la présence de dérives
polysaccharidiques ou glucoprotéidiques.

Comme le remarquaient QUENSEL et SveEpBERG (loc. cit.) les varia-
tions des diagrammes d’¢lectrophorése observées au cours de la germi-
nation sont d'une interprétation treés délicate. L’augmentation du com-
posant peu rapide B’y permettrait de supposer un enrichissement en
polysaccharides de I'extrait chloruré de I'orge en germination. Quant
4 la légére diminution de la vitesse du composant A’, elle peut étre
expliquée au moins partiellement par I’effet retardateur du composant B,
devenu plus important.

¢) Etude chromatographique de 1'hydrolysat de g - globuline. —

La fraction g-globuline du malt (QUENSEL, 1942) [91] a ét¢é préparée
au départ d’un malt « Aurore ». Nous avons utilisé la méthode de
QUENSEL modifiée par SANDEGREN et coll. (1949) [92]. L’extrait chloruré
est précipité par le sulfate d’ammonium a 15 p. 100 en saturation, neu-
tralis¢ & pH 7 ; le précipité obtenu est purifié par plusieurs précipitations
successives au sulfate d’ammonium & 15, puis 7,5 p. 100 en saturation.
[l est enfin dialysé contre de 'eau distillée. Le précipité obtenu représente
la g-globuline et on la soumet & une hydrolyse acide.

L’hydrolysat de g-globuline est soumis & la chromatographie bidi-

3
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mensionnelle dans le systéme butanol /acide acétique et phénol (NH3
3 p. 100).

Le tableau II indique les proportions relatives des différents acides
aminés et la Fig. 3 le chromatogramme de I'hydrolysat de g-globuline.

BUTANOL- AcACETIQUE
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de l'hydrolysat de p-globuline
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La g-globuline est riche en leucine, acide glutamique et proline.
Il est intéressant de constater la richesse relative en dérivés de cystine
et de la rapprocher de la teneur élevée en soufre (1,94 p. 100, SANDEGREN,
1947) [93]. Nos résultats sont comparables & ceux de TroLLE (voir
JENSEN, 1951) [94].

II. — Brassage.

Historique. — Les protéines vraies du mout ne sont pas dialysables
el ont un poids moléculaire supérieur a 10.000 ou 15.000 (« true protein »
de Bisuop, 1944, 1951) [95] : elles représentent environ 1 p. 100 de
I'azote total du mout non houblonné. Elles ont été 1'objet de nombreux
travaux en raison de leur importance dans la stabilité colloidale de la
hiére. :

Une fraction, dite « globuline » non coagulable par la chaleur,
sensible au froid, est précipitée du mout au tiers de saturation en sulfate
d’ammonium (sans correction de pH). Elle a été étudiée par HarronG
(1937), Hopkins, AmMPHLETT et BERrRIDGE (1941, 1949) et JouNsTON
(1948) {96]. :

Une fraction, dite « albumine », coagulable par la chaleur, est
précipitée du mout saturé en sulfate d’ammonium. Elle a été étudiée
par Harroneg, Horkins et coll., Jonnston (loc. cit.).

QuexseL et SVEDBERG (1937) [97] ont préparé, a partir d’un mout,
une fraction précipitée par saturation en sulfate d’ammonium et I'ont
dialysée contre tampon chloruré & pH 7. Cette fraction a été soumise
a l'ultracentrifugation. Le diagramme de sédimentation est voisin de
celui obtenu & partir de I'extrait chloruré d’orge ; il montre que la frac-
tion est polydispersée et qu’elle a subi les effets de la protéolyse du
brassage.

Les quatre constituants de ’édestine de I’orge, définis par QUENSEL,
ont ¢té recherchés dans le mout par ultracentrifugation. La g-globuline
s’est révélée le seul constituant stable durant le brassage ; apres ébulli-
tion de deux heures, elle subit une dégradation (SAVERBORN et coll.
1944) [98] et les produits qui en résultent, d’un poids moléculaire de
30.000, contribuent & la formation du « trouble au froid » de la biére
(SANDEGREN, 1947) [99]. SANDEGREN (1949) [100] considére, en effet,
qu’il ne reste pratiquement plus de globulines vraies dans un moit apres
¢hullition et filtration ; pour cet auteur, sa fraction « albumine » non
dialysable, hydrosoluble, n’est pas constituée par I’albumine du malt ou
de l'orge, mais par des composés de poids moléculaires élevés (10 a
40.000) d’origines diverses. Il a ¢tudié cette fraction par polarographie
ou par ultracentrifugation (SANDEGREN, 1947 ; SANDEGREN et SAVERBORN,
1949) [101].

Il faut signaler enfin qu’il existe encore dans le mout des fractions
de poids moléculaire plus faible qui constituent la majeure partie de
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I’azote (60 p. 100 environ). Elles ont été tres peu étudiées jusqu’a présent
(Bisrop, 1949, 1951 ; Jounsrton, 1948) [102].

Résultats expérimentaux

Nous avons étudié les fractions protéiques non dialysables d’un
mout, en utilisant la technique d’électrophorese différentielle. e mout
a ¢té préleveé apres le stade de protéolyse a 600 € et n’a été ni houblonné,
ni bouilli.

Afin de pouvoir comparer nos résultats & ceux des travaux anté-
rieurs, nous avons eu recours aux techniques classiques de précipitation
au sulfate d’ammonium décrites dans les é¢tudes de Harroxa (1937) [103]
et de Jounsrtox (1948) [104].

Nous avons précipité du mout la fraction « albumines-globulines »
par saturation totale en sulfate d’ammonium puis débarrassé le précipité
du sulfate d’ammonium par dialyse sous pression, contre une solution
chlorurée sodique 0,2 M, tamponnée a pH 7 et fréquemment renou-
velée. Apres dialyse a pH 7, contre tampon phosphate, jusqu’a équilibre
ionique, la solution est soumise a I'électrophorése, en frontieres descen-
dantes (H = 2,16 v/em, I = 7,6 mA). Le diagramme d’électrophorese
montre, apreés trois-cent-quinze minutes de passage du courant, deux
fractions distinctes, de mobilité différente (Fig. 2 ¢). Le composant A’
le plus rapide, a une vitesse ¢ = 4. 10-5 cm/s/v /em ; il représente
37 p. 100 de la totalité du mélange. Le composant B’y est tres lent
(0,6. 10° em /s/v/ecm) et parait complexe. Quant au composant By,
qui a unc vitesse nulle, il représente certainement une fausse-frontiére.

I.e comportement électrophorétique de la fraction « albumines-
globulines » du mout, non houblonné, est donc comparable au com-
portement de la fraction correspondante de I'orge (Fig. 2 ¢ et Fig. 2 a).
Le composant A’ a diminué trés nettement et c’est le composant By
de vitesse trés lente, qui est devenu le constituant principal apres le
hrassage (Tableau III). La mobilité de A’ a diminué¢ également ; mais
cette variation peut aussi s’expliquer par un effet retardateur da a
I'importance de B’y (voir p. 35).

En vue de préeiser la nature de ces divers constituants, nous avons
alors, a partir du mout précédemment étudié, séparé successivement
les précipités suivants :

« Relargages » successifs du mout

— Précipité obtenu par saturation au tiers . . . (Fig. 4 n° 2)
~— Puis, sur la phase liquide restante : précipité
obtenu par saturation au demi . . . . . . (Fig. 4 n° 3)

— Enfin, sur la phase liquide restante : précipité
obtenu par saturation fotale . . . . . . . (Fig. 4 n° 4)
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Fig. 4. Diagrammes d’électrophorése de la fraction
« albumines-globulines » de mott non houblonné, a pH 7.8
(frontiéres descendantes).

1 — Fractions précipitées par saturation fofale en sulfate

d’ammonium.

2 — Iractions précipitées par saturation au tiers en sulfate
d’ammonium.

3 — Fractions précipitées par saluration au demi (apres

relargage au tiers).
4 — Fractions précipitées par saturation lofale (aprés relar-
gage au demi).



L)

Les précipités sont débarrassés du sulfate d’ammonium comme
précédemment. Les solutions sont dialysées contre tampon phosphate,
a pH 7.8 jusqu’a équilibre ionique.

Les électrophoreses ont été conduites avec une intensit¢ moyenne
de courant, de 4,2 mA, et enregistrées optiquement en frontiéres descen-
dantes. Apres trois cents minutes de passage du courant, les diagrammes
obtenus (Fig. 4) montrent la présence des composants A’, By, Ba.
Sur la Fig. 4 les traits fins verticaux matérialisent les points d’égale
vitesse de migration ¢lectrophorétique. Le Tableau IIT indique les
proportions relatives des fractions A’ et B® (= B’1t 4 B’p) dans’ ces
divers « relargages », ainsi que celles, a titre de comparaison, des frac-
tions A’ et B’ du précipité obtenu aprés saturation totale au sulfate
d’ammonium (Fig. 4, n° I).

TasLeau 111

Electrophorése de fractions azote-sel-soluble de mout

non houblonné

% e R R T S D
‘ F, Fraction A’ Fraction B’

MOUT apres le stade en p. 100 en p. 100 ‘

‘ a 600 C (=B 14 B o) |

!

’ 1. Saturation totale en sulfate d’am- [

| EOy 17301 U A - S 33 67 i

| g e o,

9% Bature™ s tiere . et E = e 68 ) 32 ‘

3. Saturé au demi apres relargage . .| 40,2 59,8 j

4. Saturé en totalité apreés relargage . 10,5 89,5 ‘

|

e composant B'q, de vitesse trés lente, devient le composant prin-
cipal apres le brassage.

Sur la Fig. 4, n° 2, la fraction A’ est de beaucoup la plus importante.
Par ses caractéres de précipitation, elle doit donc s’apparenter aux
globulines ; elle comprend probablement la g-globuline de QUENSEL
completement précipitée a 15 p. 100 de saturation en sulfate d’ammo-
nium et retrouvée intacte par ultracentrifugation dans le moit non
houblonné (SAvErBORN et coll., 1944) [105].

Sur la Fig. 4, n° 3, cette fraction A’ diminue nettement el sur
la Fig. 4, n° 4, elle devient insignifiante (Tableau III). Nous sommes
donc bien en présence d’une fraction protéique complexe, a caractere
de globuline.

Au contraire, la fraction B’y s’individualise et s’enrichit progres-
sivement au cours des « relargages » successifs ; son constituant principal
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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
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d’albumine ou de globuline, qui n’ont un sens bien précis que, seulement,
dans le cas de I'orge et du malt. Nous proposons de distinguer dans
le mouit deux fractions :

A. — Fraction azolée non dialysable (« water soluble non dialy-
sable nitrogen compounds » de SANDEGREN (1949) —
fraction « albumine » de SANDEGREN.) [108].

B. — Fraction azolée dialysable (polypeptides, acides aminés).

B. — FRACTION « GLUTELINE )»

Nous avons étudié¢ par chromatographie de partage sur papier,
les hydrolysats des diverses fractions protéiques, préparées suivant
les méthodes d’extraction de I'azote « glutéline » décrites précédemment.

Les extractions ont été réalisées a partir de farine d’orge « Aurore ».

Les chromatographies en deux dimensions ont été faites dans le
systeme butanol /acide acétique et phénol (NHg 3 p. 100).

19 Extraction selon la meéthode de CSON KA (1927) -BISHOP (1928) [109].

Apres avoir éliminé ’'azote-sel-soluble et I'azote-alcool-soluble sui-
vant la technique de Bisuor (bilan azoté, p. 16), nous avons extrail
I'azote « glutéline » et isolé deux fractions : la premiere contientl
10,08 p. 100 d’azote total et la seconde 9,13 p. 100. Apres hydrolyse
totale, la chromatographie en deux dimensions permet d’établir les
proportions relatives des amino-acides constituants.

TasLEau IV

Proportions relatives des amino-acides d'hydrolysats
de fractions « glutéline »

AMINO-ACIDES Fraction 1 Fraction 2
Acide aspartique ek R 1 1
Acide glutamique . . . . . .. . . 10 8
Sérine . . 5 A
Glycocolle 5 5
Thréonine 1 1
Alanine 3 3
Tyrosine . i 14/2
Valine . 4 3
Leucine 8 8
Phénylalanine. 5 5
Proline = +
Histidine 2 2
Lysine . 2 2
Arginine . . At 2 1/2
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Fig. 5. — Chromatogrammes semi-schématiques d’hydro-
lysats.

A — De glutéline.
B — d’a - glutéline.

La Fig. 5, A représente le chromatogramme semi-schématique
de I'hydrolysat de la fraction I.

On remarque que les [ractions | et II, extraites successivement,
ont la méme composition en acides aminés. Tous les amino-acides sont
représentés, mais il y a lieu de noter 'abondance en acide glutamique
et leucine (Scriax, 1949) [110] ; cette richesse est également retrouvée
dans la gluténine du blé (Bonner, 1950) [1711] et la glutéline du mais
(THomAs, 1946) |112]. Par contre, dans les fractions « glutéline » d’orge,
il y a relativement moins de tyrosine que dans le blé. Les dérivés de
la cystine n’ont pas été clairement mis en évidence. Le tryptophane,
sans doute présent comme dans les autres glutélines, n’a pu étre révélé
dans les chromatogrammes, car il est détruit par I'hydrolyse acide.

20 Extraction directe selon la méthode CSONKA el JONES (1929) [113].

Nous avons examiné I'«- et la B-glutéline prépardes directement
& partir de la farine d’orge « Aurore » (voir p. 21).

L a-glutéline contient 11.8 p. 100 d’azote total et la. g-glutéline
15,1 p. 100 d’azote total. La composition en acides aminés des hydro-
lysats de ces fractions est donnée dans le Tableau V, colonnes A et B.

La Fig. 5, B représente le chromatogramme de I’hydrolysat
d’z-gluléline. ; :
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A titre de comparaison, nous avons en outre isol¢, par la méme
méthode, une a-glutéline a partir de la méme farine préalablement
débarrassée de 'azote-sel-soluble et de 1'azote-alcool-soluble. ILa com-
position de I'hydrolysat est donnée dans le Tableau V, colonne C.

Nous retrouvons les mémes acides aminés, mais les dérivés de la
cystine sont nettement présents. Nous remarquons que "o et la
g-glutéline (colonnes A et B) sont pratiquement identiques et que
leur distinction, fondée sur des caractéres différents de précipitation,
semble bien arbitraire.

TasLEAU V

Proportions relatives des amino-acides d’hydrolysats
d'« et de 5 -glutéline

‘ (

| AMINO-ACIDES \ A \ 3 5 C {

} % -glutéline | & -glutéline | x -glutéline ‘

5 e ek e TR it T A | B |

l | | 1 @
Dérivés de cystine. ae il - ; —+ [ o J
Acide aspartique . . . . . .| 4 ; A ‘ 5 \
Acide glutamique . . . . . .| 15 3 15 : 25
Sehipeit o SR e s ST B A 8 ‘ 8 8 ‘
Glycocolle ‘ 8 | 8 8
Thréonine \ i ( 6 1 9
Valine P e 8 i 7 “ i ‘
(S e e ARG S L L £ 3 f 2 ‘ 1 |
Alanine. S e 10 10 8 l
Phényialanines o . v & e g 3 | 3 |
Beueing » o 772 ek v i 12 12 12 \
BEOHBE: S shand & Rty i -k ‘ - I~ \
Histidime sttt 2 a v 8 8 | 3 ‘
APRIIREY =% 20 S e 4 ‘ 6 4 l
ESinerpt o i f el e, 6 l 6 r 4 |

| |

D’autre part, comparées aux fractions isolées précédemment
(Tableau 1V, Fig. 5), elles sont ¢galement riches en acide glutamique
et leucine. La tencur en acides diaminés est légerement plus forte ; elle
s'accorde avec les analyses de Csonka et Joxus (1929) [114], bien que
la plus forte proportion d’arginine ne soit pas confirmée.

Enfin, la comparaison entre les «-glutélines (colonnes A et C),
extraites directement ou non, laisse apparaitre une grande analogie
dans les résultats ; on note simplement une plus grande richesse en
acide glutamique. L.e mode d’extraction n’a donc pas d’influence prépon-
dérante sur 'individualité de la fraction préparée. Nous pensons que
les différentes fractions protéiques isolées de ’azote « glutéline » de
I'orge sont tres voisines les unes des autres. Elles sont toutes carac-
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térisées par leur solubilité dans les acides ou bhases diluées, par leur
richesse en acide glutamique et leucine, et sont donc bien apparentées
a la gluténine du blé et aux glutélines du riz et du mais.

Comme nous l'avons montré dans le bilan azoté, la totalité de
I'azote « alcali-soluble » extrait n’est pas retrouvée a la fin des préci-
pitations. I.’azote non préeipité représente sans doute une autre fraction
protéique assimilable & une glutéline et peut-étre a une faible quantité
d’hordéine alcool-soluble.

L'examen de I'hydrolysat d’une fraction « glutéline » isolée du
malt, n’indique, en fin de germination, aucune modification notable
dans la composition en acides aminés.

En résumé, nous croyons que la fraction azote « glutéline » de
Bisuor (1928) [115], est plus complexe qu’on ne le pense généralement.
Son étude est rendue difficile en raison des caracteres trés particuliers
de solubilité qui peuvent entrainer, dans leur application au cours des
extractions, des modifications de structure qui ne seraient pas négli-
geables ; une communication orale du D Bisnorp nous I’a confirmé
pleinement.

Un travail systématique, qui ne laisse pas d’étre ingrat et difficile
serait indispensable ; il pourrait s’inspirer de travaux similaires réalisés
sur le blé ou le mais. Ainsi CoLvin et Mac Caria (1949) [176], ont
extrait le gluten du blé par des solutions de salicylate de sodium 0,1
ou 0,5 M ; les solutions de gluten, soumises & I’électrophorese, se sont
révélées homogeénes. D’autres agents d’extraction ont été essayés : par
exemple, 'acide formique 0,01 M, pour le « gluten » de riz et d’orge
(CunNinGHAM et ANDERsON, 1950) [1717] ; enfin des solutions d’agents
détergents (dodécylbenzéne-sodium-sulfonate, alkyl-bhenzéne-sodium-sul-
fonate) ont ét¢ employées avee suceés pour le gluten de blé (FostEr,
1949) [118] ou les protéines du mais (Foster, YaNG et Yur, 1950) [179].

(. — FRACTION « AZOTE-RESIDUEL »

Les extractions successives a froid par la polasse ou I'acide chlorhy-
drique n’extraient pas complétement I’azote de la farine d’orge. Dans
le culot final d’extraction, nous avons trouvé a 'analyse jusgu’a 0,84 p. 100
d’azote total, ce qui représente 36 p. 100 de 'azote total de la farine
étudiée. Nous avons appelé azote « résiduel », I'azote non extractible
par les solvants habituels.

L’hydrolysat d'un échantillon moyen de ce culot résiduel a été
examiné en chromatographie bi-dimensionnelle (Tableau V).
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Proportions relatives des amino-acides de 1'hydrolysat

d’'azote « résiduel »

AMINO-ACIDES

(343

Acide aspartique.
Acide glutamique
Sérine . L .
Glycocolle
Thréonine
Alanine

Tyrosine

Valine e
Phénylalanine .
Leucine

Acides aminés
Proline .
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On observe la plupart des acides aminés avee prépondérance d’acide
glutamique, de valine et de leucine.

Cette investigation sommaire nous renseigne peu sur cette fraction
protéique. Elle représente sans doute des protéines dénaturces, mais
également des protéides de structure mal connue (« native protein »,
« retained protein », Luca, 1949) [720], du cytoplasme cellulaire,

D. — FRACTION « HORDEINE »

Historigue.— OsporNE (1895), OspornE et CampBELL (1896) [121],
onl défini I'hordéine el la bynin, prolamines de 'orge et du malt. Pour
ces auteurs, la bynin qui contient 1 p. 100 de moins d’azote et 1 p. 100
en plus de carbone que I'hordéine, représente un protéide nouveau rem-
placant I"hordéine au cours de la germination.

En collaboration avec Giuert (1906), puis Crape (1907),
OsBORNE [122], a étudié la composition en amino-acides de I'hydrolysat
d’hordéine préparée selon la méthode décrite précédemment (p. 23).
Cet hydrolysat contient douze acides aminés et en particulier 36,35 p. 100
d’acide glutamique, 13,73 p. 100 de proline, 5,67 p. 100 de leucine
et 5,03 p. 100 de phénylalanine. OsBorNE et ses collaborateurs n’ont
pu mettre en évidence le glycocolle et la lysine.

I 'hordéine a continué¢ d’étre I'ohjet de nombreuses recherches en
raison du role important quielle joue au cours de la germination.



Successivement [Krarr (1910), Luers (1919, 1922) [123] et & leur
suite Bismop (1928) [724], ont combattu I'opinion d'OsBORNE el
CampPBELL, apres étude de la composition chimique de I’hydrolysat
d’hordéine et de bynin (azote ammoniacal, azote aminé, azote des
acides diaminés). Ils ont admis une similitude (Krart), puis une identité
de ces deux corps ; pour eux, I'hordéine du malt est le vestige de 1’hor-
déine de I'orge, non attaqué par la protéolyse durant la germination.
Il faut cependant noter des variations sensibles dans les résultats d’ana-
lyse de 'azote total, de I'azote ammoniacal, de P'acide glutamique par
exemple, d’un auteur & 'autre.

Taxkanasur et SHiranama (1927, 1931) [125] ont étudié parti-
culierement la [raction hordéine de l'orge au cours du stockage et de
la germination. En particulier, au maltage, la composition chimique
des hydrolysats varie lentement ; ’azote aminé et amidé croit tandis
que l'azote diaminé décroit. Pour ces auteurs, la « bynin » est une hor-
déine « dénaturée », apparaissant progressivement au cours de la germi-
nation ; elle est le résultat d’une évolution continue.

Des recherches ont été entreprises récemment sur ['hordéine de
I'orge. QUENSEL et SVEDBERG (1937) [7126] ont montré que I’hordéine
est monodispersée a 'ultracentrifugation ; son poids moléculaire est
de 27.500.

Par contre, Warris (1950, 1951) [127] n’a pu isoler, partant de
solutions d’hordéine dans le dioxane aqueux, de fraction pure & caractéres
hien définis; il a mis en évidence I'hétérogeénéité de 1'hordéine (au moins
gquatre constituants) par ’é¢tude des caracteres de solubilité et a con-
firmé nos résultats (BiserTe et Scrisan, 1950, «, b) |128].

Au brassage, le frouble fin (Kiihltrub)a été'objet d’interprétations tres
diverses. Luers et coll. (1924, 1949, a) [129] I'apparentent aux produits
résnltant de la dégradation de I’hordéine ; Harronag (1937) [130] 'assi-
mile par contre a sa « globulose », produit de dédoublement de la globu-
line associée au tannin ; Vax Laer (1942) [131] y voit un complexe
de I’hordé¢ine avec le tannin du houblon. Enfin, Jonxston (1948,
1950) [132] décele dans la fraction protéique du trouble fin, 50 p. 100
de protéine O et 50 p. 100 de protéine T et (. Dans une étude préli-
minaire (ScriBan, 1950) [Z33] nous avons montré que la fraction
alcool-soluble du trouble fin était constituée partiellement d’une subs-
tance protéique analogue, sinon identique, a4 1’hordéine. J

Résultats expérimentaux

I. — Orge et malt.

Des fractions d’hordéine d’orge « Aurore » ont ¢té préparées a partir
de I'orge non germée, de 'orge aux cinquiéme et huitiéme jours de germi-
nation, et enfin, aprés touraillage, avec le malt dégermé.
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Etude chromatographique
Les hydrolysats de ces fractions onl ¢té soumis a la chromatographie
bi-dimensionnelle dans le systeme butanol /acide acétique et phénol
(NH3 3 p. 100).
Lie Tableau VII donne la composition en amino-acides des hydro-
lysats d’hordéine correspondant aux échantillons définis antérieurement.

TasrLeau VII

Proportions relatives des amino-acides des hydrolysats d'hordéine

\
| AMINO-ACIDE; } Orge ) Orge |  Malt |
l ‘ Aurore Huitiéme jour|  Aurore j

| | |

Dérivés de cystine. 3 1 | 1 \

Acide aspartique | 5 ! 2 ‘ A ‘

| Acide glutamlquv : i‘ 30 30 ‘ 30 ‘
Sérine ; | 6 6 ] 6 i

‘ Glycocolle ‘ 6 4 ‘ 6 ‘
| Thréonine ‘ b ) Bt
Alanine. | 6 5 | 7 ‘

’ Tyrosine . ARl et 2 ) 1 4 ;
Valine . . R T R UEE R 7 7 1 8 "

] Pheny]a]mnm ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘
| Leucine ; 10 i 10 ‘ 10 ‘
| Proline ‘ abondante ‘ .lbOllddﬂt(‘ - abondante |
| Histidine . | 4 |
‘ Lysine | ‘ 4 3 ‘
| Arginine ; 2 1 5 |
e T 7 o B e R R T B D e S R G N TN i

LLa Fig 6 représente le chromatogramme semi-schématiquée d'un
hydrolysat d’hordéine d’orge.

Le tryptophane détruit & I’hydrolyse acide n’a pu étre mis en évidence.

Lla chromatographie uni-dimensionnelle dans I'alcool benzylique

nous a permis de séparer la méthionine (Rr = 0,17) et la valine
(Rr = 0,11) confondues dans le systeme de solvants précédents ; de
méme, nous avons séparé l'isoleucine (Rr = 0,18) de la leucine

(Re = 0,2D).

Les analyses chromatographiques complétent celles que nous avions
provisoirement présentées (BiserTeE et ScriBan, 1949) [134]; elles
se différencient nettement des résultats préliminaires obtenus en chroma-
tographie uni-dimensionnelle par Kent et MacHeBoEur (1949) [135].

Si nous comparons nos résultats a ceux d’OsBorNE et CrLapp
(1907) [136], nous confirmons I’absence d’hydroxyproline et la richesse
en acide glutamique, proline et leucine — caractéristique des prolamines
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(OsBORNE, 1924) | 137] — par contre, nous mettons en évidence la présence

de glycocolle, de thréonine, de méthionine, d’acide aspartique, de sérine
et de lysine. :
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Fig. 6. — Chromatogramme semi-schématique d’hordéine d’orge.

Les résultats du Tableau VII laissent entrevoir la stabilité relative
de la composition en amino-acides de I’hordéine au cours du maltage,
bien que cette fraction soit ’objet d’une protéolyse intense. 11 est possible
que ce fait soit expliqué par une structure moléculaire semblable a celle
de la zéine (LaiNg, 1944) [138], c’est-a-dire 'existence de deux chaines
identiques, paralleles, liées par des groupes — S-S — se clivant par
groupes équivalents sous l'action des enzymes.

Il était intéressant de comparer le comportement de I'hordéine
de l'orge a celui de la gliadine de blé et de la zéine du mais, pendanl
la germination. Des échantillons de blé et de mais ont donc été germés
pendant huit jours et nous en avons extrait alors la gliadine et la zéine,

Nous avons préparé ces prolamines par la méthode d’Osporni
et Crapp & partir d’échantillons bruts et germés (extraction par I’alcool
a 70c¢, précipitation dans I'eau distillée, reprise dans I’alcool a 70¢
pour la gliadine et & 92¢ pour la zéine (OsBorNE, 1924) [139].

Echantillons éludiés

Gliadine. — Blé non germé : 16,5 p. 100 d’'azote total.
— BIlé huitiéme jour : 14,09 p. 100 —



Bl

Zéine : —— Mais non germé : 12,8 p. 100 d’azote total.
—— Mais huitiéme jour : 12,2 p. 100
Les hydrolysats de chaque échantillon ont été examinés en chroma-
tographie bi-dimensionnelle.
l.e Tableau VIII représente la composition en amino-acides des
différents hydrolysats.

TasrLEau VIII

Proportions relatives des amino-acides d'hydrolysats
de gliadines et de zéines :

Gliadine Zéine
AMINO-ACIDES Gliadine | huitiéeme | Zéine huitiéme
jour jour
Dérivés de cystine 2 1
Acide aspartique & E o 4 6 8 8
Acide glutamique . . . . . . . 20 20 20 20
BEPIION Sos ol 0t ‘ 8 10 10 15
Glycocolle 8 10 8 8
Thréonine e ok L il 4 3 6 5
ATAIINEY s 2 h L B s S e 7 6 10 10
Tyrosine ‘ 2 3 4 5
Valine ey 8 8 8 10
Phénylalanine . o s Ay 3 3 A 5
T AR R R S A SRR 15 20 18
ProlineatTn i T ettt ol . abond., abond. abond. abond.
Flastidine Lo i o e G A aan e Te 4 5 3 4
W T G AR TR o £ R PSR 2 2 ) 1
Arehing 0 a T T S ] 2 5 3 4
]

Dans la zéine du mais non germé, il y a plus d’acide aspartique,
d’alanine et de tyrosine que dans la gliadine du blé ; par contre, en com-
parant ces prolamines avec I’hordéine (Tableau VII), on remarque
qu’elles sont plus pauvres en acide glutamique. Ces observations sont
conformes aux analyses données par Taomas (1946) et Bonner (1950)
[240].

Enfin, la germination n’apporte vraiment aucune modification
notable dans la composition en amino-acides de ces trois prolamines :
hordéine, gliadine et zéine. Comme nous le disions précédemment, leurs '
structures moléculaires doivent étre assez régulieres et voisines l'une
de 1'autre (LaiNe, loc. cit.). )

La richesse de I’hordéine en acide glutamique nous a incité & suivre
I'évolution du taux de cet amino-acide au cours de la germination.

I.a collaboration de R. OsTEUX nous a permis de doser 'acide L (+)



glutamique par la méthode de GaLe (1945) [141], dont voici le principe :
on mesure a U'appareil de Warburg la quantité de COy dégagé par la
glutamo-décarboxylase de Clostridium Welchii SR 12, type A agissant
sur 'acide glutamique, a pH 4,5 et a 37,50 C. 100 mg d’hordéine sont
hydrolysés en présence de 3 ml d’acide chlorhydrique pur pendant
sept heures, a 1350 C ; le filtrat est repris dans 20 ml et on effectuc le
dosage avee le dispositif de Warburg sur 1 ml ; on dose également I'azote
total de I'hydrolysat (Osteux, 1951) [742].

l.e Tableau IX présente les résultats obtenus sur les échantillons
d’orge « Aurore » soumis au maltage ; nous avons calculé le rapport

N de l'acide glutamique

N. total de I’hordéine

Nous avons mentionné a la fin du Tableau, a titre de comparaison,
les résultats anciens d’OsBorNE et Crapp (1907) [143] et ceux de
Krart (1910) [144] sur I’hordéine de 'orge ou du malt.

TaBrLeEaU IX

Composition en acide glutamique d'hydrolysats d'hordéine

ECHANTILLONS | en p. 100 | hydro- gluta- gluta-  |——
3 lysat | mique mique | NT

! | 1 v
I NT ’ NT Acide || N Acide N ac. glut,
|
i
1

en p. 100 | en p. 100 [hordéine J

\
4
Orge « Aurore ». . . . . .| 17,07 | 124 28,76 2,74 0,160
Orge cinquiéme jour . J 14,4 [eeat58 25,28 2,41 0,167
Orge huitieme jour i 15,6 12,43 28,48 2.71 ) 0,174
§ Malt « Aurore » . | 16,8 13 34,12 | 3,24 0,193
Osborne ct Clapp (1907) Orge.| 17,21 | 36,35 3,46 ‘ 0,201
; Orge 16,7 32,9 3,43 | 0487
| Kraft (1910) . ——
) Malt . y 14,2 28,04 2,67 ] 0,188 |

|

I’examen des résultats d’analyses est trés intéressant. Malgré les
variations appréciables des taux d’azote total et d’acide glutamique,
N ac. glutamique
le rapport —— reste du méme ordre de grandeur ;
NT de I’hordéine
mais dans notre série continue d’échantillons, ce rapport croit légerement

4




durant le maltage. Pour Takanasur et Surranama (1931) [145], le
taux d’amino-acides dicarboxyliques de I'hordéine croit au détriment
des acides diaminés au cours du métabolisme de la germination. Cette
interprétation semble au moins justifiée pour les variations positives
de I’acide glutamique que nous avons décrites. Ces variations trop faibles
ne peuvent évidemment étre observées sur les chromatogrammes.

Etude électrophorétique

Cette étude s’est révélée difficile en raison des caractéres trés parti-
culiers de solubilité des prolamines. Nous nous sommes inspirés de tra-
vaux modernes sur la gliadine du blé (Scuwert et coll., 1944 ; Laws
et France, 1948) [146] et sur la zéine (ScavLLet, 1947) |147].

Le tampon acide acétique —— acétate de sodium, de pH 3,5 et de
force ionique 0,01 (ScuwerT, loc. cit.) ne nous a pas donné satisfaction.
D’autre part, des mélanges acide acétique /éthanol & différentes concen-
trations et & pH 3,5 ont conduit a des diagrammes anormaux et non
interprétables, par suite probablement des variations de température
de la solution pendant le passage du courant.

Nous avons finalement obtenu les meilleurs résultats avee 1'acide
acétique M /1 ou 2/3 M a pH 2,4 ou 2,5. On dissout 300 mg d’hordéine
dans 5 ml d’acide acétique et on dialyse quarante-huit heures contre
de l'acide de méme molarité jusqu’a équilibre ionique (BiserTe et
Scrisan, 1950, a) [148].

Les électrophoreses ont été conduites en frontieres ascendantes
et descendantes & pH 2,5.

Frontiéres ascendantes. —

Les enrcgistrements photographiques ont été fails apreés quarante-
cing minutes de passage du courant. Voici les intensités du courant
relatives & chaque échantillon : orge : 2,8 mA - orge cinquiéme jour :
2,2 mA — orge huitiéme jour : 2,9 mA — malt : 2,2 mA.

Sur les diagrammes d’électrophorése (Fig. 7) on distingue au moins
cinq groupes distincts de composants a, b, ¢, d, e. Le Tableau X présente
les proportions relatives des principaux composants.
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L,

edc b a

e

d’hordéines

edc b a edc b a

—_—— —_— —_—

Eig. 7. Diagrammes  d’électrophorése
(fronliéres ascendantes).

A Orge « Aurore ».
B Orge au cinquiéme jour de germination.
G Orge au huitiéme jour de germination.
D Malt « Aurore ».

TaBLEAU

X

Electrophorése de fractions « hordéine » au maltage

" (Frontiéres

ascendantes)

\ ECHANTILLONS

] Orge

T

« Aurore » (Fig.

| Orge cinquieme jour (Fig. 7

-—_—_

}; Orge huitiéme jour (Fig. 7 C)
i Malt « Aurore » (Fig. 7 D)

‘ b ‘ ¢ ‘ ¢+ d | ¢
|5p. 100 | p. 1060 | p. 30 |-
‘ i e d

NS R L i s

| v \
s 306 | 2 | 598 45 |

B) .| 298 32,8°0 | / 56 59,5

- | = |
1™ 23% " 39 59.5 65,5 17

| | fo A

| 42,8 | 29 | 4335 BT |

| |

{ ‘ ‘ {

Les composants b et ¢ sont eux-mémes hétérogenes.

Frontieres descendantes.

Des échantillons d’hordéine

d’orge et de malt «

Aurore » ont été



LA A

également soumis & I'électrophorése différentielle, a pH 2.5 en frontiéeres
descendantes.

Conditions expérimentales

— Orge « Aurore » : H = 4,55 v/jem I = 1,6 mA.
__ Malt « Aurore » : H = 4,32 v/em 'I = 4,2-mA.

L.’hétérogénéité électrophorétique de I'hordéine apparait sur les
diagrammes d’électrophorese de la Fig. §&.

A = Orge « Aurore » aprés cent-quatre-vingt minutes de passage
du courant ;

B — Malt « Aurore » apres deux-cent-quarante minutes de pas-
sage du courant.

On distingue au moins cinq groupes de composants [, u, v, x, y.
Les composants {, u, y, sont hétérogeénes.

Le Tableau XI présente les vitesses électrophorétiques des différents
composants et leurs proportions relatives.

Les diagrammes en frontieres ascendantes (Fig. 7) et en frontiéres
descendantes (Fig. 8) présentent une grande analogie, mais en raison
des conditions expérimentales différentes, nous n’établirons aucune
correspondance entre les divers composants électrophorétiques.

LU X Y

Fig. 8. — Diagrammes d’électrophorése d’hordéines
(frontiéres descendantes),

A — Orge « Aurore »
B - Malt « Aurore ».
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TasrLeau XI

Electrophorése de fractions « hordéine » au maltage

(Frontiéres descendantes)

| ECHANTILLONS t y u ' X y
i Mobilité ! ‘
Orge 7,37 5,85 4,06 3,3 0,8 7
| 10-3 ¢m /s /v /em.
|
| Fig. p. 100. t+ u= v +x.=
‘ 8 A 73,1 18,3 8,5
1 Mobilité.
\ Malt 72 |6 4 32 | 0,58
10-> em/s/v/cm. 1
‘ Fig. p. 100. t -+ u = Vs
‘ 8 B 73 18,5 8,3

[’examen du Tableau XI montre que la protéolyse du maltage
n’a pas d’influence sur la mobilité électrophorétique des différents com-
posants.

En frontieres ascendantes, les variations sont les plus sensibles
pour les constituants principaux ¢ et d; ici, en frontiéres descendantes
dans des conditions expérimentales différentes, il ne nous est pas possible
de mettre en évidence des variations analogues dans la fraction com-
plexe (.

Discussion des résultats.

Dans cette série d’expériences, il apparait tout d’abord un fait
nouveau : I’hétérogénéité électrophorétique de I'hordéine. Cette cons-
tatation (BiserTE et ScriBan, 1950) [749], vient compléter celles de
ScHWERT et de ScaLLET sur la gliadine et la zéine ; les trois prolamines
du blé, du majs et de 'orge sont toutes trois électrophorétiquement
hétérogénes.

Un comportement particulier de I’hordéine se manifeste cependant ;
elle est la seule prolamine monodispersée a ['ultracentrifugation
(QuENSEL et SVEDBERG, 1937) [150] alors que la gliadine (Krescr et
SVEDBERG, 1935) [151] et la zéine (WaTsox et coll., 1936) [152] sont
polydispersées. 11 est possible que les constituants de I’hordéine aient
tous un poids moléculaire treés voisin de 27.500 et ne puissent étre dis-
Lingués a l'ultracentrifugation.
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Nous observons d’autre part au maltage une évolution continue
des cinq constituants électrophorétiques a, b, ¢, d, e, en fronticres ascen-
dantes ; cette évolution est trés nette pour les constituants ¢ et d
(Tableau X) qui sont modifiés sensiblement au cours de la germination.
Le touraillage, en particulier la protéolyse vers 40° C au « premier
plateau » de la touraille, semble atteindre profondément le compor-
tement électrophorétique de 1’hordéine. Cette évolution lente et con-
tinue est en faveur de la these de Takaumasut (1931) [Z53]. 11 faut noter
que la mobilité des divers composants électrophorétiques ne se modifie
pas au cours du maltage.

11 est enfin intéressant de regrouper différentes observations. On
sait que les prolamines, substances protéiques de réserve des grains
de céreéales, sont pour la plus grande part localisées dans I'assise pro-
téique du grain, riche en cellules a4 aleurone. Ces substances azotées
contribuent, avec les globulines, a la formation de la matiére protéique
fondamentale des grains d’aleurone (GUILLIERMOND ¢t MANGENOT,
1941) [154]. Des recherches cytochimiques récentes de ExceL et
Heins (1947) |155], ont montré que la protéinase et les dipeptidases
de l'orge sont localisées principalement dans la couche a aleurone et
un peu dans le subaleurone ; I’endosperme ne contient qu’une infime
quantité d’enzymes protéolytiques.

On comprend ainsi la dégradation enzymatique intense et rapide
que subit I’hordéine dans cette assise du grain et les modifications pro-
fondes au maltage, mises en relief par I'électrophorese différentielle.

[’analyse chromatographique sera un précieux instrument d’inves-
tigation dans I'étude des amino-acides libérés de I'hordéine, par la
protéolyse de la germination.

II. — Troubles au brassage.

Nous avons abordé I'é¢tude du « gros trouble » et du « trouble fin »
en dirigeant particulierement nos recherches sur la fraction azote-alcool-
soluble et la fraction azote-résiduel.

« Gros Trouble »

e gros trouble (Heisstrub) ou « trouble grossier » est assimilé hahi-
tuellement a4 un complexe albumine-tannin (Vax Laer, 1942) [156].
Luers et WiepeManN (1924) [167] Pont ¢tudié comparativement au
trouble fin. Le gros trouble étudié contenait 10,15 p. 100 m.s. d’azote
total et ils ont dosé les différentes formes d’azote a l'appareil de
Van SLykk ; ils concluent que le gros trouble se distingue nettement
du trouble fin, mais qu’il est impossible de 'apparenter & une protéine
définie du malt. Jounston (1948) [758] a trouvé 9 p. 100 d’azote total
et 13 p. 100 de résine de houblon dans le gros trouble. Dans la fraction
protéique, il a retrouvé sa protéine O ou « oxyprotéine » provenant de
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la protéine C, a caractéres d’albumine, oxydée au cours du refroidis-
sement du mout.

Nous avons prélevé les échantillons de gros trouble au bac refroi-
dissoir, juste a la fin de la réfrigération du modat. L’échantillon étudié
contient 6,15 p. 100 d’azote total. Il est débarrassé de 1’azote-sel-soluble
par trois extractions successives au chlorure de sodium M /1, tamponné
a pH 7. Le résidu est alors soumis & trois extractions a froid par I’alcool
éthylique a 70c. L’extrait concentré sous pression réduite a 500 C est
précipité dans I'eau distillée glacée. Apres décantation, le précipité
est centrifugé, dissous dans un peu d’alcool & 70¢ et précipité de nou-
veau dans I'alcool absolu glacé. Aprés centrifugation, il est lavé a I’alcool
absolu, puis & I’éther, et desséché au dessicateur (méthode d’OsBORNE
et Crapp, 1907) [159]. On obtient une fraction alcool-soluble pauvre
en azote (3,08 p. 100 m.s. d’azote total).

Le résidu solide des extractions alcooliques, desséché sous vide,
contient 10,2 p. 100 m.s. d’azote total. Il représente la fraction la plus
riche en azote que nous avons dénommée « azote-résiduel ».

Le gros trouble brut, la fraction alcool-soluble et la fraction rési-
duelle ont subi I'hydrolyse totale par I’acide chlorhydrique. Les hydro-
lysats ont été soumis & la chromatographie bi-dimensionnelle dans le
systeme butanol-acide acétique et phénol (NHg). Le Tableau XI1 donne
la liste des acides aminés trouvés dans les trois fractions avec leurs
proportions relatives (Fig. 9, B, C).

BUTANOL- Ac ACET IQUE

PHENOL (NH,)

ALA TYR

@VAL
Oone”
PRO

LEU

Fig. 9. — Chromatogrammes semi-schématiques d’hydrolysats
de « gros trouble ».

B~ Fraction alcool-soluble.
C - Fraction résiduelle.
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[’examen des chromatogrammes montre la richesse relative de
la fraction alcool-soluble du gros trouble en acide glutamique, proline,
leucine et tyrosine, et son analogie avec les chromatogrammes d’hordéine
pure. Cette fraction contient 1,16 p. 100 en poids sec d’acide glutamique ;
en raison de la pauvreté de cette fraction en azote total, il est difficile
d’interpréter convenablement ce résultat.

TaBLEaUu XII

Proportions relatives des amino-acides d'hydrolysats

de « gros trouble »

A(?) B C

AMINO-ACIDES Trouble Fraction Fraction

brut alcool soluble résiduelle
Dérivés de cystine. . . . . . 4 4 5
Acide ' aspartique . . . .. . 8 7 7
Acide glutamique . . . . . . 20 40 20
SEENBL St wal Ll e 10 10 10
Giyepeollens i eyl et e 10 10 10
IERBGONAIIE T o i et 8 & 8
AdanInes S 10 10 10
Pyrosine o w2 s e 6 12 9
VTG o o b o o v s T 6 12 8
Phenylalanine . = o s & e 15 15 6
Feacthe s e B n i oL e G 18 20) 20

Proline . . . . . . . . . .| abondante |trés abondante| abondante

Histidine . e o o A 6 6 ‘

YRR ~{vs (T4 ax SRR 6 8 8
Arginine 4 10 10

(1) Etant donné les variations de la teneur en azote. les chiffres ne

peuvent étre ici comparés que dans une meéme colonne.

Nous avons soumis cette fraction alcool-soluble du gros trouble
a D'électrophorese différentielle selon une technique jugée satistaisante
dans I'étude de I’hordéine. 1500 mg sont dissous dans 5 ml d’acide acé-
tique M /1 et dialysés quarante-huit heures contre de 'acide de méme
molarité jusqu'a équilibre ionique. [L’électrophoreése est conduite a
pH 2,5 sous un potentiel de 400 V et une intensité moyenne de courant
de 2,9 mA ; I'enregistrement photographique a lieu en frontieres descen-
dantes. Le diagramme d’électrophorese apreés quatre-vingt-dix minutes
de passage du courant (Fig. 710) montre I'hétérogénéité électrophorétique
de Ja fraction alcool-soluble du « gros trouble » ; elle présente un cons-



tituant & vitesse de migration plus lente. [ est délicat d’interpréter
ce diagramme d’électrophoreése en raison de la pauvreté en azote de
cette fraction du « gros trouble » et de la présence probable de consti-
tuants non protéiques de poids moléculaire élevé, apparentés aux
tannins ; en effet, un chromatogramme en une dimension dans le sys-
teme butanol /acide acétique a montré la présence d'acide gallique.

S

Fig. 10. — Diagramme d’électrophorése de la fraction
alcool-soluble du « gros trouble » (frontiéres descendantes ).

Il est possible que la fraction alcool-soluble du « gros trouble »
soit constituée partiellement par des éléments correspondants du trouble
fin, qui sont adsorbés pendant le refroidissement par le gros trouble
et ne font pas partie intégrante de celui-ci.

La fraction azote-résiduel, beaucoup plus riche en azote (63 p. 100
de matiéres protéiques) est riche en acide glutamique, leucine, alanine
el glycocolle (Tableau X1I, C et Fig. 9 C). Comme L.uErs et WIEDEMANN
(1924) {160}, i1 nous a été impossible de I'assimiler & une protéine définic
du malt. Elle semble donc constituée d’une protéine dénaturée, dérivant
probablement de I'albumine du malt coagulée en partie lors de I'ébul-
lition en chaudicre. Elle est analogue a la protéine O du mout que
Jonnston (1948) [161] a retrouvée dans le gros trouble.

« Trouble fin »

A la sortie du réfrigérant Baudelot. le mout est centrifugé en enceinte
refroidie 4 la vitesse de 6.000 tours /minute. Le trouble fin recueilli
est ensuite I'objet d’'un traitement identique a celui décrit plus haut
pour le « gros trouble ».

LLa fraction azote-alcool-soluble du trouble fin contient 14,4 p. 100 m.s
d’azate total et la fraction azote-résiduel 14 p. 100 m.s. d’azote total.
D’autres essais ont donné¢ par exemple 16 p. 100 d’azote total pour la
premiere fraction et 12,2 p. 100 pour la seconde. A I'opposé de celle
du « gros trouble », la fraction alcool-soluble du trouble fin est tres
riche en azote (nous avons trouveé de 85 & 100 p. 100 de mat. protéique
dans les échantillons).
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L’hydrolysat total de ces fractions est soumis a I'analyse chroma-
tographique en deux dimensions, toujours dans le méme systeme de

solvants (Fig. 11, A, B). Le Tableau XIII résume les résultats.

BUTANOL-Ac ACETIQUE

Q N
.@ASF’ (A

| ¢

cvS
@ GLU
SER@
GLY

ALA@ @TVR
His@ s
(29 VA
LYSO VAL 5 @
ARGO -
( )qu LEU

PHENOL (NH,)

IYig. 11. — Chromatogrammes semi-schématiques d’hydro-
lysats de « Lrouble fin ».

A~ Fraction azote alcool-soluble.

B~ Fraction résiduelle.

TasrLeau XIII

Proportions relatives des amino-acides d'hydrolysats
de « trouble fin »

’ A Y B \
AMINO-ACIDES Fraction Azote- Fraction Azote |
alcool-soluble | résiduel i
Dérivés de cystine 1 { |
Acide aspartique Al 5 10 ;
Acide glutamique . % ... .. TS 30 25 |
Sérine 7 12 l
Glycocolle e B st e 6 15 }
S L R R e R e e 1 3
Alanine : : 3 12 T
Tyrosine . 5 3 |
Valine . 6 12 |
Phénylalanine. R S 5 9 {
2 1 e Sl LR 10 9
Brotitie ast i ot A e i S LSRR, abondante abondante |
pRitidineu T e Tan i dd ERT v A Rt El 1 5 ‘
Lysine . 1 6 i
Arginine, o ol Ul e ] 2 6 !

‘ (1) Itant donné les variations de la teneur en azote, les chiffres ne |
| - - & v a 1
peuvent étre ici comparés que dans une méme colonne. ‘
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La fraction alcool-soluble du trouble fin est riche en acide gluta-
mique, tyrosine, leucine et proline. Comme nous Pavions décrit dans
une note préliminaire (Scripan, 1950) [162], I'analogic des chromato-
grammes de cette fraction du trouble fin et de ceux de I'hordéine, dans
leur composition et dans Dintensité relative des différentes taches
d’amino-acides, est remarquable (comparer Tableau VII, Fig. 6 el
Tableau XIII, A et Fig. 17, A).

<« T
Fig. 12. — Diagrammes d’électrophorese de la fraction

azote alcool-soluble du « trouble fin ».

La proportion d’acide glutamique, déterminée par la méthode
de Gare, dans la Iraction alcool-soluble du « trouble-fin » est de
26,3 p. 100 du poids sec ; le rapport :

N ac. glutamique

N total Trouble
2,51 .
est égal & ———— soit 0,174. Le taux relativement élevé~d’acide
14,4
glutamique et la valeur de ce rapport concordent parfaitement avec
les résultats de dosages effectués sur les hordéines pures d’orge et de
malt (Tableau IX). Ces résultals complétent ceux des analyses de
Luers (1922, et coll., 1924) [163] et confirment la grande similitude
de la fraction alcool-soluble du trouble fin et de la prolamine de I’orge
ou du malt.

Nous avons essaye de compléter cette étude comparée du trouble
fin et de I’hordéine en utilisant la technique d’électrophorése qui nous
avait révélé d’une part U'hétérogénéité de Uhordéine ; dautre part
son évolution électrophorétique au cours de la germination.

Par une technique identique a celle décrite précédemment pour
le « gros trouble », 'examen électrophorétique en fronticres ascendantes
el descendantes de la fraction alcool-soluble du trouble fin a été réalisé ;
la Fig. 12 présente les deux diagrammes d’¢lectrophorese (aprés quatre-
vingt-dix minutes de passage courant, 1 = 3,6 mA en fr. desc.).

Cette fraction est électrophorétiquement hétérogene, comme 1'hor-
déine, dont on retrouve au minimum les cing constituants en frontiéres
ascendantes. Une comparaison rigoureuse avec les diagrammes d’hor-
déine d'orge ou de malt est évidemment délicate ; Lloutelois, quand
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on examine la série compléte des diagrammes d’électrophorese (Fig. 7
et 12), depuis l'orge jusqu’au trouble fin, en passant par l'orge en
germination et le malt, on est convaincu de I'évolution électrophorétique
constante de cette fraction protéique alcool-soluble. Elle semble étre
I’objet de modifications profondes de structure, aussi bien au maltage
qu’au brassage, tout en conservant une certaine stabilité dans sa com-
position en amino-acides.

La fraction azole-résiduel est riche également en acide glutamique
et en outre en acide aspartique, sérine, glycocolle. 11 est difficile de la
rapprocher d'une protéine déterminée du malt. Lorsqu’on considere
sa composition en acides aminés, elle apparait comme un mélange
protéique plus ou moins dénaturé, dégradé au brassage, et provenant
en grande partie soit d’une globuline (Protéine T. de JonnsTON), soil
aussi d’une glutéline ou de I"hordéine.

L. — AMINO-ACIDES

(Fraction I, voir schéma p. 21)
[. — Au maltage. ‘

Nous avons suivi I'évolution des acides aminés libres d’une orge
« Aurore », au cours de son maltage, réalisé dans les conditions indus-
trielles par les Malteries Franco-Belges, & Prouvy (1). Des échantillons
ont été prélevés aux premier, troisieme, quatriéme, cinquieme, sixieme
el huitieme jours de germination apres touraillage et dégermage. Les
échantillons ont été conservés a une température de —— 200 C pour
éviter toute altération et arréter le processus de germination. Nous
avons ¢galement étudié les radicelles obtenues apres dégermage du malt.

[’extraction et le fractionnement des amino-acides et des polypep-
tides ont été conduits selon la méthode exposée précédemment (p. 20).
Les analyses chromatographiques des fractions I ont été réalisées dans
le systéeme habituel, butanol /acide acétique et phénol (NHgz 3 p. 100).

Le Tableau XIV et les chromatogrammes semi-schématiques de
la Fig. 14 récapitulent la composition en amino-acides des échantillons
d’orge « Aurore » aux différents stades du maltage.

Orge « Aurore )»

Avant maltage, nous trouvons dans une orge (Fig. 13, A) la plupart
des amino-acides. .a méthode de fractionnement que nous avons employée
nous a permis de compléter largement nos premiers résultats (BISErRTE
et Scrian, 1949) [164].

(1) Nous remercions vivement M. CouvmReur, Directeur de I'usine de Prouvy,
des Malteries Franco-Belges, pour sa bienveillante hospitalité, ainsi que M. Simon,
Chef de Fabrication, qui a veillé particuliérement a la conduite du maltage des
couches en cours d’étude.
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TasLEAU  XIV

Proportions relatives des amino-acides libres de dialysats
d’échantillons d'orge « Aurore »
aux différents stades du maltage

T

AMINO-ACIDES Orge | 1T jour |3me jour|/5me jour/6me jour(8me jour| Malt !
ou |
DERIVES e
Fig. 13 A|Fig. 13 B|Fig. 13 C|Fig. 13 D Fig. 13 E|Fig. 13 F
Dérivés de cystine 1 2 ? ? { 2 1
Acide aspartique 2 1 A 6 5 2 6
Acide glutamique . : 8 2 3 6 6 8
Acide « -aminoadipique . +
Sérine iesd g 5 2 3 6 6 5 4
Glycocolle 9 2 3 6 6 5 B
Thréonine 3 1 2 3 4 5 2l
Alanine SRR 10 8 12 12 10 12 g b
Pyrosine: iy ik b 1 2 2 3 3 3 e
N Al et il v Syl 6 3 9 10 10 10 9. %
Tryptophane s Eeig + =+ - -+ ‘
Phénylalanine . . . . . 5 1 3 5 5 5 D RN
Jabyiciivest ' s T T b DG 8 5 10 14 10 10 7
Acide y -aminobutyrique 9 4 4 8 10 12 7
Proline. . . . . . .. .| présente -+ abond. |[tr. abond| abond. | abond. | abond.
Histling & LT 3 1 1 s 4 5 3
Lysine . 2 3 5 G 8 9 A
Arginine . 2 1 1 At 3 5 3
Asparagine . 2 ? 1 2 3 5 1
Glutamine SRV ? ? ? 2 s 3 5 1
Méthionine o . 20 oo 2 - + + | 4+ 4
I Ly R SR 1 | ? % 1 ' ? z 2

Il y a lieu de noter I'absence de glutamine et de tryptophane.

I.’alanine est particulicrement abondante. La recherche de la
méthionine et sa séparation de la valine en chromatographie uni-
dimensionnelle dans le sytéme alcool benzylique n’a pas donné de
résultats probants.

Nos résultats sont confirmés par les recherches chromatographiques
préliminaires de Mac Leop (1951) et de 1LounGpaHL et SANDEGREN
(1950) [165]. dont les méthodes d’extraction sont trés différentes de
la nétre ; toutefois, nous n’avons pu mettre en évidence comme eux
la glutamine dans I’orge non germée. 11 est possible qu’elle existe néan-
moins, mais vraisemblablement en petite quantité. Notre méthode de
préparation des liquides biologiques en vue de leur étude chromato-
graphique comporte, en effet, un temps « brutal » qui est I’évaporation
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sous pression réduite, & 35-400 €, en milieu légérement ammoniacal.
Etant donné la grande labilité de la glutamine, il est possible que celle-ci
soit transformée partiellement en acide glutamique. [L'asparagine au
contraire est beaucoup plus stable.

Il est intéressant de relever la présence de B-alanine et d’acide
s-aminoadipique (I’acide «-aminoadipique libre vient d’étre trouvé
dans les grains de mais (Winpsor, 1951) [166]. De méme, il est impor-
tant de signaler la découverte de l'acidey-aminobutyrique dans I'orge
BiserTE et ScriBan (1950) |767], pressentie par Mac Lion (loc. cit.)
et confirmée par LaunapanL et SANDEGREN (loc. cit.). [’acide y-amino-
butyrique a dailleurs été signalé dans d’autres végétaux : la pomme
de terre (Stewarp et coll,, 1949) [168], la pomme (HurLme el
ARTHINGTON, 1950) [169], et la betterave (WestaLy, 1950) [170].

Nous avons essayé de mettre en ¢évidence la glucosamine. Cel
amino-glucide est retenu par la Permulile 50 et se trouve dans la frac-
tion I avec les amino-acides. Nous avons donc recherché la glucosamine
sur les chromatogrammes bi-dimensionnels de la fraction [
ParTrIDGE (1948) [171] utilise & cet effet un réactif spécifique a I'acé-
tylacétone-paradiméthyl-aminobenzaldéhyde, qui révéle I'emplacement
des amino-glucides sous la forme d’une tache rose. [.’emploi de ce réactif
ne nous a pas donné entiére satisfaction. Nous avons donc employ¢
la réaction classique que donnent les glucides aminés avec le réactif
a la ninhydrine (solution a 0,1 p. 100 dans le butanol) sous la forme
d’une coloration violacée (voir MoNTREUIL et Scrisan, 1951, b) [172] ;
en méme temps, nous avons réalisé des chromatogrammes de contréle
avee un témoin de glucosamine.

(et amino-glucide n’a pu étre mis en évidence dans 'orge ni dans
le malt. L’acétyl-glucosamine a été également recherchée. Nous avons
étudié au préalable avec un témoin, son comportement sur les colonnes
de résines a échange d’ions. I.’acétyl-glucosamine n’est pas adsorbée
par la Permutite 50, ni par la Deacidite. Elle se trouve dans la fraction 11
avee les glucides libres. Un témoin de cet amino-glucide se révele au
phtalate ou a I'oxalate d’aniline et donne une tache marron sur les
chromatogrammes uni-dimensionnels dans le butanol jacide acétique.
Cette tache marron se situe entre les taches roses du xylose (Rf = 0,28)
et du ribose (Rr = 0,31). Enfin, le réactif suivant : urée 5 g., H Cl 2N
20 ml., alcool & 95¢ 80 ml., donne, aprés chauffage du chromatogramme
a 110° G pendant vingt minutes, une tache rose, nettement fluorescente
en lumiere de Woob.

L’acétylglucosamine n’a pu étre mise en évidence dans les dialysats
d’orge ou de malt.

Nous avons comparé la composition de l'orge en amino-acides
libres & celle du blé et du mais. Nous avons utilisé le méme mode d’extrac-
tion et de fractionnement. Les dialysats, aprés passage sur colonne
de Permutite 50 et élution ammoniacale de la colonne, donnent une



fraction 1 soumise a la chromatographie bi-dimensionnelle dans le
systeme butanol /acide acétique et phénol (NHg 3 p. 100).

Le Tableau XV donne la composition en amino-acides des dialysals
d’orge, de blé et de mais.

TaBLEAU XV

Proportions relatives des amino-acides libres de dialysats
d'orge, de blé et de mais

; AMINO-ACID BS i Orge | Blé { Mais |
| | | |
Dérivés de cystine. e 1 1 |
Acide aspartique 7 10 10 1
Acide glutamique 8 4 7 !
| Sérine P 5 4 5 ;
| Glycocolle AL 9 6 7 ;
j'[‘hréonine S AR e e 3 3 2 \
ARG S s e By p G Y 10 10 8 [
I R POEIRel s We D EEiee s R R 1 traces 1 }
VAl Sl el G i e 6 7 ; 6 ‘
Tryptophane a8y L o0kl présent ‘
Phénylalanine 2 4 i ’
Leucines BN S 8 6 3 w
. Acide vy -aminobutyrique 9 5 8
PRORBORR 7" oY preésente présente présente
i S R ) 3 2 2 |
T o M B e R T 2 2 A
STV e B e ol 2 2 1 ‘
Asparagine . 9 2 2 ‘
| £ -Alanine 1 traces 1 |
w ‘ |

Il v a une grande analogie dans la composition en amino-acides
des trois céréales. L’alanine est toujours I’acide aminé prépondérant ;
I'acide aspartique est par contre plus abondant dans le mais et le blé.

Il est intéressant également de noter la présence d’acide y-amino-
butyrique et de g-alanine libres dans le blé et le mais (Biserti et
ScriBan, 1950, non publié).

Orge en germination

[’analyse chromatographique nous a permis de déterminer, 2
chaque stade de la germination, le tableau général du « pool » d’amino-
acides ‘et de leurs dérivés en équilibre dynamique avec les protéines
du grain, et de reconstituer le « film » de leur dégradation au cours du
maltage.
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Fig. 13. — Chromatogrammes semi-schématiques d’amino-
acides libres de dialysats.
A - Orge « Aurore ».
B — Orge « Aurore », au premier - jour de gelmmatmu.
G = — au troisitme jour de germination.
D= = au cinquiéme jour de germination.
E -+ = au huitidme jour de germination.
F - Malt « Aurore »
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Premier jour (Fig. 13, B). Aprés le stade de la trempe, on observe
un appauvrissement du grain en amino-acides libres, particulierement
en acide aspartique et en acide glutamique. Cette observation confirme
el précise les résultats de Scminp (1935) [773] sur la diminution de
I’azote soluble et de I'azote aminé au cours du trempage. Nous avons
alors examiné I'eau d’une cuve de trempage, a la fin du premier stade
de la trempe d'une orge. Un litre a été soumis au fractionnement sur
Permulite 50 et la fraction I (acides aminés libres) a été soumise a la
chromatographie bi-dimensionnelle. On observe les acides aminés sui-
vants : acide aspartique (), acide glutamique (5), glycocolle (6),
thréonine (), alanine (8), acide y-aminobutyrique (3), valine (4),
leucine (4), phénylalanine (), acides diaminés (4). Ces acides aminés
libres de I'orge ont donc été dissous au cours de la trempe.

Troisiéme jour (Fig. 13, C). — Une protéolyse active commande
et libére des quantités importantes d’amino-acides; on observe de
nouveau l'asparagine et il y a augmentation trés nette du taux de
I’alanine, de la valine, de la leucine, de la lysine, et surtout de la proline.

Quatrieme jour. — Augmentation considérable de l'asparagine,
de I'histidine, de I'acide y-aminobutyrique, de la leucine; on voit appa-
raitre le tryptophane, mis en évidence par la réaction colorée au
p-diméthylaminobenzaldéhyde, et un composé inconnu situé a la droite
de la tache de la proline et qui présente une coloration bleutée carac-
téristique a la réaction a la ninhydrine (ce composé a également été
trouvé dans des dialysats d’orge non germée).

Cinquiéme jour (Fig. 13, D). — On est au maximum de la protéolyse ;
apparition de la glutamine. La richesse en acide aspartique et en leucine
est grande.

Sixiéme jour. — Diminution de I'acide aspartique et de la leucine ;
réapparition de dérivés de la cystine ; la teneur en acides diaminés,
en asparagine et en glutamine continue & augmenter. L.a proline est
toujours abondante. Présence de tryptophane.

Huitiéme jour (Fig. 13, E). — On n’observe pas de composés nou-
veaux mais on note encore la diminution de l'acide aspartique. Le
traitement par HgOg fait apparaitre une tache intense, de Rr 0,06
dans le butanol /acide acétique et de Rr 0,7 dans le phénol (NHj3), tandis
que la zone des acides diaminés diminue d’intensité. Le traitement par
H90g modifie donc le comportement chromatographique des acides
aminés, en particulier de I’histidine (voir Fig. 7). Ce dédoublement
des acides diaminés est inexpliqué actuellement.

Apres hydrolyse totale, on constate évidemment la disparition
de la glutamine et de I’asparagine. On observe d’autre part un phéno-
mene curieux dont on ne connait pas I’explication chimique : la rotation
de la tache de I'acide y-aminobutyrique autour de la tache de la proline

5
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(voir Fig. I). Voici les Rr de I'acide y-aminobutyrique avant et apres
hydrolyse totale

Avant hydrolyse : Rr (but.) = 0,43
B (pha) =079
Apres hydrolyse : R¥ (but.) = 0,33
Re (ph) - =" 0,79

En conclusion, d’aprés I'ensemble de nos résultats, la teneur en
amino-acides augmente nettement du troisiéme au cinquieme jour de
germination. Ces résultats sont en accord avee les travaux de Morrrz
et FuLLer (1926), de ScuiLp (1935) [174], sur les variations de 1'azote
aminé au maltage. Il en résulte que la protéolyse est vraiment effective
dés le troisiéme jour de germination et atteint son maximum au cin-
quiéme jour; ceci cadre avec les résultats de Massarr (1946) [175],
qui a mesuré la brusque élévation du pouvoir protéolytique de I'orge
du troisi¢tme au cinquiéme jour de germination.

11 est intéressant de constater qu'au cours de la germination ’alanine
est abondante et que sa concentration a une relative stabilité. D’autre
part, il apparait en quantités importantes des composés comme I’aspa-
ragine, la glutamine, 'acide y-aminobutyrique et la @-alanine, qui
peuvent étre considérés comme des stades intermédiaires du métabolisme
protidique. Enfin, il faut signaler, au cinquiéme jour de la germination,
la teneur élevée en proline et leucine qui sont des constituants essentiels
de I'hordéine — protéine de réserve activement dégradée pendant la ger-
mination ; il faut cependant remarquer la teneur relativement faible en
acide glutamique, alors que cet amino-acide prédomine dans I"hordéine ;
nous verrons plus loin la signification de ce fait.

On sait que la fraction I (schéma p. 21) est susceptible de contenir
de petits peptides « neutres ». Leur taux dans l'orge doit étre faible,
puisqu’on ne décele pas de taches anormales sur les chromatogrammes.
Comme ces petits peptides sont susceptibles d’avoir un comportement
chromatographique « voisin » de ceux des amino-acides qui les cons-
tituent — un peptide riche en leucine a des Rr proches de ceux de la
leucine — il est indispensable, apres hydrolyse totale, d’examiner I'aspect
général des chromatogrammes et de le comparer au précédent. Nous
n’avons pu observer de modifications appréciables de I'intensité des
différentes taches d’amino-acides sauf pour l'acide aspartique et la
g-alanine et nous sommes donc bien en présence d’une fraction I treés
pauvre en peptides. Cette constatation conduit & penser que I'hydrolyse
— et la synthése — des molécules protéiques du grain se fait selon un
processus extrémement rapide, grace a la présence d’un systéme protéi-
nasique tres actif, sur lequel nous reviendrons.

Malt

I.es amino-acides du malt (Fig. 13, F) sont ceux que l'on trouve
dans I'orge avant le premier stade du touraillage. La chromatographie
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unidimensionnelle dans le solvant butanol /alcool benzylique, en atmos-
phére chargée de HCN, permet de séparer nettement la phénylalanine
du groupe des leucines : il existe de I'isoleucine (rapport isoleucine /
leucine = 0,5) mais il ne semble pas y avoir de méthionine comme I’ont
observé aussi LJuNGDAHL et SANDEGREN (1950) [I76]. La présence
de tryptophane a été confirmée par la réaction positive au p-diméthyl-
aminobenzaldéhyde.

Il ne parait pas se produire de modifications qualitatives impor-
tantes au cours du touraillage de I’orge germée ; on peut noter toutefois
une diminution sensible de la teneur en tyrosine, alanine, leucine et
phénylalanine, asparagine et glutamine. Ce phénomene peut s’expliquer
en partie par la participation de la tyrosine, de la leucine et de la
phénylalanine a la formation des « mélanoidines » (Lugrs, 1949, b) [177],
et a 'instabilité relative des amides, comme I’asparagine et la glutamine,
a la température ¢élevée correspondant au « coup de feu » du tourail-
lage (85° C).

Nos résultats complétent les travaux préliminaires de Browx (1907),
de LouNGDAHL et SANDEGREN (loc. cit.) [178].

Il est intéressant de voir le malt contenir presque tous les amino-
acides « indispensables » , que nous retrouverons dans le mout et plus
tard dans la biére et qui sont : la lysine, le tryptophane, 1'histidine,
la phénylalanine, la leucine, I'isoleucine, la thréonine, la valine, I’arginine.

Radicelles

Le germe et, en particulier, les radicelles se développent rapidement
lors de la germination. Leur croissance est surveillée et freinée en ralen-
tissant la respiration pour éviter une freinte trop importante au cours
de la tabrication (345 kgs de radicelles pour 100 kgs de malt touraillé).

Les radicelles contiennent en moyenne 30 p. 100 d’azote total,
dont pres de la moiti¢ est soluble dans I'eau (Lukrs, 1949, a) |179].
Hasnirant (1924) [180] a montré que les radicelles contenaient des
protéines solubles dans CINa a 10 p. 100 (du groupe globulines) et dans
KOH a 0,25 p. 100 (du groupe glutélines) ; a la suite de BrowN et
coll. (1906) [181], il a trouvé également de l'asparagine, des bases :
adénine, choline, de la bétaine, et un alcaloide : I’hordénine, trés abon-
dante (3 p. 100). Cet alcaloide, uniquement localis¢ dans la région
subterminale des radicelles, joue un réle inconnu ; sa synthése a partir
de la tyrosine et de la tyramine semble probable (Raour, 1937) [182].
Les radicelles contiennent de nombreuses vitamines (A, B, D, E) et
probablement de 1'acide pantothénique (Norris, HueBart, 1950) [183].

Les tissus du germe sont édifiés a partir des substances de réserve
de I’endosperme qui, aprés amylolyse ou protéolyse, sont dégradés en
¢léments assimilables (oses simples, amino-acides, peptides) traversant
ensuite le scutellum. En particulier, 4 la fin du huitiéme jour de germi-
nation, on ne trouve plus que 64,6 p. 100 d’azote total dans I’endosperme
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mais 36,4 p. 100 d’azote émigré dans I'embryon (Vax Lakr, 1942) [184].
Une analyse comparée des différentes fractions azotées (en p. 100 d'azote
total) dans les germes d’orge et de malt est significative (Rose el
ANDERSON, 19.3()) [185]

| ‘ Germe d’orge | Germe d de malt i
Azote non protéique 16 ‘ 22 |
Azote soluble dans I'eau . . 28 ‘ 15
Azote soluble dans SO4 K2 a 5 ]) 100 7 ‘ h

| Azote - alcool - soluble (alcool & /Ox' |

Ghatdhioe e o il s R e 6 5

T R A R 43 54

L’azote non protéique croit de 27 p. 100 et le résidu (azote « giute-
line » et « protéines de structure ») croit de 20 p. 100.

Dans le germe, les éléments assimilables participent au métabolisme
respiratoire et contribuent a I'édification rapide de nouveaux tissus,
Le développement rapide des radicelles laisse supposer qu’elles sont
le siége d’un métabolisme intense ; aussi, nous avons essayé d’étudier
la composition en amino-acides et en polypeptides de ce matériel de
choix, afin de saisir les chainons intermédiaires de ce métabolisme.

Le dialysat de 50 g. de radicelles, préalablement broyées, est
fractionné sur résines a échange d’ions.

La fraction I est examinée en chromatographie bi-dimensionnelle
dans le systéme butanol /acide acétique et phénol (NHg 3 p. 100).
TaBLEAU XVI

Proportions relatives des amino-acides d'un dialysat
de radicelles de malt avant et apres hydrolyse totale

! ¢ ! Dialysat aprés
AMINO-ACIDES Dialysat hydrolyse totale

| (Fig. 14 A) | " (Fig. 14 B)
Derives del eystine &5 o L 1 1
Acidetaspantiguie sy . e CRDRE o 12 20
AcideFIuta DA . vy s S et s 10 10

o T Al AN S g e 10 10
Glyeacotlers o= =5 Bk e e T St 10 10

dH 117 o e B I A S SR 8 8
ATanIRe " 0 (LR T R A e e 10 8
iyposine. « Vh ol B Ln il 0 a 4
Vialigies o0 e oo e e e ity SHERS o 12

Acide y -aminobutyrique . . . . . . 14 14
Rhenviglaninel 2 50 = Ul s gl 5 18
TR e S s R e 18 —
Hpolityert ) ., G NS L J e S8R L Ll bps abandante abondante
BAREIdime ity ot s, Ao bl i 15 } 15
Lysine . A R PR #

o el e e R SR S 4 4 \
ARparagme’s S-St AN e 10 0
Glkammine 5. S ol DA s ER 8 0
!_L SRR e el el — présente
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e Tableau XVI et la Fig. 14, A donnent la composition en amino-

acides et dérivés du dialysat de radicelles. LLa deuxiéme colonne donne
les amino-acides de cette fraction aprés hydrolyse totale (Fig. 14, B).
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Fig. 14. — Chromatogrammes semi-schématiques d’amino-
acides libres de radicelles.
A — Dialysat de radicelles (fraction 1).
B -~ Dialysat de radicelles (aprés hydrolyse totale).

(Pour la tache bleue x, voir page 71).

Signalons en outre une tache anormale (x) qui donne une coloration
bleue & la réaction & la ninhydrine et qui se situe au voisinage de la
proline et de l'acide vy-aminobutyrique ; cette tache a été observée
¢galement au cours de la germination (voir p. 67).

Il faut remarquer la richesse en acide aspartique, en acide
y-aminobutyrique, en leucines, en asparagine et en proline.

La présence d’acide y-aminobutyrique est expliquée par 'existence
d’une glutamo-décarboxylase, mise récemment en évidence par BEEVERS,
(1951) [186], dans les radicelles d’orge. Cet enzyme doit avoir un réle
actif pendant la germination et le premier stade du touraillage car une
quantité importante d’acide glutamique participe au métabolisme azoté.
La glutamo-décarboxylase est détruite a partir de 50° C, au touraillage.
Signalons qu’elle a ¢été trouvée également dans les racines de radis
(Hasse et ScuumacHER, 1950) [187] et le rye-grass (SyNGE, 1951) [188] :
on I'a découverte aussi dans le tissu cérébral (inBouLANGER, 1951,b) [ 189].

L’abondance d’asparagine et de glutamine a été signalée par
(Wirris, 1951) [190]. Cet auteur a ¢tudié la synthese des amino-acides
dans les radicelles excisées d’orge, cultivées sur des solutions minérales ;
la glutamine en particulier, et son homologue I’asparagine, jouent dans
le métabolisme intermédiaire un réle trés important que nous exami-
nerons ultérieurement.
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Sur une orge au sixiéme jour de germination, nous avons excisé
les germes el avons séparé radicelles et plumules. 1.’analyse chromato-
graphique nous a montré que les plumules sont plus pauvres en amino-
acides ; en particulier, on n’y trouve pas ou peu de proline.

I’hydrolyse totale de la fraction I du dialysat de radicelles
(Tableau XVI, Fig. 14 b) fait apparaitre la B-alanine ; elle renforce
un peu la tache de I'acide glutamique et trés nettement la tache de
I’acide aspartique, dont une partie provient de I'asparagine hydrolysée.

En conséquence, a coté des amino-acides de la fraction I, il peut
exister aussi de petits peptides riches en acide aspartique. La présence
de p-alanine peut s’expliquer par I’hydrolyse de I’acide pantothé-
nique («, y-dihydroxy-pg, p’-diméthylbutyryl-g-alanide), vitamin: du
groupe B et facteur de croissance. Cet acide pantothénique est en effel
plus abondant dans le germe (dans une graminée comme le sorgho,
il y a deux a cinq fois plus d’acide pantothénique dans le germe que
dans I’endosperme (Hussart, 1950) [191]. L’évolution de ce facteur
de croissance au cours du maltage et du brassage a été étudiée par
Norris (1950) [192]. Il y en a 4 pg/g. dans lorge et 5,5 pg/g. dans
le malt.

II. — Au brassage.

Les amino-acides et les peptides (« Simple nitrogen compounds » ——
Bisuorp, 1951) [193], représentent 35 a 40 p. 100 de I'azote total du monut.

Des échantillons de mout ont été prélevés a différents stades du
brassage et ont été soumis & un fractionnement sur résines a échange
d’ions.

La fraction I est soumise & la chromatographie bi-dimensionnelle
dans le systeme butanol-acide acétique et phénol (NHjz 3 p. 100).

Les résultats suivants ont été obtenus sur un échantillon de mout
apres protéolyse a 600 €. (Mout 60, Fig. 15, A) et un échantillon de
mout prélevé au bac refroidissoir (Mout bac, Fig. 15, B).

Les chiffres du Tableau XVII représentent les proportions relatives
des amino-acides.

La séparation de la leucine, de l'isoleucine et de la phénylalanine
a ¢té effectuée par chromatographie unidimensionnelle dans le solvant
butanol /alcool  benzylique, en atmosphére -chargée de HCN
(Tableau XVIII). Par cette technique il n'a pas ¢té possible de mettre
en évidence la méthionine.

Apres chromatographie unidimensionnelle dans le butanol /acide
acétique, le réactif d’Ehrlich (p-diméthylaminobenzaldéhyde) a permis
de confirmer la présence de tryptophane dans les moiuts « 50 », «60»
et au bac refroidissoir.
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B~ Mout houblonné au bac refroidissoir.

TasLeau XVII

Proportions relatives des amino-acides libres du moft

AMINO-ACIDES A : Mot 60 B : Moiit bac
Dérivés de cystine 1 0
Acide aspartique 5 5
Acide glutamlque : 5 , 3
Sérine . ¢ 5 >
Glycocolle ) 5
Thréonine il SRS TR R s Bl 2 2
RIANIIe s o B, e G B T K 10 10
SLyrasiie Jon TNt s Naas v e B Bl AR iR aas traces
Valine . . . . by B A e 10 10
Ac. ¥ ammobutvmque D e RN 9 9
Leucine, phénylalanine . . . . . . . 12 12
BHEtIdIng o e T D T A T SR 3 2
18 AT A e R T e MRLE et e Ry 6 6
£ 1T T ORAE E C an eio E Wi cel SRS 10 3 3
ASHAFAGIRG (.o oaviat 1 e T Ol R 3 3
Glutamine R AT S Tl TR 2 0
Bralmat. - Mg s e T f e s Bl U A tte abondante abondante
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TasLEau XVIIT

Rapports relatifs de la leucine, de l'isoleucine

et de la phénylalanine dans le mout

AMINO-ACIDES A : Mout 60

Isoleucine
Leucine : 3 :
Phénylalanine. 1 1

-
Ut
=
[548

IXn résumé, nous avons décelé dans la fraction I du moit la présence
certaine de 17 amino-acides et de 3 de leurs dérivés (asparagine, gluta-
mine, acide y-aminobutyrique). Apres ébullition du mott nous avons
observé la disparition de la glutamine et des dérivés de la cystine, dont
la stabilité est relativement faible.

Nous avons retrouvé ainsi dans le mout tous les amino-acides libres
du malt ou leurs dérivés, en notant toutefois une plus grande richesse
en alanine, valine, leucine, phénylalanine et en asparagine et glutamine.

Dans I’ensemble, nos résultats sont comparables a ceux de
Barrton-WriGHT (1949), de LJuNGDAHL el SANDEGREN (1950) [194].
Comme ces derniers auteurs, nous n'avons pu mettre en évidence la
méthionine, dont Barron-WRricHT a révélé I'importance dans le méta-
holisme de la levure. La disparition de la glutamine apres ébullition
du mout n’est peut-étre pas complete, car une tres faible concentration
de cette amide ne peut étre révélée sur nos chromatogrammes.

Des motts, aprés protéolyse a 500 C et apres réfrigération complete,
ont aussi été examinés et n’ont rien révélé de particulier par
rapport aux résultats décrits ci-dessus.

Au cours de I’'étude de la fraction I, les chromatogrammes n'ont
pas présenté de taches de Rr anormaux susceptibles d’étre attribuées
a de petits peptides. Toutefois on ne peut conclure absolument a I’absence
de petits peptides, car ceux-ci ne sont décelables en chromatographie
qu’a forte concentration.

En conclusion, nous insisterons sur la présence dans le mont d’acide
glutamique, d'acide aspartique, d’asparagine, particulicrement assi-
milables par la levure (Barton-WriGHT, loc. cit. ; THORNE, 1950) [195].

Enfin, la richesse du mott en leucines et en phénylalanine, la présence
de tyrosine, sont des faits intéressants. En effet, pendant la fermen-
tation, ces acides amines participent au métabolisme de la levure
el, aprés désamination, donnent, outre 'ammoniaque source d’azote
pour la levure, des alcools caractéristiques par leur odeur el leur saveur,
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appelés « fusel oils » (alcools isoamyliques pour les leucines, B-phényl-
¢thanol pour la phénylalanine et alcool phénylpropylique pour la
tyrosine). Les « fusel oils » jouent un role important dans le mott ou
ils peuvent devenir des inhibiteurs de croissance de la levure (THORNE,
loc. cit.) [196] ; dans la biére ils participent & la constitution du parfum,
mais certains d’entre eux sont capables de diminuer la stabilité de la
mousse (SANDEGREN et SAVERBORN, 1949) [7197].

Une étude systématique de motts brassés a partiv d’orges sélec-
lionnées de variétés et d’origines diverses, puis fermentés a 'aide de
plusieurs especes ou races de levures, serait susceptible d’apporter quel-
ques ¢claircissements sur les facteurs conditionnant le parfum et les
qualités organoleptiques d’une biére.

I'. — POLYPEPTIDES

Nous rappellerons, dans le schéma suivant, le fractionnement des
polypeptides sur colonnes de résines a ¢échange d’ions (Permulile 50,
Deacidite) utilis¢ dans la présente étude.

DIALYSAT

Permutite 50

Passage, lavage Développement par
a l'eau distillée NH{OH M/1et0,3 M
Deacidite
Passage, lavage Developpement
a l'eau distillée CH3CO2H M/"O HCI M/A
ou eau acidulée
a pH 55
11 111 v I
Sucres libres Polypeptides & "'caractere Amino-Acides
Polypeptides acide’”’ ; Petits Peptices

La fraction peptidique 1 a été étudiée dans le chapitre précédent
avec les amino-acides libres.

L’étude de la fraction 11, trés riche en glucides libres, est difficile.
Pour éliminer ces sucres, nous avons effectué, en général, une hydrolyse
totale par I'acide chlorhydrique 6 N. L’hydrolysat est repassé sur colonne
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de Permutite 50, de facon & éliminer les substances génantes : les acides
aminés libérés sont seuls retenus.

L’¢élution de la colonne de Deacidite s’effectue au moyen d’acide
acétique M /10 et l'acide chlorhydrique M /4, utilisée par PARTRIDGE
et BRimLEY (1949) [798]). Nous avons essayé de fractionner les poly-
peptides par cette méthode (Fractions I11 et TV).

PARTRIDGE et BRIMLEY ont observé que l'acide acétique déplacait
I'acide glutamique de la colonne de Deacidite, le passage de I'acide
glutamique coincidant avee le « front » de I'acide acétique ; de méme,
I'acide chlorhydrique déplace I'acide aspartique, le passage de I’acide
aspartique coincidant avec le « front » de I'acide chlorhydrique. La
séparation parfaite de ces acides est délicate en raison du type de résine
que ‘nous utilisons (Deacidite, de grain 25/50 aprés deux passages
aux tamis), et du modele simplifié¢ de colonne que nous mettons en ceuvre.
Il est donc fréquent de trouver un certain chevauchement dans I'élution
de ces amino-acides ; le développement de la colonne par 'acide acétique
déplace 1a majeure partie de I'acide glutamique, mais on observe aussi
un léger déplacement de I'acide aspartique et inversement. Ce qui se
produit pour les amino-acides purs, se reproduit naturellement a un
degré plus marqué pour les polypeptides. On peut donc dire que le déve-
loppement a l'acide acétique déplace des polypeptides contenant une
proportion élevée d’acide glutamique et que le développement a 1'acide
chlorhydrique entraine des polypeptides riches en acide aspartique.
Le chevauchement des fractions polypeptidiques 111 et 1V est inévitable
en raison des conditions expérimentales de développement (grosseur,
des grains de Deacidile, vitesse d’élution par rapport a la vitesse d’échange
hauteur de la colonne, etc...).

Les fractions LIl et IV, riches en acides aminés dicarboxyliques,
ont un comportement chromatographique voisin de celui de ces amino-
acides.

Remarques sur le comportement des polypeptides

Y

sur les colonnes a échange d'ions

La Permutile 50 (Fraction 1) retient tous les acides aminés et seule-
ment quelques peptides « neutres » dans lesquels le groupement NHg
semble avoir gardé intactes ses possibilités de fixation. On rencontre
peu de polypeptides « biologiques » dans la fraction II. Par contre,
dans les hydrolysats pepsiques de la chymotrypsine (BouLaNGer el
BisertE, sous presse) cette fraction est tres riche en peptides.

s

Les fractions 111 et IV, a « caractére acide » sont des polypeptides
« biologiques » riches en acide glutamique. Il semble que ces polypeptides,
éléments de synthése, soient, en grande partie, constitués d’acide gluta-
mique et d’alanine, amino-acides d’une importance capitale dans la
Lransamination,
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I. — Polypeptides de l'orge

Un dialysat de 200 g. de farine d’orge « Aurore » est soumis au
fractionnement sur colonnes de résines a échange d’ions. La quantité
de farine utilisée est double de celle qui est nécessaire pour I'é¢tude des
amino-acides, de facon a ‘obtenir une quantité suffisante des différentes
fractions.

Etude de la Fraction 111.

I.e chromatogramme bi-dimensionnel de la fraction III montre
la présence de trois taches « chromatographiquement » distinctes
(Fig. 16, ‘3.

Tache A : Rr (but.) = ' 007

R¥ (phénol) = 0,08
Tache B : Rr (but.) =iila

Rr (phénol) = 0,21
Tache C : Rr (but.) (14

Re , (phénol). = 03 a 0,43

La chromatographie bi-dimensionnelle de I'hydrolysat de la frac-
tion IIT montre la présence des amino-acides suivants (Tableau XIX,
(Fig. 16, b).

TaBLeau XIX

Proportions relatives des amino-acides de 1'hydrolysat
des fractions polypeptidiques III et IV du dialysat
d'orge « Aurore »

\

AMINO-ACIDES | Hydrolysat T Hydrolysat i
| Fraction 11 ’ Fraction 1V |
1 |
|

\
[LAcide dspartigue & o Sy oo ool oL ! 8
l Avide ohitamniogie. L5 S e ey e 6 i 30
| Sérine . . . [ ) 5 { 6
| Glycocolle . i SO e e | 10 |
RRreoRine: S St W R e o6 Rl 2 i L ‘
Alanine 6 \ 10
Tyrosine . ) 9 ‘ ]
Valine . il 3 ‘ 3
. Leucines . : i 3 : 5
Acides diaminés. | 3 ‘ =
Proline - } S
{

Acide vy -aminobutyrique
& -Alanine .

| o ro
|
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FRACTION IV

BUTANOL- Ac-ACETIQUE

PHENOL (NH,)
»

Fig. 16. — Chromatogrammes semi-schématiques des
fractions polypeptidiques IT1 et IV du dialysat d’orge « Aurore v

«) avant hydrolyse totale.
b) aprés hydrolyse totale.

a) avant hydrolyse totale.
b) aprés hydrolyse totale.
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LLa fraction polypeptidique III de I'orge est riche en acide gluta-
mique, alanine et g-alanine ; elle contient de 'acide y-aminobutyrique
et des acides diaminés. [.’abondance de p-alanine combinée est remar-
quable : elle laisse supposer la présence d’acide pantothénique, facteur
de croissance, sans doute, 1ié a cette fraction polypeptidique.

[L’examen du chromatogramme de I'hydrolysat de la fraction I11
montre que le RF de 'acide y-aminobutyrique et de la p-alanine sont
anormaux: Nous avons déja signalé les effets de I'hydrolyse totale sur
les Rr de I'acide y-aminobutyrique (voir page 68) ; il en est de méme
pour son homologue inférieur la B-alanine. IEn chromatographie bi-dimen-
sionnelle, aprés hydrolyse totale, les taches de la B-alanine et de 'acide
v-aminobutyrique se placent sur une méme droite par rapport a la
tache de la proline. Voici les Rr de la g-alanine et de I'acide y-amino-
butyrique avant et apres hydrolyse totale (voir Fig. 1).

B-alanine

Avant hydrolyse totale : Rr (but.) = 0,34

HE (phenoly =" 061

Apres hydrolyse totale : Rr (but.) = 0,29

R¥ (phénol) = 0,68

Acide y-aminobulyrique :

Avant hydrolyse totale : RF (but.) — ;43

: RF (phénol) = 0,79

Apres hydrolyse totale : Rr (but.) = 0:33

RF (phénol) = '0,79

Ces faits sont observés surtout dans I'étude chromatographique
des liquides biologiques et ne sont pas expliqués.

Etude de la Fraction 1V.

La chromatographie bi-dimensionnelle montre la présence de deux
taches « chromatographiquement » distinctes (Fig. 16, a).

Tache A : Rr (but.) == 017
Rr (phénol) = 0,29
Tache B : Rr (but.) ==l bl
R¥ (phénol) e

Il existe également des plages du chromatogramme qui se révélent
faiblement & la ninhydrine ; elles peuvent traduire la présence de poly-
peptides. Dans la fraction IV, les taches bien repérables, riches en
acide glutamique par exemple, peuvent étre constituées, en partie, par
de Tacide glutamique libre. Apres élution a l’acide chlorhydrique de
cette fraction, I'évaporation assez longue a 40° CC ameéne, en effet, une
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concentration croissante en acide chlorhydrique et, par suite, peut

entrainer une hydrolyse des polypeptides.

FRACTION 1I

BUTANOL-Ac ACETIQUE

7 ©) 7,55 ®
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Fig. 17. — Chromatogrammes semi-schématiques de la

fraction polypeptidique Il du dialysat de radicelles.

a) avant hydrolyse totale.
b) aprés hydrolyse totale.

La chromatographie bi-dimensionnelle de I'hydrolysat de la fraction
polypeptidique IV montre la présence des amino-acides représentés
(Fig. 16, b, et Tableau XIX, deuxiéme colonne). Cette fraction est riche
en acide glutamique, glycocolle et alanine. On note I'absence d’acides
diaminés. L’abondance d’acide glutamique permet de supposer I’exis-
tence de radicaux glutamylglutamique. Il est probable que ces polypep-
tides sont localisés dans le germe ; en effet, I'étude des radicelles nous
montrera qu’elles sont tres riches en ces fractions.

L.a présence de B-alanine suggere encore celle de 1'acide panto-
thénique.

Nous avons examiné 1’hydrolysat de I'ensemble des fractions II,
111, IV dans une orge « Aurore » le cinquieme jour de germination et
dans le malt correspondant. -La chromatographie bi-dimensionnelle
montre la présence des amino-acides énumérés ci-dessus et, en particulier,
I'abondance d’acide glutamique et d’alanine.

II. — Polypeptides des Radicelles.

Les radicelles, sié¢ge d'un métabolisme intense, sont un malériel
de choix pour I'étude des polypeptides.
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FEtude de la Fraction I1.

L.e chromatogramme en deux dimensions de la fraction [I, riche
en glucides, montre la présence de deux taches principales A et B, de Rr
différents de ceux des amino-acides courants (Fig. 17, a) :

Tache A : Rf (but.) =0 a 0.20
‘ Rr (phénol) = 0,36
Tache B : Rr (but.) = 040,20

Rr (phénol) = 0,56

I.a chromatographie bi-dimensionnelle de I’hydrolysal de cette
fraction II fait apparaitre de nombreux amino-acides (Tableau XX,
Fig. 17, b).

Ces polypeptides sont donc constitués essentiellement d’acide
aspartique, d'acide glutamique et surtout de glycocolle et d’alanine.
On a relevé également dans cette fraction la présence de taurine,

Etude de la Fraction I11.

L.e chromatogramme bi-dimensionnel de la fraction III montre
la présence de trois taches principales « chromatographiquement » dis-
tinctes (Fig. 18, a).

Tache A : Rr (but.) = s
Rr (phénol) = 0,15
Tache B : Rr (but.) =026
RF (phénol) = 0,24
Tache € : Rr (but.) == 18
R¥ (phénol) = 0,41

La chromatographie bi-dimensionnelle révele les acides aminés
suivants dans I'hydrolysat de la fraction I1I (Tableau XX, Fig. 18, b).
Il faut noter la richesse en acide glutamique et aussi en glycocolle. [.’acide
glutamique prédomine dans la constitution de ces polypeptides « acides ».
Les acides diaminés sont absents. Dans d’autres essais, I’aspect chroma-
tographique que nous venons de décrire se retrouve dans les chroma-
togrammes de la fraction IV (voir page 76).

Etude de la Fraction 1V.

Sur le chromatogramme de la fraction IV, on distingue deux
taches A et B dont les Rr sont voisins de ceux de 'acide aspartique
et de l'acide glutamique. On décele également d’autres zomes C, D,
E, F, G, (Fig. 18, a). Ces taches sont bien visibles en lumie¢re de Woob.

L’hydrolysat de cette fraction IV est soumis & la chromatographie
bi-dimensionnelle montre des amino-acides nombreux (Tableau XXI,
Fig. 18, b). Cette fraction est caractérisée par 1'abondance de I'acide
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IFig. 18. — Chromatogrammes semi-schématiques des

fractions polypeptidiques I1I et IV du dialysat de radicelles.

Fraction 111
a) avant hydrolyse totale.
b) aprés hydrolyse totale.
Fraction 1V

a) avant hydrolyse totale.
b) aprés hydrolyse totale.



glutamique et la présence d’acide y-aminobutyrique et de p-alanine
combinés.

TaBLEAU XX

Proportions relatives des amino-acides des hydrolysats
des fractions polypeptidiques II et III de dialysat de radicelles

\

| AMINO-ACIDES | Hydrolysat Hydrolysat ﬂ
‘ Fraction 11 Fraction 111 ‘
\ X |
Acide aspartique 2 3

Acide glutamique . 3 10

Sérine . ! — 3
i Glycocolle 4 6
| Thréonine — 3
Alanine PR A S iR T M 4 4

VREEe T i e e S b S L traces 2
Leucine et phénylalanine . . . . . ‘ traces e

Acide y -aminobutyrique . . . . . .| traces —

TSHBING L0 Lo s, Bt oo W o traces —
Arpnine | 20 Dt e Sl o traces —

TasrLEaUu XXI

Proportions relatives en amino-acides des hydrolysats
de la fraction polypeptidique IV et de ses constituants

3 Hydrol. | Hydrol. Hydrol. Hydrol. | Hydrol. | Hydrol. |Hydrol.

AMINO-ACIDES  |Fract. | = “a B C D E G
IV |

Dérivés de cystine . . il -

Acide aspartique . .| 10 - el e 5 R e i

Acide glutamique . .| 20 |44+ 444 A A

Ac. 2- aminoadipique .| - | -+

Berne Uiy sl diD | L ISRl A

@lycocolle . . . . .| 10 | 4 + bt gt sk

Thréonine. . . . . . il i

Sxlatune s s w2 ++ s -+ JLplE Sl e

Niadine yW L ratal i At e o + g il

Ac. y-aminobutyrique| 4 | 4

Leuc. Phénylalanine .| 12 | — itk

Bealanine. /.00, 0 A ok i uiE
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Sur une série de cinq chromatogrammes,réalisés dans des conditions
identiques, nous avons « récupéré » les zones A, B, C, D, E, G (Fig. 18, a)
par repérage el découpage en lumiere de Woob, et par élution selon
la méthode de ConspEN (1947) [199]. L’éluat de chaque tache, ou zone,
est hydrolysé et soumis & la chromatographie bi-dimensionnelle
(Tableau XXI). Un témotn, prélevé dans une zone du chromatogramme
située en dehors des taches énumérées et ou il n’y a certainement pas
de polypeptides, a été également hydrolysé et chromatographié ; on
y a trouvé de tres faibles traces d’acide aspartique, d’acide glutamique,
de glycocolle, d’alanine, de valine, de leucine.

Voici les Rr des taches « récupérées » :

Tache A : Rr (but.) — 20223
Rr (phénol) = 0,26
Tache B : Rr (but.) — O
RE (phénol) = 0,15
Zone C 7 Rre (but.) = 015
BEl (phenol) < = 0,37
Zone D :  Rr (but)) == 4020}
Rr (phénol) = 0,38
zZone B ¢ - oRg t(but:) —i
Rr (phénol) = 0,10 a 0,50
Zone. G % - Re (but:) =)
Rr (phénol) = 0,63 a 1
A. — 1l est riche en acide glutamique et en glycocolle ; il est

surtout caractérisé par la présence d’acide y-aminobutyrique et d’acide
e-aminoadipique. La présence de ces deux acides est trés curieuse ;
on sait, depuis peu, que l'acide «x-aminoadipique peut étre un consti-
tuant de certaines protéines (Winbsor, 1951) [200].

B. — (’est probablement un polypeptide du type aspartylglu-
tamique ou glutamylaspartique.

C. — (’est probablement un polypeptide du type glutamylgly-
cocolle ou glycylglutamique.

D. — Ce constituant est riche en acide glutamique et contient
de la pg-alanine.

Le constituant E est voisin de C et de G. Le constituant F contient
de la leucine et de la proline.

La présence constante d’alanine dans ces fractions est intéressante
car cet acide aminé intervient dans les réactions de transamination.
On sait que, dans les dialysats d’orge, I’alanine libre varie peu au cours
du maltage.

L’acide glutamique est abondant dans les protéines de « réserve »
(hordéine, et méme glutéline) protéolysées au maltage. Il est retrouvé
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constamment dans ces polypeptides de la protéosyntheése du germe
dont il est un chainon dominant; on sait combien son réle est trés
important dans le métabolisme intermédiaire des acides aminés.

La fraction III (ou IV) est probablement une fraction polypep-
tidique « anabolique », car elle contient de I’acide y-aminobutyrique
et de la B-alanine combines.

II[. —— Polypeptides du moit.

Nous avons fractionné le dialysat d’un mout prélevé apres protéolyse
a 600 €. (BiserTE et ScriBan, 1951, b) [201].

Etude de la Fraction 11.

Elle est treés riche en glucides (MoNTREUIL et ScriBaN, 1951, b) [202].
Nous avons pu en éliminer la plus grande partie grace a la technique
suivante. La solution aqueuse concentrée de la fraction I1 est extraite
deux fois a la collidine ; la phase aqueuse restante est ensuite extraite
par le mélange butanol /acide acétique /eau (4/1/5) et c’est la phase
butanol qui, apres concentration, est soumise a la chromatographie
bi-dimensionnelle ; nous avons pu identifier trois taches distinctes.

La chromatographie de I’hydrolysat de cette fraction montre la
présence d’acide aspartique, d’acide glutamique, de glycocolle et
d’alanine.

Etude de la Fraction I11.

Le chromatogramme bi-dimensionnel de la fraction III montre
la présence de cing taches principales « chromatographiquement » dis-
tinctes (Fig. 219, 1a)::

Tache A : Rr (but.) = 023
RF (phénol) = 0,14
Tache B : Rr (but.) =025
RF (phénol) = 0,24
Tache C : Ry (but.) = 50529
Rf (phénol) = 0,58
Tache D : Ry (but.) = S026
RF (phénol) = 0,62
Tache E : Rr (but.) — ) IR

RF (phénol) 0,76

La Fig. 19, a reproduit les résultats et le Tableau XXII indigue
les proportions relatives des amino-acides de 1'hydrolysat total de la
fraction I11.

Ces polypeptides de la fraction I1I sont riches en acide glutamique
et d’autre part, complétement exempts d’acides diaminés. Ils contien-
nent de l'acide «-aminoadipique, de 1’acide y-aminobutyrique et de
la B-alanine.
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TapLEAU X XII

Proportions relatives des amino-acides de 1'hydrolysat
de la fraction polypeptidique III d'un dialysat de mout

AMINO-ACIDES

L Acide aspartique. . L %l +
' Acide glutamique . . . . . . 30 |
; Acide « -aminoadipique . . . il |
b MO, « Ny LA R S 5 ‘
imGlrencollo e PR o Sl 6 \
N RBRGOTRTG A AN e ST, 1 )
ARG~ L T R A 6 ‘,
:;Valinc AL SN o P S, o S 6 {
T o SRS RSB ERS  iE 6 i
BN SRS 2 (bleue)
Acide v -aminobutyrique . . 2 ‘
PO e E R e L (jaune) ;
' \

Etude de la Fraction IV.

Ile chromatogramme bi-dimensionnel de la fraction IV montre
la présence d’une tache principale violet-bleu et de huit taches moins
distinctes (IFig. 19, a).

Tache principale : Rr (but) '~ = 0,17

Rr (phénol) = 0,19 a 0,38

I

Cette tache principale a des R¥ voisins de ceux de I'acide glutamique.

Le Tableau XXIII et la Fig. 19, b, montrent la composition en
amino-acides de I’hydrolysat de la fraction IV.

La fraction polypeptidique IV est caractérisée par sa richesse
en acide glutamique et en glycocolle. Elle contient de I'acide aspartique
el un peu.de serine.
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TasLEau XXIII

Proportions relatives des amino-acides de 1'hydrolysat
de la fraction polypeptidique IV d'un dialysat de mout

AMINO-ACIDES

Acide aspartique. . . . . . . 6
Acide glutamique . . . . . . 30
Sartpe T e LT 2
Glycocolle. M s

Phreonine Lo hE e 1
Alaninet b et S UNSE SRS 6
Valkge o= S i Hois i o 6
Leucine 7

521

Tache non identifiée .

Discussion des résultats.

Il est extrémemcnt intéressant de comparer les fractions poly-
peptidiques de I'orge, des radicelles, du mout et méme celles de la
biere (BrserTE et SCRIBAN, non publié).

La fraction polypeptidique II, qui accompagne les glucides libres,
n’est pas trés abondante. On y trouve ’acide aspartique, I'acide gluta-
mique, le glycocolle et ’alanine. Elle est retrouvée dans la bicre finie.

Les fractions polypeptidiques « acides », I11 et IV, sont vraiment
caractéristiques par leur composition chimique et leur individualité.
Elles renferment de nombreux polypeptides. Ces fractions sont ren-
contrées dans I'orge non germée, comme dans le mout et la biere finie ;
la permanence de leur structure est remarquable. Ces deux fractions
sont riches en acides amin?s dicarboxyliques, surtout en acide glutamique.

L’une de ces deux fractions, en général la fraction III, est riche
en glycocolle, alanine, valine, leucine ; mais elle se caractérise par la
présence d’acide «-aminoadipique (homologue supérieur de Pacide
glutamique), de p-alanine, d’acide y-aminobutyrique et par I'absence
totale d’acides diaminés. L’isolement et I'élution des taches de poly-
peptides sur les chromatogrammes, réalisés dans le cas favorable des
radicelles, nous a permis d’élucider leur composition en amino-acides.
[’acide «-aminoadipique et l'acide y-aminobutyrique se trouvent
dans le polypeptide « A » (Fig. 18, a), riche en acide glutamique. La
g-alanine se trouve, par contre, dans le polypeptide « D », riche en
acide glutamique. mais aussi en sérine, glycocolle, alanine. On peut
supposer que ’'acide y-aminobutyrique, homologue supérieur de la
B-alanine est le constituant d’une substance présentant quelque analogie
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avec 'acide pantothénique. L’acide pantothénique « témoin » se retrouve
dans la fraction de développement a 'acide acétique M /10 des colonnes
de Deacidile ; en chromatographie bi-dimensionnelle, il présente une
réaction négative a la ninhydrine.

La derniere fraction polypeptidique est particulierement riche
en acide glutamique, glycocolle et alanine ; il n'y a pas d’acides diaminés.
On retrouve donec a peu pres les mémes acides aminés que dans la
fraction précédente, sauf I'acide o«-aminoadipique, 'acide vy-amino-
butyrique et la g-alanine.

Brock (1951) [203] vient de trouver également, dans le lait pas-
teurisé, des peptides riches en acide glutamigue, glycocolle et alanine
et qui ne contiennent pas d’acides diamines.

Les fractions polypeptidiques a caractéres « acides » sont cons-
tituées a n’en point douter des polypeptides de la protéosynthése du
germe ; elles semblent avoir « capté » électivement 'acide glutamique.
Cette richesse relative rappelle plus I’hordéine — protéine de « réserve » —
que les protéines « cytoplasmiques » édifiées dans le germe, pauvres,
en acide glutamique et riches en acides diaminés. MieTTINEN (1951) [204]
a étudié la synthese des peptides de la levure Torulopsis ulilis, a partir
d’acides aminés ou de sels ammoniacaux ajoutés aux solutions nutritives ;
il a remarqué ¢galement que la composition des peptides était proche
de celle de l'ensemble des amino-acides libres de la levure et non de
celle des protéines synthétisées dans la cellule.

La protéolyse du brassage n’atteint pas les fractions polypepti-
diques du malt qui passent intactes dans le mout. La fermentation
par Saccharomyces cerevisiae ne les modifie pas profondément, mais
des éléments nouveaux apparaissent (BisErTE et ScriBan, non publié).
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INTERPRETATION DES RESULTATS

Au terme de ce travail, il apparail que le maltage, et en particulier
la germination, ont vraiment un role prépondérant par les modifications
profondes apportées dans les fractions protéiques de l'orge et par la
libération de constituants azotés de poids moléculaires relativement
faibles.

Une distinction s'impose immédiatement entre les protéines « cyto-
plasmiques » et les protéines « de réserve » du grain, dont les destinées
au maltage, aussi bien qu’au brassage sont toutes différentes.

Les protéines « cytoplasmiques », albumines et globulines. dont
le taux reste sensiblement uniforme dans 'orge au maltage (BisHor,
1929, b) [205], ont un comportement électrophorétique relativement
constant. D’ailleurs, leur étude par ultracentrifugation (SaAvERBORN
et coll., 1944 ; SANDEGREN, 1947) [206] a également révélé une certaine
stabilité. Des recherches plus approfondies, mais certainement trés
délicates, ayant recours simultanément aux méthodes d’électrophorese
différentielle et séparative, et de relargage, permettraient sans doute
de fractionner davantage ces protéines complexes en leurs constituants
et de suivre leur évolution éventuelle. I n’en reste pas moins vrai que
ces protéines, intégrées au cytoplasme vivant du grain, participent &
son équilibre et a sa continuité.

Les protéines « de réserve », hordéine et glutéline, ont une toute
autre évolution. Nous avons simplement eftleuré I’étude de la glutéline
et montré que cette fraction était plus complexe qu’on ne I’admet géné-
ralement. Une étude comparable a celles que I'on a réalisées sur les
glutélines du blé et du mais, en utilisant des détergents cationiques
comme solvants et 'électrophorese différentielle comme technique ana-
lytique, permettrait d’éviter les inconvénients de solvants « dénaturants »,
comme les acides et les bases employés jusqu’ici, et de déterminer sans
doute les modifications de cette fraction durant le maltage.

[.’étude de L’hordéine a présenté un vif intérét, car il nous a été
possible de suivre son évolution et de la comparer a celle des amino-
acides et des peptides libérés au cours de la germination. Nous avons
vu dans notre historique que de nombreux auteurs, et en particulier
Biswop (1929, b) [107], avaient mis en relief la correspondance étroite
entre la diminution rapide de I'azote-hordéine, fraction principalement
dégradée au germoir (diminution de 50 p. 100) et 'augmentation de



I'azote soluble. 1.’examen des diagrammes de maltage de Bisnop est
particuliérement suggestif.

Considérons 'orge a maturité : la majeure partie de I'hordéine
est concentrée dans les grains d’aleurone de I’assise protéique et 1'on
sait que cette prolamine représente, a elle seule, 30 440 p. 100" de Pazote
total du grain. Les grains d’aleurone ne sont que d’anciennes vacuoles
ayant emmagasiné des réserves, en particulier des réserves azotées,
vacuoles qui se sont progressivement subdivisées et déshydratées au
cours de la maturation de la graine. Excrr et Heins (1947) [208] ont
montré d’autre part que la protéinase (du type catheptase) et les
dipeptases de I’orge sont principalement localisées dans les cellules
a aleurone. Nous avons donc, dans le méme tissu, a la fois la substance
protéique de réserve et les enzymes protéolytiques correspondants.

Le germe est a I'état de vie latente comme le reste de la graine
et il représente environ 2 &4 3 p. 100 du poids du grain. Détaché avec
précaution du grain, il est capable d'une vie autonome sur des endos-
permes »élrangers ou sur des solutions nutritives (BrownN et Morris,
1890) [209] : on.peut le considérer réellement comme un « parasite »
vivant sur la grainme. La culture de germes excisés sur des solutions
de différents glucides (Brown et Morris, loc. cit.) ou de diverses subs-
tances azotées (Brown et coll., 1906) [210], ont mis en évidence la valeur
nutritive du saccharose et de Pasparagine assimilés électivement par
I'embryon. Ces études sont malheureusement anciennes et les techniques
biochimiques de ’époque ne permettaient pas de suivre le métabolisme
des substances nutritives absorbées. Tout récemment, 'emploi des
isotopes. en particulier de I'azote lourd N15 a permis d’étudier le méta-
bolisme azoté de germes d’orge excisés (Wirris, 1951) [217]. On sail
désormais que le germe cultivé sur des solutions de phosphate d’ammo-
nium marqué avee N15 réalise d’abord une synthese active de glutamine,
puis une syntheése lente d’asparagine ; les acides «-aminés formés et
les protéines in situ ou de synthése contiennent tous de I'azote N15.
Il est donc probable que les amides des amino-acides dicarboxyliques
jouent un rdle important dans le métabolisme protidique. Enfin, la
formation de glutamine serait associée au métabolisme glucidique de la
respiration ; en effet, la formation d’acide glutamique puis de glutamine
a partir dlacide a-cétoglutarique est possible et elle permet une réserve
d’ammoniaque et méme d’énergie.

Considérons maintenant le germe dans les conditions normales
de développement. Au maltage, & la fin de la germination, le poids du
germe représente 10 a 15 p. 100 du poids total du grain, soit 5 p. 100
environ pour les radicelles et le reste pour 'embryon et la plumule ;
sa croissance est donc tres appréciable. Dans I’orge non germée, le germe
représente environ 5 p. 100 de I'azote total du grain; & la fin de la
germination, il en contiendra 35 & 40 p. 100 dont 3 a4 5 p. 100 en moyenne
dans les radicelles, éliminées a la fin du maltage. Comme l'azote totlal
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du grain ne varie pratiquement pas au maltage, il est évident qu’une
importante migration azotée a lieu entre I’endosperme et 1’embryon.

Les protéines « de réserve », hordéine et glutéline, ont donc été
« solubilisées » et acheminées en partie dans I’embryon. L’hordéine ne
subit aucune « resynthése » dans le germe (analyses de Rose et
ANDERSON, 1936) [212], tandis que la glutéline semble se reformer, au
moins en partie (Rosk, loc. cit. ; Bisnor, 1929, b) [213]. En conséquence,
Paugmentation de I'azote soluble dans I'orge germée provient exclu-
sivement de la protéolyse de la glutéline (pour 30 p. 100 dans I’'augmen-
tation) et surtout de I’hordéine (pour 70 p. 100, Hopkins et Krausg,
Bisnor) [214].

Ces considérations nous permettent le rapprochement suivant
avant la germination, dans l'orge brute, nous trouvons une fraction
hordéine et des protéinases en « réserve » dans I'assise protéique, puis,
en fin de germination, nous constatons une solubilisation importante
de I'azote hordéine (50 p. 100) qui participe pour 70 p. 100 dans I’augmen-
tation de I'azote soluble et dont la moitié migre dans le germe. Un
métabolisme protidique intense peut seul expliquer un tel boulever-
sement dans la graine et c’est le germe, élément vivant et actif, qui
en est le promoteur.

Au maltage, le grain se développe dans des conditions un peu
spéciales

— A Dobscurité (la photosynthése n’intervient pas, ou peu) :

— Sans apports nutritifs extéricurs : le germe utilisera uniquement
les réserves de Pendosperme ; on a simplement fourni 1'humi-
dité et 'oxygene, indispensables pour faire passer la graine
de la vie latente a la vie active ;

— Une température que I'on maintient artificiellement, suivant
les cas, entre 15 et 25° C en moyenne, assez loin de la tem-
pérature optimum d’action des différentes diastases.

Le germe va manifester sa vie active par une respiration maximum
aux troisieme et cinquieme jours de germination (0,436 mg. de COg par
heure, dégagé par gramme d’orge séche au troisieme jour de germoir
a 150 C (Van Laer, 1942) [215] et accompagné d’un dégagement de
chaleur (4.000 calories environ pour 100 kgs d’orge séche au cinquiéme
jour de germination). Dans la germination industrielle, le gaz carbonique
peut s’accumuler dans les couches de grains, entre les périodes de
« retourne » et il est susceptible de créer une légére anaérobiose.

Le germe est en relation avec les réserves de I’endosperme par la
protubérance du scutellum. Les cellules palissadiques de 1’épiderme
du scutellum sont directement en contact avec I'endosperme (micro-
photographie n° 3, Vax Lagr, loc. cit.) [216]; elles renferment de
fines granulations et un noyau bien visible. Leur évolution cytologique
au cours de la germination a été étudiée par Brown et MoRrris
(1890) [217]; elle est caractérisée par une abondante multiplication
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des granulations cytoplasmiques et le noyau cesse d’étre visible. REED
(1904) [218], HorniNG et PETRIE (1927) |219] ont observé une abondance
de mitochondries dans I’épithélium du scutellum de blé, de mais et
d’orge en germination ; ils admettaient que les mitochondries jouaient
un rdle important dans la séerétion des enzymes. A I’heure actuelle
on peut simplement affirmer que le scutellum et son épithélium sont
le siege d’une grande activité diastasique. Les études précises de ENGEL
et BRETSCHNEIDER (1947) [220] prouvent qu’il est impossible d’établir
une relation précise entre le nombre des mitochondries et ['activité
diastasique. Le scutellum est enfin caractérisé par sa fonction d’absorp-
tion, de tissu perméable et actif, permettant des échanges réversibles
entre embryon et endosperme. L.a germination de I'orge va se mani-
fester par une protéolyse intense des protéines « de réserve », la formation
d’amides (asparagine et glutamine) la libération et un métabolisme
intermédiaire actif d’acides aminés, une protéosynthese, le tout en
liaison énergétique intime avec le métabolisme glucidique de la res-
piration.

Nous rappellerons briévement les processus généraux du m ta-
holisme de I'azote chez les végétaux et les différents enzymes corres-
pondants, découverts dans 1'orge. Nous pourrons ensuite interpriter
nos résultats a la lumiére de ces faits. Nous examinerons done succes-
sivement les phénoménes de

Protéolyse ;
— Formation d’amides ;
~— Désamination oxydative et transamination ;
-~ Décarboxylation ;
— Protéosynthese.

Ces divers phénomenes sont en liaison ¢troite el s’interpénetrent
dans la vie de la graine.

La protéolyse

Iorge renferme une protéinase découverte par Hopkins (1929) [221],
étudiée, entre autres, par Linperstrom-Lanc et Sarto (1929) [222].
La protéinase de I'orge est localisée principalement dans les cellules
a aleurone et le germe, surtout dans le scutellum (Scuape, 1937 ;
INGEL et Heixs, loc. cit.) [223]. Cette protéinase hydrolyse la gélatine
a pH 4,9, I’édestine a pH 4,3, 'albumine d’ceuf a pH 4,6. La protéinase
de I'orge présente une grande analogie avec la papaine et les cathepsines.

L’orge germée contient aussi deux peptidases définies par
Sato (1931) [224] une leucylglycine-peptidase (peptidase I) qui a un
pH optimum de 8,6, et une alanyl-glycine-peptidase (peptidase 11)
qui a un pH optimum de 7,8. La distribution de ces enzymes a été
étudiée par LiNpERsTROM-l.ANG et HortEr (1932) et Eurer et
Ssonan (1933) [225]. Elles sont abondantes dans la couche & aleurone,
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mais leur activité est la plus importante dans la région subterminale
des radicelles et principalement dans la couche épithéliale du scutellum.

ILa chromatographie sur papier nous a permis de réaliser un véritable
« film » du « pool » des amino-acides de 'orge pendant sa germination.
Nous assistons a une libération vraiment explosive d’amino-acides
entre le troisieme et le sixieme jour de germoir, malgré le développement
déja appréciable des radicelles et de la plumule. Tous les acides aminés
sont représentés et évoluent avec les amides, asparagine el glutamine ;
seule la quantité d’alanine semble constante. Nous avons en outre décou-
vert la présence d’acide y-aminobutyrique et de B-alanine ; ['acide
y-aminobutyrique croit lentement jusqu’a la fin de la germination.
(e processus « explosif » correspond bien au maximum de Dactivité
protéolytique mise en évidence par Massart (1946) [226] et a la loca-
lisation histologique des protéines « de réserve » et des protéinases.
Il y a peu de petits peptides dans notre fraction I, autrement dit la
protéolyse de la glutéline et surtout de I’hordéine, par la protéinase
de I’assise protéique,  semble obéir a la regle du « foul ou rien » de
TiseLius (1939) [227]. La protéinase attaque I'une apreés I'autre les
molécules d’hordéine et les amene d’emblée au stade de petits peptides,
scindés a leur tour par les peptidases I et 11. On ne saisit pas de produits
de simplification intermédiaires et en tout cas, si ces étapes existent,
elles sont franchies trés rapidement.

[’hordéine non hydrolysée conserve une composition constante
en amino-acides ; seule I’électrophorese nous permet de suivre les modi-
fications moléculaires de cette fraction protéique, dont les constituants
électrophorétiques ¢ et d (en frontieres ascendantes) évoluent d’une
facon counlinue au maltage. 1l est extrémement intéressant de comparer
la scission enzymatique de I'hordéine dans I'orge germée a 'hydrolyse
expérimentale de la zéine, prolamine du mais (LaNe, 1944) [228].

LAINE a soumis la zéine 4 une hydrolyse pepsique, depuis deux
heures jusqu’a cinquante-deux jours. La fraction non hydrolysée se
comporte bien comme de la zéine pure et si les grosses molécules ne
sont pas absolument intactes, les fragments insolubles sont assez gros
pour avoir la méme composition en amino-acides que la zéine initiale.
En sept jours, le poids moléculaire de la zéine passe de 40.000 a 26.000
et des groupes -SH apparaissent au cours de I'hydrolyse. 1. existence
de demi-molécules liées initialement par des groupes — S-S - parait
probable. L’hydrolyse pepsique semble suivre le schéma suivant :

|

‘ Demi- Tripeptides

Zéine molécule Octopeptides | Tétrapeptides et
Amino-acides

PM : 40.000 | PM : 26.600 | PM: 773 | PM : 324
7 jours dés 2 heures | 50 jours
d’hydrolyse
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lLa zéine est trés riche en acide glutamique (28,6 p. 100, LAINE).
Lors de I'hydrolyse pepsique, les tétrapeptides obtenus comportent
une molécule terminale de glutamine. On peut les représenter schéma-
tiguement de la facon suivante

G = glutamine M = radical X = radical
d’amino-acide d’amino-acide
mono-aminé

monocarboxylique

LLa molécule de zéine contiendrait ainsi une molécule d’acide
glutamique tous les quatre acides aminés, 'acide glutamique étant
sous la forme de son amide. LLa présence de glutamine a été prouvée
également pour la gliadine du blé (Damoparan et coll., 1932) [229],
et, de I'hydrolysat pepsique de la gliadine, NakasHima (1926) [230]
a isolé un tétrapeptide riche en acide glutamique et en glutamine.

[.’étroite parenté des prolamines, protéines de « réserve » des céréales,
dans leur composition en acides aminés (Bonner, 1950) [231] lans
leur hétérogénéité électrophorétique (voir page 55) et dans leur fonction
physiologique, est évidente.

Il est vraisemblable que la structure de I'hordéine est analogue
a celle de la zéine, mise en évidence par L.aiNe. Nous observons de fait
une continuité dans la composition en amino-acides de 1’hordéine non
hydrolysée, au cours de la protéolyse du maltage. Sans aucun doute,
cette observation est un aspect de la regle du « fout ou rien » de TisELIUS
el écarte I'idée d’une hydrolyse simultanée et progressive de 1’ensemble
des molécules d’hordéine.

La fraction non hydrolysée a un poids moléculaire toujours élevé ;
elle subit une évolution électrophorétique caractéristique ; deux com-
posants ¢ et d diminuent particulierement au maltage. Nous avons aussi
relevé une légere augmentation du taux d’acide glutamique par rapport
a I'azote total pendant la germination.

Deux hypothéses peuvent étre proposées pour tenter d’expliquer
ces faits. [.’hordéine non hydrolysée manifeste une certaine transfor-
mation, ou « dénaturation », pendant I'hydrolyse enzymatique, comme
la caséine par exemple (Hoover et Kokgs, 1947 ; in BOULANGER,
1951, a) |232]. Dans la deuxieme hypothese, les différents composants
de I’hordéine sont peut-étre inégalement riches en acide glutamique
et plus ou moins sensibles & l'attaque enzymatique. La diminution
continue des composants ¢électrophorétiques ¢ et d, facilement protéolysés
et sans doute plus pauvres en acide glutamique, ameénerait un rema-
niement quantitatif des fractions et une légeére augmentation de la
teneur en acide glutamique.

Cette conception de I'évolution de I’hordéine rejoindrait ainsi celle
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de Taxanasui (1931) [233] ; cet auteur considérait 1'hordéine du malt
(ou bynin) comme une hordéine « dénaturée » apparaissanl progressi-
vement au cours de la germination.

En conclusion, I'hordéine du malt est bien le reste de I’hordéine
d’orge apres le maltage ; les comportements chimiques des deux protéines
sont tres voisins. Seule I'analyse électrophorétique nous a permis de
reconnaitre une évolution constante de la molécule d’hordéine au
maltage en accord avec les observations modernes sur le mode d’action
des protéinases. Les théses de Luers (1919) et de Takanasu1 (1931) [234],
qui semblaient s’opposer et s’exclure mutuellement, entrent tout natu-
rellement dans le cadre de nos observations et se complétent I'une I'autre,
[’hydrolyse de [P'hordéine est désormais l'exemple d’une destruction
enzymatique in vivo obéissant, avec quelques restrictions peut-étre,
a la régle du « lout ou rien » de TiSELIUS.

Nous avons vu que la protéolyse de I'hordéine et de la glutéline
devait libérer normalement une grande quantité d’acide glutamique
(ou de glutamine) ; ’hordéine comporte 30 p. 100 d’acide glutamique
(OsBorNE et GILBERT, 1906) [235] et la glutéline 25 p. 100 environ,
probablement comme les glutélines du blé ou du mais (BonnNER, 1950) [236].
En fait, parmi les acides aminés libres de I'orge germée, I'acide gluta-
mique ne prédomine pas particuliérement ; il est donc employé ou mis
en réserve selon des réactions particulieres du métabolisme protidique.

Formation d’'amides

I.a germination des graines s’accompagne d’une formation impor-
Lante d’asparagine et de glutamine, dont une partie provient de I’hydro-
lyse enzymatique des réserves protéiques de I'endosperme (CHIBNALL,
1939) |237]. L’origine et le role de ces amides sont encore obscurs et
ont été I'objet de nombreuses théories.

La formation d’amides dans I'orge a suscité quelques travaux récents
(YemMm, 1949, 1950, et Mac Keg, 1950) [238]. La glutamine semble se
former dans les conditions normales de croissance de la plante, tandis
que l’asparagine, amide plus stable, deviendrait abondante lors d’un
jetine prolongé a l'obscurité ; dans ce cas, selon BoussinGauLT (voir
CHIBNALL, loc. cit.) 'accumulation d’asparagine éviterait une intoxi-
cation de la plante par 'ammoniaque assimilée en exces.

Mac KEE reléve une accumulation d’asparagine et la présence de
glutamine dans l'orge, germée vingt jours sur des solutions de sels
d’ammonium ; par contre, Hoacranp (1944, in Yemwm, 1949) [239]
a trouvé beaucoup de glutamine dans les racines excisées d’orge cul-
tivées sur solution nutritive ; ceci est conforme aux observations de
Wies (1951) [240).

L.a chromatographie des dialysats d’orge nous a montré la présence
certaine d’asparagine dans l'orge non germée; Mac Lreop (1951),
LouNGDAHL et SANDEGREN (1951) [241] y ont aussi trouvé la glutamine.



Pendant la germination, nous avons observé une augmentation continue
de l'asparagine et surtoul de la glutamine, jusqu’au huitiéme jour de
la germination (Fig. 13); a ce stade, les quantités des deux amides sont
sensiblement équivalentes. Dans les radicelles, siége d’une protéosynthése
el d’une respiration actives, nous avonsobservé une concentration parti-
culierement élevée de ces deux amides surtout de 'asparagine (Fig. 14, A):
ce qui semble s’accorder avec les conditions de « jetne relatif » imposées
a la graine (Yeua, 1949) |242]. 1) est évident qu’au germoir, les amides
ne proviennent pas d’une synthese a partir d’éléments minéraux assimilés
(nitrates ou sels d’ammonium) comme dans les essais de Mac Ker ou
de WiLLis. Pendant la germination de I'orge, il y a done production
d’asparagine et de glutamine en quantités & peu pres équivalentes.

l.a glutamine provient en grande partie de la protéolyse de ['hor-
déine, car 'acide glutamique, trés abondant, doit se trouver sous la
forme de son amide comme dans la zéine. Mais il est vraisemblable qu'une
certaine proportion d’acide aspartique et d’acide glutamique contribue
a la synthése d’amides correspondantes, grace a 'apport d’ammoniaque
libérée au cours de la protéolyse des réserves. La réaction

Acide glutamique -+ NHg 2z glutamine

exige 3.460 calories par molécule. Cette énergie est fournie par la respi-
ration par I'intermédiaire de I'adénosine triphosphate (Speck et Evvrior,
in Rauranen, 1948) |243]. On connait dans I'orge germée une aspara-
ginase (CaiBNaLL et Grown, 1926 ; in CHiBNALL, 1939) [244], catalysant
la réaction

Asparagine | HoO z Acide aspartique + NHg

Signalons que les amides ne sont pas capables de transamination
(ViIRTANEN et LAINE, 1938 ; in Raurtanexn, 1948) [245].

IEnfin, la protéolyse dans la graine s’accompagne d’un métabolisme
glucidique intense. La respiration du germe est a I'origine de la production
d’acide pyruvique et des autres acides «-cétoniques du cycle de Kress
(CamsNaLL, BONNER, loc. cit.) [246]. On passe aisément de 'acide «-céto-
glutarique a ['acide glutamique en présence d’ammoniaque ¢t de gluta-
modéhydrase, puis de 'acide glutamique a 'acide aspartique par transa-
mination, et ensuite aux amides correspondantes. Les expériences de
Wieris (loc. cit.) [247] avec de 'azote lourd N5 sonl une précieuse
indication sur cette origine possible de la glutamine. I.'¢nergie libérée
par la respiration ne manque pas et elle est, & chaque instant, disponible
pour le métabolisme azoté.

Il est évident que la perte d’acides aminés et d’albumine au trem-
page (Fig. 13 A et B) — I’eau dissolvant une quantité appréciable d’azote
soluble (Vax Lakr, 1942) [248] — doit étre compensée par une synthese
d’amino-acides grace a cette participation du métabolisme glucidique.

En conclusion, il apparait qu’asparagine et glutamine constituent
une réserve, un « volant » d’ammoniaque d’acides aminés dicarboxyliques
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el d’acides «-cétoniques correspondants, dont le role capital dans le
métabolisme intermédiaire et la protéosynthése est bien établi (Théorie
de Morues, 1940 ; in RauTanen, loc. cit. et ArcHIBALD, 1945) [249].
[La glutamine occuperait de la sorte une position-clé dans les rapports
entre métabolisme protidique et métabolisme glucidique.

Désamination oxydative et Transamination

La désamination des acides aminés des plantes est une réaction
capitale du métabolisme azoté. Jusqu’a présent, seule une glutamo-
déhydrase a été identifiée dans les plantes supérieures (BonnER, loc.
cit.) [250].

l.a désamination oxydative de I'acide glutamique procede en deux
temps :

Acide glutamique -+ glutamodéhydrase oxydée = Acide
a-iminoglutarique -+ glutamodéhydrase réduite ;

Acide o-iminoglutarique - HgoO 2 Acide ax-cétogluta-
rique 4+ NHs.

Cette déhydrase a comme codéhydrase le coenzyme [, qui sert
d’accepteur d’hydrogene.

[.a désamination oxydative établit un équilibre entre NHg, acides
a-cétoniques et acide glutamique. I.’exces decoenzyme I, sous sa forme
réduite permet la synthése d’acide glutamique a partir de ['acide
«-cétoglutarique provenant du métabolisme glucidique par exemple.
L.’emploi des isotopes a montré la réalité de cette réaction et les acides
dicarboxyliques, principalement 'acide glutamique, sont parmi les
premiers produits de syntheése (Mac Vicar et Burris, 1948, in
BonNER) [261].

La transamination chez les plantes (Braunstein, 1947) [252|
comporte deux réactions bien ¢tablies a I'heure actuelle chez les végé-
taux supérieurs :

10 Acide glutamique - acide pyruvique = Acide a-célo-
glutarique -+ Alanine ;
20 Acide glutamique - acide oxalacétique = Acide a-céto-
glutarique + Acide aspartique
Elles sont catalysées par deux glutamoaminophérases différentes.

LLEONARD et BUurris (1947) [253] ont étudié ’activité de la glutamo-
aminophérase (réaction 2) de plusieurs variétés d’orges américaines.
Ce sont les graines en germination et spécialement les radicelles, qui
ont la plus grande activité transaminasique. Cette activité croit jusqu’au
troisiéme ou au cinquiéme jour de germination, puis reste constante.

SmitH et WiLriams (1951) [254] ont étudi¢ les phénomenes de
transamination dans les embryons de quelques céréales. Au cinquieme

7
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jour de germination, 1’orge présente une activité transaminasique gluta-
mique-oxalacétique maximum, quinze fois plus grande que celle de
I’orge non germée, tandis que D'activité transaminasique glutamique-
pyruvique n’est que neuf fois plus élevée. Parmi les céréales, I'orge est
la plus riche en glutamo-aminophérase catalysant la réaction 2 de
transamination.

Il est intéressant d’observer sur nos chromatogrammes (Fig. 13)
jusqu'au maximum de la protéolyse, une augmentation trés nette de
I’acide aspartique libre, malgré une augmentation parallele de l'aspa-
ragine, ce qui coinciderait avec une diminution de I’acide glutamique
libre. Cette observation serait en accord avec une transamination active,
suivant la réaction (2). Les essais de ForLkes (1951) [255] auraient
montré que ’embryon, sans apport extérieur d'azote, est capable de
faire la synthése d’acide aspartique, d’alanine, de lysine, d’arginine
au cours de la germination et, dans une plus faible mesure, de glycocolle,
d’isoleucine, de tryptophane et de thréenine. 90 p. 100 de 'azote utilisé
dans ces syntheéses seraient dérivés de 'acide glutamique, de la gluta-
mine et de la proline. On sait, par I'emploi d’isotopes, que la proline
est oxydée in wvivo et qu’elle peut donner de D'acide glutamique
(SCHOENHEIMER, 1944, in BouLANGER, 1949) [256] ; comme 1'hordéine
est assez riche en proline (13 p. 100 de son poids) il v a la une source
supplémentaire d’acide dicarboxylique. Jusqu'a présent, aucun enzyme
catalysant ces réactions n’a pu étre mis en évidence.

ALBaum et CoHEN (1943) [257] ont suivi 'activité de la glutamo-
aminophérase (réaction 2) dans des embryons d’avoine germée a I’obscu-
rité. La transamination devance la protéosynthése et son intensité ne
serait pas liée aux tissus de croissance dans lesquels la protéosynthese
est active, mais a I'activité physiologique des tissus. Il est donc vrai-
semblable que I’épithélium du scutellum de I'orge germée présente une
‘grande activité de transamination. Smith et WiLLiams (loc. cit.) [258]
ont souligné également une production de transaminases plus rapide
que la synthese protéique dans les embryons de céréales germées. Enfin,
les travaux récents (PeEarsari, 1949) [259] ont mis en évidence un
nombre limité et choisi d’amino-acides dans les tissus en état de crois-
sance ; 'acide glutamique est toujours présent en quantité prépon-
dérante. I.’hordéine, trés riche en acide glutamique, constituerait une
réserve de cet acide pour les besoins de la transamination.

L’acide a-aminoadipique qui accompagne certaines fractions
polypeptidiques est I'homologue supérieur de I’acide glutamique. L’emploi
d’isotopes a permis tout récemment de découvrir I'origine de cet amino-
acide (Borsoor, 1948, in BouLaNGER, 1949) [260]. L’acide x-aminoa-
dipique prend naissance dans le métabolisme intermédiaire de la lysine,
par désamination oxydative au niveau du groupe e-NHs : par tran-
samination en présence d’acide pyruvique, cet acide peut conduire a
I’alanine. Il est intéressant de signaler la présence de l'acide «-aminoa-
dipique dans une protéine hydrosoluble du grain de mais; on ne I'a
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pas trouvé cependant dans les hydrolysats de zéine et de gliadine
(Winpsor, 1951) [261].

En conclusion, la transamination fait des acides dicarboxyliques,
abondants dans 1’orge, le pivot de la synthése des acides aminés. Selon
BraunsTEIN, 50 4 65 p. 100 des acides aminés ont leur azote qui passe
par le stade acide glutamique au cours de leur métabolisme. La transa-
mination permettrait un « remaniement » des acides aminés résultant
de la protéolyse des réserves de I'endosperme, avant leur intégration
dans la protéosynthese de I’embryon.

Décarboxylation

Dans l'orge germée, la présence d’acide y-aminobutyrique libre
est indiscutable. Durant la germination, la quantité de cet acide croit
lentement ; dans les radicelles, il devient trés abondant et on le retrouve
plus tard dans le malt et le mouit. 11 est difficile de se prononcer sur la
signification physiologique de cet acide, récemment découvert dans
les végétaux supérieurs.

BEEVERs (1951) [262] a signalé la présence d’une glutamodécar-
boxylase dans les radicelles d’orge, & l'exclusion d’une aspartodécar-
boxylase ou d’autres enzymes analogues. Selon toute vraisemblance,
I'acide y-aminobutyrique de I’orge a son origine dans une décarboxylation
de I'acide glutamique, suivant la réaction :

Acide glutamique — Acide y-aminobutyrique -+ COg

Quel est le sens de cette décarboxylation ? Il demeure obscur.
I acide y-aminobutyrique intervient-il dans le métabolisme intermé-
diaire des acides aminés selon un processus encore inconnu ? On peut
formuler une hypothése proposée dans l'ouvrage de BonnNer pour les
plantes supérieures et par BourLanNGcer (1951, b) [263], pour le méta-
holisme cérébral.

Chez les bactéries, les décarboxylases représentent un mécanisme
de régulation de l'acidité du milieu et permettent une « résistance a
I'acidification ». Ainsi la glutamodécarboxylase de Cl. Welchii a un pH
optimum d’action inférieur ou égal a 5 ; 'acide glutamique, de pHi 3,22,
est transformé par Cl. Welchii en acide y-aminobutyrique, de pHi 7,2
environ, ce qui a pour effet une élévation du pH du milieu.

Or, des expériences de VAN LAER el LomBaERrs (1921) [264], ont
montré que le développement d’embryons d’orge, cultivés sur des
solutions de saccharose tamponnées & des pH variant de 2 a 10, étail
maximum dans la zone de pH 5 4 6 ; des extraits aqueux d’orge germée
montrent d’autre part un pH réguliecrement voisin de 6, de telle sorte
que la germination de l'orge et la vie de I’embyon paraissent incom-
patibles avec un pH nettement acide.

Pendant la protéolyse « explosive » des premiers jours de germi-
nation, une quantité considérable de glutamine et d’acide glutamique
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est libérée. Nous avons vu que l'acide glutamique était intégré dans
les protéines, transaminé et transformé en amide. Cette dernicre trans-
formation est réversible ; elle requiert la présence d’ammoniaque ;
commie la graine vit sur elle-méme et qu’elle n’a aucun apport extérieur
de sels d’ammonium, il est probable que la formation d’amides & partir
de I'acide glutamique est limitée & un certain moment par la quantité
d’ammoniaque disponible. Il est donc possible que I'excés d’acide gluta-
mique provoque alors I'intervention de la glutamodécarboxylase, afin
de maintenir un pH constant voisin de 6 dans la graine et surtout dans
le germe. L’augmentation progressive de I'acide y-aminobutyrique
libre au cours du maltage (Fig. 13) se trouverait ainsi expliquée. L’exis-
tence d’acide vy-aminobutyrique libre, dans l’orge non germée, peut
trouver son origine dans un processus analogue, accompagnant le trans-
fert intensif de ’azote de la plante vers la graine, a la fin de la période
végétative.

La présence d’acide y-aminobutyrique combiné dans les fractions
polypeptidiques « acides » est trés curieuse ; cet homologue supérieur
de la B-alanine serait-il lui aussi, un constituant d’un facteur de crois-
sance analogue A l'acide pantothénique ?

[.’absence d’aspartodécarboxylase n’est pas encore rigoureusemenl
démontrée. En effet, la B-alanine est indispensable & la synthese
de I'acide pantothénique (o, y-dihydroxy g, g’-diméthylbutyryl ——
g-alanide). Chez les végétaux, la biogénese du radical «, y-dihydroxy ——
B, B’-diméthylbutyrique aurait lieu a partir de la valine et de I'acide
aspartique selon KuaN et WieLanp (1942) [265]). On ne voit pas d’autre
source possible de B-alanine que la décarboxylation de I'acide aspartique.

Protéosynthese

A la fin de la germination, le germe a quintuplé son poids. I.’embryon
contient uniquement des albumines et des globulines, peut-étre aussi
des glutélines, mais d’une composition chimique toute différente des
glutélines de I'endosperme (Rose et AxpDERSON, 1936) [266].

Dans 'embryon, la composition chimique des albumines et des
globulines est voisine de celle des protéines correspondantes de I’endos-
perme (OsBorNE, 1924) [267] ; ces protéines sont riches en leucine et
en arginine et pauvres en acide glutamique.

La protéolyse des réserves azotées de I’endosperme, le remaniement
des acides aminés par désamination-amination et transamination
— l’acide glutamique étant le « chef de file » de ce métabolisme —
font que le germe édifie ses protéines cytoplasmiques & partir de propor-
tions d’amino-acides différentes de celles qui lui sont fournies. La
protéosyntheése n’est donce pas simplement le phénomene inverse de la
protéolyse. Elle se réalise selon un processus extrémement rapide.

La conception du « métabolisme azoté continuel » (« continuing
metabolism » de Borsook et KEiGHLEY, 1935) [268], peut étre appliquée
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au métabolisme intense du germe. Un échange incessant — par hydrolyse
et syntheése — existe entre les acides aminés de la protéolyse et les protéines
« cytoplasmiques » de I’embryon : un équilibre « dynamique »
(SCHOENHEIMER, in BOoULANGER, 1949) [269] est réalisé entre ces amino-
acides d’une part, les protéines « de réserve » et les protéines « cytoplas-
miques » d’autre part.

La synthése de peptides dans le germe ne fait aucun doute, aussi
bien dans la plumule que dans les radicelles ; le germe est riche en pepti-
dases et en facteurs de croissance, comme I'acide pantothénique. Dans
les fractions IIT et IV du dialysat de radicelles (Fig. 18) on ne trouve
aucun acide diaminé ; le seul témoin en est I'acide «-aminoadipique,
produit du métabolisme intermédiaive de la lysine. lLa richesse en
acides dicarboxyliques et en leurs produits de décarboxylation est carac-
téristique. Elle montre I'importance de l'acide glutamique, provenant
de la protéolyse de I'endosperme ou de la transamination dans la synthése
des peptides, et la participation éventuelle de ’acide y-aminobutyrique.

Les fractions II1 el IV renferment donec en abondance alanine,
valine, leucine et acide glutamique, indispensables a la synthese des
albumines et des globulines de I'embryon. Seule la fraction 11 contient
des acides diaminés et en particulier I'arginine, abondante dans les
globulines végétales (BonNer, 1950) [270].

La B-alanine se rencontre dans les hydrolysats des peptides des
fractions I et II1. Elle entre peut-étre dans la constitution d'un petit
peptide, et certainement dans celle de I'acide pantothénique. Nous
avous résumé, en un tableau sechématique, les différents aspects du
metabolisme protidique au cours du maltage (p. 104).

Si les transformations des fractions azotées sont importantes au
cours de la germination, il n’en esl pas de méme au touraillage. On
n’observe aucune modification notable dans les acides aminés et dans
les fractions protéiques plus complexes (albumines, globulines, glutéline).
Seule I'hordéine, par son évolution électrophorétique continue, semble
Pobjet d'une protéolyse favorisée par I'élévation de température de
la premiére partic du touraillage. Certains acides aminés (tyrosine,
leucine, phénylalanine) participent sans aucun doute a la formation
de « mélanoidines » ; ces transformations et leurs conditions mériteraient
une étude chromatographique détaillée qui n’a pasencore été réalisée.

Le brassage, quelle que soit la méthode utilisée, se caractérise par
une dégradation importante des glucides. La protéolyse n’est certes
pas négligeable, mais ne revét pas 'ampleur qu’elle avait au maltage.
Au terme du brassage, on se trouve en présence de dréche — a raison.
de 20 & 50 kgs en maticre seche pour 100 kgs de malt utilisé — et de moit,
La dréche renferme une forte proportion d’azote, 4 p. 100 environ,
non solubilisée au brassage : par suite, I’azote du mout ne représente
plus que le tiers environ de I’azote total du malt. Les protéines de la
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dréche sont constituées probablement par des vestiges de glutéline,
d’hordéine, non hydrolysées, d’azote « résiduel » de nature mal précisée
el par des albumines et des globulines dénaturées par la chaleur. Il
serait intéressant de les étudier systématiquement.

I’extrait sec du mout contient approximativement

— 90 p. 100 de glucides ;
— 5 p. 100 de matiéres azotées ;
— 3 p. 100 de matieres minérales.

Devant la confusion qui regne dans la terminologie en usage pour
les fractions de I'azote du mout et I'ignorance actuelle que nous avons
de I'origine de la plupart d’entre elles, il est plus prudent de distinguer
dans I'azote total du mout, deux fractions, selon la classification que
nous avons proposée (voir p. 42). Cette classification, toute provisoire,
n’est qu'un instrument de travail.

Nous distinguons dans I’azote total du mout (houblonné ou non). :

A. — Fraction azotée non dialysable.
B. — Fraction azotée dialysable (polypeptides, acides aminés).

Aprés la protéolyse du brassage, la fraction dialysable du mout
représente environ 40 p. 100 de 'azote total.

Dans la fraction A, non dialysable du mont, le précipité obtenu
apres saturation totale en sulfate d’ammonium, dialysé contre tampon
pH 7 et soumis a I'électrophorése différentielle, se révele électropho-
rétiquement hétérogéne comme la fraction « albumines-globulines »
du malt. Son comportement électrophorétique est assez voisin, mais
le composant B’, de mobilité faible, est devenu important. Il est difficile
de préciser I'identité de ces constituants électrophorétiques.

Les fractions protéiques coagulées a 1’ébullition en chaudiere, ou
précipitées au cours du refroidissement du mont, contiennent une frac-
tion « résiduelle » insoluble, riche en acide glutamique, en alanine et
glycocolle, dont il est délicat de préciser 1’origine, sans doute multiple.

Il est intéressant de retrouver dans le « trouble fin » une fraction
« alcool-soluble », dont I’analogie avec 1’hordéine ne laisse aucun doute.
I.e comportement électrophorétique de cette fraction du « trouble fin »
prouve que I'hordéine a subi au brassage une protéolyse active, tout
en conservant la méme composition en amino-acides, en particulier
son taux en acide glutamique, selon la regle du « tout ou rien » de
TiseLius. Malgré ses caractéres particuliers de solubilité, une faible
partie de I'hordéine non hydrolysée peut donc se dissoudre dans le
motut chaud contenant des sels minéraux (Bisuor, 1928, p. 105) [271].
En résumé, on peut considérer la fraction « alcool-soluble » du « trouble
fin » comme le terme ultime de I’évolution de I'hordéine de I’orge au
cours du maltage et du brassage.

On admet habituellement une augmentation de I'azote « complexe »
du modt (précipité par SO4Zn, SO4Mg — « complex nitrogen compounds »
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de Biswor, 1951) [272] au brassage (peE CLERrRck, 1948 ; Hopkins. et
Krausg, 1947) [273]. Cet azote provient surtout de la protéolyse, dans
des conditions relativement favorables (50° et 60° C environ), de la
fraction « albumines-globulines ». Parmi les produits de dégradation,
certains, provenant de 'albumine, ont ét¢ mis en évidence dans le mont
et la biere. Ils ne sont pas dialysables et sont précipités par le sulfate
d’ammonium (SANDEGREN, 1947) [274] ; ces composés ont un poids
moléculaire de 5 a 10.000 et ils interviennent favorablement dans la
formation et la stabilité de la mousse (SANDEGREN et SAVERBORN,
1949) [275]. La B-globuline, trés résistante a la protéolyse du brassage
donne également a 1I'ébullition du mout des produits de décomposition
d’un poids moléculaire voisin de 30.000, qui contribuent & la formation
du « trouble au froid » (SANDEGREN, 1947) |276]. Tous ces composés
ne sont pas dialysables, en raison de leur poids moléculaire élevé, et
ils sont précipités par le sulfate d’ammonium ; ils accompagnent notre
fraction A, non dialysable, du mout. Cette fraction renferme done des
constituants azotés —— et des polysaccharides — qui ont une grande
influence sur les qualités organoleptiques et le « mousseux » de la biére.
Nos connaissances sont tres limitées sur cette fraction complexe.

Dans la fraction B dialysable du mout, les fractions polypeptidiques
que nous avons ¢tudiées ne peuvent étre situces exactement dans la
classification, d’ailleurs provisoire, de Bisuor (1951) [277]. Elles ont
une tres grande analogie avec les [ractions correspondantes du malt
ou des radicelles. Elles proviennent soit uniquement du malt (endosperme
et embryon) et sont alors le fruit de la protéolyse et de la protéosynthese
pendant la germination, soit également de la protéolyse du brassage.
De toute maniére, les fractions polypeptidiques « acides » I1I et IV,
par la présence dans leur molécule d’acide y-aminobutyrique, de g-alanine,
d’acide a-aminoadipique, semblent devoir tirer leur origine surtout
de la protéosyntheése de I'embryon et non de la protéolyse du brassage.
[.a levure sera capable de transformer ces fractions polypeptidiques
au cours de la fermentation (BisErTE et ScriBan, non publié).

[.a fraction « acides aminés — petits peptides » ne subit pas de
changements au brassage. L’action des dipeptidases est négligable en
raison de la faible teneur du malt touraillé en ces enzymes et des con-
ditions défavorables du brassage (pH acide et température supéricure
a 500 (). L’étude de cette fraction est trés intéressante pour suivre
ultérieurement le métabolisme azoté de la levure (Saccharomyces
cerevisiae) pendant les différents stades de la fermentation.
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CONCLUSIONS GENERALES

Nous avons décelé¢ dans I'orge, le malt et le mout, la présence de
19 amino-acides libres, d’asparagine, de glutamine, et signalé pour
la premieére fois, la présence d’acide y-aminobutyrique et dacide
s~-aminoadipique libres.

Nous avons utilis¢ une méthode de fractionnement des polypeptides
par les résines & ¢échange d’ions (Permutite 50 et Deacidile). Les petits
peptides « neutres » (Fraction 1) sont rares. D’autres peptides (Frac-
tion II) accompagnent la fraction « glucides libres ». Des polypeptides
A caractere « acide » ont ¢été mis en évidence (Fractions 11T et IV) : ils
se caractérisent par leur richesse en acide glutamique, la présence laus
leur molécule d’acide y-aminobutyrique, de g-alanine, d’acide z-aminoa-
dipique combinés, et I'absence d’acides diaminés.

11 est vraisemblable qu'aux polypeptides « acides » se joint I'acide
pantothénique, facteur de croissance indispensable. T.a présence d’un
facteur de croissance nouveau, contenant l'acide y-aminobutyrique,
homologue supérieur de la g-alanine, peul étre envisagée.

I.a chromatographie de partage sur papier nous a permis de suivre
I'évolution des différents amino-acides libres et de leurs dérivés au cours
du maltage. Le maximum de la protéolyse est atteint au cinquieme
jour de germination. I.’existence d’une protéinase trés active, du type
catheptase, amene « d’emblée » les moléeules de protéines « de réserve »
(hordéine et glutéline) a I'état d’amino-acides. Les petits peptides (Frac-
tion I) doivent exister en petite quantité, car ils ne sont pas décelables
sur les chromatogrammes. L’acide glutamique, constituant principal
de T'hordéine, joue un rdle capital dans le métabolisme protidique de
la germination. La protéolyse libére des quantités importantes de cet
amino-acide et de son amide, la glutamine. I.’acide glutamique et I’am-
moniaque peuvent étre mis en réserve sous forme de glutamine.

Désamination et transamination réalisent un « remaniement » des
acides aminés libérés par la protéolyse des réserves protéiques de ’en-
dosperme. Le groupement — NHa de la plupart d’entre eux passe proba-
blement par le stade d’acide glutamique, au cours de leur métabolisme
intermédiaire, avant leur « intégration » dans la protéosynthese de
I'embryon. L.e métabolisme azoté est en relation intime avec le méta-
bolisme glucidique de la respiration.
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I'existence d’acidé vy-aminobutyrique libre et dune glutamo-
décarboxylase laisse supposer un mécanisme de « résistance a I'acidifi-
cation ». Il serait mis en jeu, au cours de la germination, par la libération
massive d’acide glutamique dont l’excés subirait une décarboxylation.

La protéosynthese dans le germe est trés active ; elle ne consiste
pas simplement en un phénomeéne inverse de la protéolyse. Elle se
caractérise par la formation de fractions polypeptidiques « acides ».

Nous avons suivi I’évolution de I’hordéine, principale protéine
« de réserve » de I'orge, au cours du maltage et du brassage. Nous avons
montré que ’hordéine est une protéine électrophorétiquement hétérogene
comme les autres prolamines, zéine et gliadine.

[.a protéolyse active de I'hordéine est sensiblement conforme a la
régle du « tout ou rien » de TisEL1US et peut étre comparée a ’hydrolyse
expérimentale de la zéine étudiée par LaiNe. La protéinase de l'orge
attaque I'une aprés I'autre les molécules d’hordéine et les amene presque
d’emblée au stade d’acides aminés. On ne saisit pas de produits de
simplification intermédiaires, ou teut au moins, si ces étapes existent,
elles sont franchies tres rapidement. L’hordéine non hydrolysée conserve
une composition relativement constante en amino-acides. L’évolution
continue du comportement électrophorétique de I’hordéine montre que
certains constituants sont plus facilement attaqués par I’enzyme protéoly-
tique. L.a fraction « alcool-soluble » du « trouble fin » peut-étre considérée
comme le terme ultime de ’évolution de I'hordéine de I'orge au cours
du maltage et du brassage.

Les protéines « cytoplasmiques » (albumines et globulines) de 1'orge
sont électrophorétiquement hétérogénes. Elles conservent une certaine
stabilité dans leur comportement électrophorétique au maltage et au
brassage, mais doivent étre accompagnées de polysaccharides.

En conclusion, les transformations les plus profondes de 'azofe
protéique de l'orge sont realisées par les processus de protéolyse et
les réactions du métabolisme intermédiaire protidique au cours de la
germination ; les effets du brassage sont, au contraire, beaucoup plus
limités.
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