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AVANT-PROPOS 
-- 

L'industrie de Ln Malterie et de la Brasserie est intéressée par le 
problème des matières azotées de f'orge et du malt, en raison de leur 
influence prépondérante sur les qualités organoleptiques ef la stabilité 
colloïdale des bières. 

la biére. Les techniques biophysiques et biochimiques les plus récent& , * 

Notre reconnaissance va à notre MaPtre, . M .  le Professeur 

Notre gratitude ira tout particulièrement 6 nofre camarade le Docteur 

toute notre amitié. 





1 NTRODUCTION 

L'orge doit subir des transformations profondes avant dd'êtrè uti- 
lisable comme matière première dans la fabrication de la bière. 

Au maltage, après avoir trempé et aéré le grain, on réalise un 
début de germination qui déclenche, au niveau du scuteflum et d; 
l'assis'e protéique, des sécrétions diastasiques (cellulase ou cyt;ase, ' 
mylases, protéinases. . .). Ces diastases dieusent e t  solubilisent partiel- 
-lement les réserves glucidiques et p r o t 6 i e s  de lhlbumen, permettant 
' ainsi une « désagrégation » de l'orge. Les produits de dégradation s'ache- 
minent vers l'embryon - siège $'un intense métabolisme - qui se . 
développe en donnant pldmule et radicelles. La germination est alors 
interrompue par un Séchage à la touraille, lorsque les modifications 
de l'orge et ,les diasta'ses ,secrétées' sont suffisantes pour faciliter au ' 

brasSage une dissolution comp&te des réserves du malt qui' donheront . 
un extrait fermentescible par la levure. 

i 
Au brassage, la farifie de malt est donc, extraite à l'eau chau~th 

Sous l'aetion favwable de la température, les phénomènes de protéolyse 
e t  de saccharificati~n sont accél8ré.s et'ils achévcnt de cette façon les 
transformations ènzymatiques du maltage. L'extrait aqueux - séparé 
de la 'drêche - danne le moût ; il est soumis à une ébullition en brésenee 
de houblon, qui donne lieu à une précipitation de matières azotées. 
Dans le procédé classique de fabrication, le moût est ensuite refroidi 
au bac refroidissoir, puis au réfrigérant Baudelot, où il abandonne - ' .,,U, 
,respectivement « gros trouble D, puis u trouble fin ». Le moût est enfin 
ensemencé par de la levure ,qui y trouvera sels 'minéraux, mono- et 
dilsaccharides, akides aminés, poIypeptidy, facteurs de croissarrce 
nkessaires à son métabolisme. 

- 

COMPOSITION CHIMIQUE DE L'ORGE ET DU MALT 

IAa composition chimique moyenne de l'orge et du malt, d'après 
HOPKINS et KRAUSE (1947) /1] (1) est la suivante (en p. 100 de matiére' 
sèche) : 

(1) Les chiffres eii italique et entre crochets indiquant l'ordre d'apparitinn ries 
références bibliographiques dans le texte. 



Amidon . . .  . . . . . . .  
. . . . . . . . .  Cellulose . . . . . .  

, l  ; , + ' Y  
Pentosanes (1). . . .  , % .  i i : P *  

. . . . . .  . Mono - et  Disaccharides (2) ,, 
. . . . . . . . . . .  Lipides 

Protéines. 
Leucosin cides, polypeptides . . 
Edestine . . . . . . . . . . . . . . .  
Hordhine 3,6 2 . . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . . .  . Glatéliw 2,9 
Subgtanees minérales (3) . . . . .  : . . .  2,9 
Substances diverses (tannins, phytine (4); vita- 

. . . . . . . . . . . . . . . . .  mines (5) 4 2  F 

1 La teneur en substances protéiques est donc faible, puisqu'elle ne 
représente environ que la dixième partie en poids du grain. 

ANATOMIE SOMMAIRE DU GRAIN D'ORGE 
ET LOCALISATION DES PROT~INES 

ET DES ENZYMES PROTÉOLYTIQUES 

L'examen d'une coupe longitudinale du grain d'orge (6)  
(VAN LAER, 1942) [Y] : microphotographie) permet de distinguer : 

- Les téguments : enveloppe externe, péricarpe puis testa (paroi 
hémiperméable) ; 2 

- Ikndospeme (7) : cellules a aleurom (assise protéique) ; 
(S. str. albumen) subaleurone (première couche de cellules ren- 

fermant de l'amidon) ; ' 

amande farineuse constituée de cellules parois 
minces bourrées de granules d'amidon noyés 
dans un réseau protéique (tissu interstitiel) 

, r . , - -  4 

(6) Comme tous les grains .de Graminées, *le graiin d'orge est un c?aryopâc, ; - <$: 

c'est-&-dire un fruit du type a&&?, doht la-parai (péricarpe) est soudtie fntimemeitt ,-,&&" 
. A la suriace de la graine u b w e  qu'il contient. " 'a& 

(7) Noua utiiisoiis le d1efldo8perme, hahituellement employé dans 1st littkl - ,..$$.t.l 
rature brassicele : sensu $rie&, il s'agit de l'albumen. 

' i. 9 ,-J* ?3 



I - - plumule, tige et  radicelle en lihson avec l'en- ( 

dosperme par la couche épithéliale- du scu- 
teklum. Le scutellum joue un rôle irnpbrtank 
dans les échanges nutritifs entre gaame et  
néserves de l'endosperme et dans le meta- 
bolisme de la plantule. 

Dans l'assise protéique on admet l'existence d'hordéine, de glutéline 
HOPKINS, 1947 ; LUERS, 1949, a) [a], de globulines (SAVERBORN et  
:oll. 1944 ; DANIELSSON, 1949) f9]. Lthordéine contribue à la formation ,, 

de la matière protéique fondamentale des grains d'alwrone . 
(GUILLIERMOIVD, 1941) [IO]. Les cellules à aleurone sont riches en protéi- 
nases et peptidases (&GEL et ~ I N S ,  1947) (111. 

Le tissu interstitiel de l'endosperme contient albumines et  globulines 
(HOPKINS, loc. cit.). MASSART (1946) [121 a examiné des coupes micros/- 
copiques de grain d'orge traitées par une solution dy~_rée à 30 p. ' l ~ @  
qui dissout hordéine et glutéline ; la libération des grains d'amidon 
du tissù interstitiel amène l'auteur B admettre la présence de ces substancesi : 
protéiques dans ce tissu. 

L'endospeme est très pauvre en protéincises et peptidtses (ENGEL, 

loc. cit.). 
' La couche épithéliale du scutellum est riche sn dipeptidases 

(LINDERSTROM-LANG et HOLTER, 1932 ; PETT, 1935) 1131. Le g e h e  
, est également riche'en dipeptidases, en particulier dans la région subter- 
minale de Ia radiceIle (LINDERSTROM-LANG, loc. cit. ; ENGEL, 100. ci-t.h 

Des études hktochimiques plus complétes seraient nécessaires pour 
une connaissance plus approfondie de la localisation des substances :, 

protéiques dans le grain d'orge. 





La premikre étude systématique des protides de l'orge a été réalisée - 
par OSBORNE en 1895 [iq. D'après leurs caractères de solubilité, il a 
défini les constituants suivants : 

4 

- Une albumine, la leiicosine (0,3 p. 100 en mat. protéiques, si,& . ? 
matière sèche). 7 g . 1 ..W3 

- Une ou plusieurs « protéoses Y) mal caractérisées, solubles dans . 23 .el  

l'eau. . :<s .$ 
Une globuline, l'édest'ine, soluble dans les solutions salines - -j 
CINa à 10 % (1,95 p. 100 m.s.). - P 

T-Une prolamine, I'hardéine, soluble dans l'alco~l froid à 75c , "3 - - . L  

(4 p. 100 m.s.). &T@Q - . , . .  A!$ .; 4 
- Une glutéline, soluble d lcalis et a~&es dilués , , * -. 3- 

(4,5 p. 100 m.s.). -4% 

'En 1896, OSBORNE et CAMPBELL {15] ont procédé à une étude 
analogite sur le malt et ont décrit les cpnstituants azotés suivants': 
- Une albumine, la leucotiine (1,s p. 1QO de mat. sèche). 

Ti-ois <( protéoses » solubles dans l'eau. . 

Une globuline, la « bynedestin » soluble dans les solutioqs . - - 
salines (1,29 p. 100 m.s.). 
Une prolamine, la (( bynin » soluble dans l'alcool à 7L 

\ 

(1,25 p. 100 m.s.). 
Une glutéline, soluble dans les alcalis et  acides dilués (3,8 p. 100 - 
m.s.1. - 

En conclusion de leur monographie, les auteurs admèttent qu'au , 
cours de la germination, l'édestine et l'hordêine de l'orge ont été rem- 
placées par d'autres protéides, la « byiiedestin )) et  la « bynin », p l i ~  
riches en carbone et plus pauvres en azote. 

BROWN (1907) [16] .a identifié pour la première fois dans l'extrait 
aqueux du malt, des acides amihb ou dérivés, l'acide aspartique, l 'a~pa- 

- ra@nè, la tyrosine et la leucine. 
En 1928, BISHOP [ I r ]  a publie une importantg étude dans laquelle ' 

1 reprend la classification BI OS BORNE, l'adapte a l'analyse industrielle 
précise les conditions d'extraction des dittérentes fractions pratéiques. 

41 didtingue dans l'azote total : - 
L 

- Une fraction azote-sel-soluble (par trois extractions successives ' 

par S04 IG2 à 5 p. 100) : acides aminés, peptides, albumine, 
globdline. 



- 
- Une ~rucaun azote-alcacn-soluble p a r  tivis urtractions sueces- . 

Sives par l'alcool éthylique B TOC, bouillant à 820 6) : 
\ 

. hordbbe. . 
' .- Une fraction azote réstdud' : glutéline: ' .  \ 

Les deux premières fraction; sont dosées par'la méthode de 
K J E L D A ~ ,  la troisième simplement calculée par différence. 

A'la suite de nombreuses analyses d'orges de variétés diffbren 
' Bayop a découvert et défini le prinCipe de réguiaritk de la campoait 
azotée du grain ; ,pour des échantillons d'une même variété, maïs diff 
remment riches en azote, la teneur en glutéline reste constante par 
rapport & l'azote total, tandis que le taux d'hordwne croît avec la teneu~ . 
- 

en azote et.' que le pourcentage d'agota-sel-soluble décroE. 
En 1929 (a) continuant m, travaux sur le malt, BISHOP [Dl, aban- 

donne les dbnominations ~'OSBOKNE (18%) [19], de « bynedestin », 
de (( bynin +I et ne Conserve que les termes de leueosine, édestine, hordéine 
e t  glutéline. 

La premiére ' étude systématique sur l'évolution des fraotions - protéiques de l'orge au cours du maltage est celle de BISHOP (1929, b) 1201. 
Ellè établit que l'azote to td  ne varie,pratiquement pas au cours du 
maltage (malt avec ses radicelles). En utilisant le fxadtionnement azoté 
qu'il avait mis au point (BISHUP, 1928-1929, a) 1211, l'auteur a montré 
que, dans I'azote-sel-soluble, les variations de la hc t ion  (6 albmine- 
,. . globuline-protéoses » étaient pen sensibles. BISHOP a pjécisé également 

' le comportement des protéines 'de cc réserver de l'orge - hordéjne et 
e t é l i n e  - qui sont prot6olysées rapidement, du tr~isieme ap sixihme 

. p u r  de germi~ation, et  donnent des produits de dégradation groupés 
' sous le nom de (( non-protein-nifrogm. Vers la fin da la germination, 

-la glutéline serdit l'objet d'une « resynthèse »'dans\l'embryon et il 
, s'établirait ensuite un équilibre entre la protéolyse des, constituants 

azotés de I'endoaperme et la CI resynthèse » dans ~'ernbr'yon. Après le 
. : touraillage, les proportions relatives de constituants azotés varient 

trés légèrement pour les malts pQles. 1 < 

D'autres travaux (TAKAHASHI et SHIRAHAMA, 1931-32; FINK et 
BUN~SCH, 1937 ; MASSAF~T, 1946) 1221, viennent dans l'ensemble confirmer 
l'intéressante étude de BISHOP sur le maltage. 



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 
à échange d'ions et chromatographie de partage sur papier. Noys avons 
soumis la fraction sel-soluble (( aIb~mines-globulines » et la fraction 
alcool-soiuble « hordCine n à l'analyse électrophorétique, et leurs hydre- ' 

lysats x i  l'analyse chromatographique. Nous avons tenté d'isoler dans 
la fraction « glutbline » des composants dont nous avons analyse les , 
hydrolysats par chromatographie. 

A. - BILANS AZOTÉS 
\ 

ndre yne dtudc particulière des difiérentes frae- $ '  

ayé d'établir un bilan azoté coniplet de l'orge 
" 

d té, aprés divers 

onnanent de l'amte-sel- 
200 g. de farine d'orge « Aurore )) finement moulue (SCRIBAN, 1949) 

,231, sont soumis à trois extractions successives en chambre froide, 
chaque fois par 800 ml de CINa M 11 tamponné à pH 7 par du phosphate 
de sodium (QUENSEL, 1942) [24] ; on dose l'azote ainsi extrait. La 
solution est prbcipitée par six volumes d'acétone, et' centrifugée à 00 C. 
L'azote est dosé dans la phase liquide : il correspond à un mélange d'amino- 
acides et de polypeptides. Le précipité est repris par lkau distillée et 
on dose l'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 sèche sous pression réduite et on détermine son 



- 1.6 
I 

20 Extraction et fractionnement de l'aaote-alcool-eokrble. 
Le résidu de la première opération est soumis à trois extractions 

par 800 ml d'alcool à 70c, sous agitation, puis à I'ébuIlition h refiux. 
On filtre à chaud et on dose l'azote de la solution. Celle-ci est ensuite 
amenée par de l'alcool absolu à la concentration de 85c et maintenue 
à la température de - 100 C pendant huit jours. On centrifuge le précipité 
d'hordéiae, on lé séche sous préssion réduite, on le pèse et on dose l'azote ; . 
on détermine égdlement l'azote de la phase liquide. 

-30;Extraction et fractionnement de ltae0t8-glnU1ine. 
Stn- le culot de la dernière extraction alcoolique, on effectue trois 

' 

extractions successives à froid par KOH N 15 idans l'alcool à 45c, on . 
filtre et on dose l'azote de la,solution. La (( glutéline » est précipitée 
par le Sulfate de magnésium a demi-saturatiort, on sèche <le précipité, 
on le phse et on y dose l'azote. Ici encorp, on dose aussi I'a-zote de la 
phase liquide. 

Le culot final de  farine est .séché sous pression réduite, pesé et 
soumis A un dosage d'azote. 

RBPLultats 
. A n  dépar[ : 200 g. de farine d'orge : humidité 6,9% p. 100 (soit 

186 g. de siibstancc s8che) azote total 1,72 p. 100 de substance &ch@. 

Azofe-sel-solu ble : 
\ 

549 mg (17,15 p. 1OQ de l'azote total). '. 
Amte-alcool-soluble : 1 .121 II@ (%;1 p. 100 de iVT). 
Azote-glutéline : 392,s mg 02,3 p. 1 0  de NT). 
Azote N r'ésiduet )) : . 85 mg (26,8 'p. 100 de NT). 

, 

a) Fractionnement de l'azote-sel-soluble. 
549 mg 9'azot.e. 

Précipitation à l'acétone : Précipité, 356 mg 
. . Phase liquide, 192 mg .@5 p. 100). 

' 

Prêcipité après dialye (pH 7) : Précipité, 
Phase liquide, 171 mg 

. , Précipité Çglobulines), 

1.121 mg u azu~e. 
747 ntg (cc hordéine »). . 



Départ : 392,5 mg d'azote. 
Pr4~ipit.k : 28 mg (N glutéline B). 
Phase liquide : - 309 mg 
Fraction de l'azote non récupéré : 14 p. 100. 

d) Azoie « résiduel B. 

101,3 g. de farine à 0,84 p. 100 d'azote, soit 851 mg d'azote. 
Au tata1 2.913 mg d'azote sont retrouvés sur 3.200 mg et le déficit 

global atteint 9 p. 100. Celui-ci s'esplique par la 1ongueur.et la rndti- 
plicité des manipulations (prkcipitations, centrifugations, filtrations). 

Les résultats de ce bilan diffèrent sensiblement de ceux que donne 
le fraetio&fiment classique selon B~SHOP (1928) [Ml. Ils font ressortir 
Ta valeur relative de cette dernière methode en-ce qui concerne la fraction ' 

- azote-glutéline. 
No. avons également éta!.$$un bilan azoté complet 411 malt 

correspondant à l'orge étudié. ,:w .. +y % ,! 
.%$&~+:$':3$4; p i ,  
; { >  @( qfi, &!! 

I 

Malt (( Aurore 1) 

' Extraction et fractionnement de l'azote-sel-luhle,' 
2 0  g. de farine de malt finement qoulu  sont soumis à trois exlraç; 

tions s.ucceslfives en chambre froide, chaque fois par 800 ml de NaCl M /1, 
tamionné Ii pH 7 par du phosphate de sodium ; on,dose l'azote ainsi 
extrait. La solution est précipitée par six volumes d'acétone et ceatri- - ' 2 

' 
fiigée Ii 00 C. L'azote est dosé dans la phase liquide ; il correspond 

' 

à un mélange d'amino-acides et de polypeptides. -Le précipité: est repris 
par l'eau distillée et on dose l'azote de la solution obtenue. 

20 Extradion de 'l'-te-alcool-soluble . 
Le résidu de la première opération est soumis a trois extractions 

par 800 ml d'alcool 70c, sous agitation, puis A l'ébullition a reflux. 
on  filtre à chaud et on dose l'azote de la solution. 

30, Extraction et fracthement de l'azote-glut6line. 
\ 

Sur le culot de la dernière extraction alcoolique, on eîfectue troii 
extractions successives à froid par KOH NI5 dans l'alcaol à 45c, 

., on.centtifuge et on dose dans l'azote de la solution. Le culot final de 
farine est séché sous pression réduite, pesé -t soumis à un dosage dkazte. 

, - RBsuitatra 

Au dépari : 2OQ g. de farine,de malt : hùmidité 4,5 p. 100 (soit 



- 18 - ' 2  

I Y I  g. de slibStance séche) ; azote total, 1,62 p. 180 de substance &ch' 
koEt en, tout 3,094 mg d'azote. , , , 

1 .570 mg (50,7 p. 100 de l'azote tatal). 
4zsfe-alcool-soluble : 637 mg (U),6 p. 100 de NT). 

-Azofe-g[uféïiné : 84,8 mg ( 2;74 p. 100 de. NT]. 
 die G résiduel ». : $6,7 mg (26 p. 100 de NT). 

J?ractiannemenf de I'aeuie-sel-so3tibEe. 
Ddpirt : 1.570 mg d'am 
Précipitation à l'acétone : ~ r ~ c ' i ~ i t é ,  534 mg 

Phase liquide, - 1.036 mg (66 p. 100). - ,' 

Ari'total, on retrouye l'azote initial à 4,?8 p. 100 @S. Lks rrésu1tat.s 
dèi ce liilan s'approchent davantage.des moyennes données par le frac- 
tionnement selan BISHOP. ' ,  

B. - EXTRÀCTXON DES AC- A ~ N É S  
ET DES POLYPEPTIDES 

La chromatagraphie de partage sur papier exige une solutian chro- 
natographique pratiquefnen% exempte de sels minéraux. En effet, la 
présence d'ions Na+ et Cl" par exemple, de vitesses de migration (RF) 
iifférentes suivant les solvants utilisks (WESTALL, 1948) [2V], détermine 
ùn « effet-sels n (CONSDEN et coll., 1944) (281. L'ion chlore provoque' 
!a formation d'une bande opalescente dans la partie supérieure du chro- 
matogramme (zone acide) et d'autre part la présence de l'ion sodium 
dans la région inférieure (zone basique) ne permet pas de révéler faci- 
lement le glycocolle, la thréonine, l'alanine et la tyrosine (BOUI.ANGER 
et BISERTE, 1950) 1291. 

En premier lieu, nous avoxis essayé l'extraction des acides aminés 
de l'orge par l'eau distillée (BISERTE et %RIBAN, 1949) 1301, mais ce 
procédé n'a pas donné satisfaction e n  raison de la* présence de sels 
minéraux (de potassium, de magnésium, de sodium). Naus avons. donc 
soumis les extraits aqueux à la technique de dessalage  CONSDEN DEN 
(CONSDEN et coll., 1947 [31] : dessaleur .Q cathode de mercure) ; les 
eeeais ont étB rapidement abandonnés, en raison des mauvais résiltata 
obtenus. 

Dans une autre série d'expcsriençes, nous avons extrait les amino- 
addes et polypeptides de l'orge (BISERTE et  SCRIBAN, 1949) [%],-par 
l'acétone chlorhydrique Qui donne de boas résultats dans l'étude du 
plasma sanguin (BOULANGER et BISERTE, 1949) [33]. Ce solvant, assez 
méqiocre pour les acides aminb, ,pré>esnte l'avantage de prkcipiter les 
protéines et de ne pas. ektraiire pratiquement de sels minéraux. 

100 g, de LParipe sont trait& par 500 ml d'adtone redistiih, addi- 
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3 
tionnée de 1 p. IdO d'acide chlofhydriqae pur (v/v). Le mélange e d  
soumis à une agitation de deux heures en chambre froide. 

Après centrifugation, la phase liquide est concentrée sous pression 
réduite à 400 C dans un ballon de Claisen. Le résidu est repris en milieu 
chlorhydrique dilué et traité trois fois à l'éther sulfurique pour délipi- 
dation. On évapore le résidu sous pression réduite au dessicateur pour 
éliminer complètement l'acide chlorhydrique, le résidu sec étant repris 
plusieurs fois à l'eau distillée et  évaporé de nouveau vingt-quatre à 
trente-six heures). 

Nous avons observé que la délipidation à l'éther sulfurique entraînait 
des acides aminés et qu'il était nécessaire de laver l'éther utilisé par 
de l'eau acidulée jointe ensitite au résidu à dessécher. 

L'acétone chlorhydrique nous a donné des chromatogrammes 
préseatant quelqiies anomalies, sous la forme de taches allongées de RF 
mal défini, dans le systènle butanol /acide acétique. Nous avions pensé * 
tout d'abord que ces taches correspondaient a des petits polypeptides 
(BISERTE et SCRIBAN, 1949) 1341, mais après récupération e t  hydrolyse 
ceci n'a pu être confirmé ; il s'agissait donc certainement d'artéfact 
dCis A une déminéralisation et une délipidatiop incomplètes. 

, Noiis avons tenté ensuite'une délipidation préliminaire de la farin 
d'orge par l'éther sulfurique, suivie d'une extraction acétonique. No 
chromatogrammes n'ont pas &té sensiblement améliorés et, d'autr 
part, des acides amitiés comme la valine et la leucine ont kté entraînés. 

Nous avons ainsi été amenés à mettre au point la technique suivante 
qui noys a donné toute satisfaction (BISERTE et  SCRIBAN, 1050 a, b,  
1951, a) [Ml : 
- @l ml d'eau distillée et 100 g. de farine finement broyés sont 

dialysés sous agitatiowmécanipue contre deux fois 700 ml d'eau distillée ; 
I'opération est condclite en chambre froide pendant vingt-quatre heures, 
en présence d'une petite quantité de toluène. 

Dans le cas de l'orge germée, nous prenons un poids de iarine 
équivalcrit en matiére séche aux 100 g. de farine d'orgee' non germge. 
Le broyage s'effectue de la façon suivante : l'orge genn&n est congetée 
pendant vingt-quatre heures par la nejge carbonique, puis broyée dans 
un moulin préalablement refroidi de la même manière. Pour le moitt, 

' 

on dialyse deux litfes de I'&hantillon par fractions de 300 ml pour 
1.406 ml d'eau distillée. 

Le dialysat est ensuite concentré sous pression réduite à 400 C, 
jusSÙ'& un volume de 1_00 ml. On le soumet à un fractionnement sur 
r&ine à échange de cations (Permutiie 50 (1) ; ceci permet un dessalage 
efficace d e  la solution e t  assure la réalisation de chrp rammes 
corrects. &;&; w& 

La Permutite 50 est une résine polystyrène-sulfonée dont les grou- 
pements actifs SOQH échangent leur ion M 4- conee les cations miné- 

\ 

(1) Des &tabiisscments Phillins et Pain. 



,auparavant sur deux tamis, l'un de 30, l'autre de 50. 

- Wgénénation de la colonne par HC1 2 N ,  500 ml ; 

- Passage de la solution à désionisér (50 ml e n  moyenne) Q raison 
de 10 ml en sept ou dix minutes ; 

- Passage de NHrOH N puis, après réaction positive à la phénol- 
phtaléine à la sortie de la colonne, passage de YWsOH 0,9 N. 

, .- - ' rP  ' Au moment du passage du N front » de I'arnmoniaq*e, les acides c $: 

aminés et les petits peptides sont déplaces en totalité et- on recueille 
- - y . .  L ;*! ., _ W'ml environ de liquide que l'on concentre sous pression réduite avant &! 3, 

fiactionnern~rzf des acides aminés et des polypeptides. 
Apres passage du dialysat concentre sur la colonne de Permlrfite 50 ; 

le liquide de lavage à l'eau distillée contient de nombreux glucides -et 
, . des polypeptides. Les glucides ont été étudiés par chromatograghie 
-' de partage sur papier selon la méthode de PARTR~DGE (1948) [38] et 

ont fait l'objet de publications préliminaires (MONTREUIL et SCRIBAN, 
1951, a, b)  [39]. \ 

L'élution de la colonne par l'ammoniaque dotine la fraction 1 com- 

, Le passage sur Deacidite et le lavagè à l'eau distillée permet d'isoler 
une fraction II contenant les polypeptides et les glucides. La calonne 

L'ensemble de, ces opérations est résumé dans le schéma suivant 

- .  



/ 
Passage, lavage DCveloppement par 

à l'eau disttllee 

Sucres libres P ~ ~ ~ ~ e p t i d e s  ii "car?ctCre Amino-Acides 

PotypCptides ectde" Petrts Pepttdes 

f li; 
C. - EXTRACTION DE LA FRACTION 

(( ALBUMINES-GLOBULINES ,, 
a 
4" L'extraction de 1' « azote-sel-soluble r se fait, en général, par des 

solutions de ClNa A 10 p. 1W (OSB~RNE, 1895) [*Il, par S D I K l  à 5  p. 100 
(BISHOP, 1928 ; URION et LEJEUNE, 1940 ; KENT et M A ~ E B O E U F ,  
1949) [42], et plus récemment, dans les travaux suédois, pgr CINa Ml1 , 
tamponné a .pH 7 (QUENSEL, 1942) [43]. 

Des essais préliminaires nous ont montré que les quantités d'azote 
soluble extraites par ces différentes soliitions salines sont sensihlkment 
équivalentes, ce qui est conforme aux observations de BISHOP (1928), 
CHABOT (1937), URION et coll. (1944, c) [44]. 

Comme les travaux les plus récents et les plus complets sur les 
albumin& et globulines de l'orge ont été r6alisés en Suede, nous avons , 
donné la préférence A la méthode d'extraction de QUENSEL, ce qui 

- -1- - - -  P - . y -  - 
èst additionnée de 0,l p. 100 de Br03K poar inacti. -. ,-, ----J =-VU 

protéolytiques (SANDEGREN, 1949) 1451 et de traces de thymol comme 
antiseptique (CHABOT, 1937) 1461. - 
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. - 1 -  . .- , 
, . *y ,  , .&W. cextre i t  'et -telon Bit$ ,ply.$e 
,?-' , -e- t w .  : f .  

P .: '-'.:$a f ~ ~ l 5 q n  r albumi&a-glabylines s est pk$cipitée à 70 p. , 1 0 0  de 
; . ' ~a$urntim en byl£atk d'ammo&d, B gW?7, Après uné demi-heure 'de,. 

' : repàs, le rn61wga wt centriftkg& h:g&$pité est feW&lli; dksous dans. ' 
t,: . w'pk de soltrtiqn @krt@6eI addibion&kVd:up peu de totridfie, et  4 s  : - wrdi~lmms gi$emion @a& un- tube de mllo~'h&~aoie. :contre la sdèrtiond 

' - d e  
H 0,ûi-M - PO4 Na 'Il. 0.0% M. de pH 7 

: ' 
, I I > .  

; * 4 didyae cst p<urauivie en chambre fibide pwdant &i8 joum, . 
ri; 

1. , .. la soiu~ioP de dialyse é t a t  renpuuslée tr'ois fais pif,&u- Aprés- dialyse, .. . , 
-:< ' QEI èen+$ifuge le'eqntenu du dialyset@ ; le précipi66 cMBiiItat d u  phosphore . ' * 

&t @es/gl'ricides est écarté ; la' phasp, l i i~ ide ,  solution $ « a-W-mifte:s- '' - y !. ., 
$obçllhS u, e& color& aayz fort&&& ô& brun roygq-foncé,+toba6f&ent. . . .' 

..\ . par da pigments vég&ahx. , .-. 

I 
t. 
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>. D. - EXTRACTION DE LA FRACTION (( HORDEINE a 

Plusieurs méthodes d'extracti~n de l'hordéine ont été proposéc 
dans la littérature. Elles se différencient par le degré alcoolique de la 
solution utilisée et par le fait que l'extraction a lieu soit à froid, soit 
à l'ébullition reflux. 

Nous avons exp6rimenté ces différentes methodes. Le degré alcoo- 
lique de la solution d'extraction varie, en général, de 60c (QUENSEL, 
SVEDBERG, 1937) [47], à 75c (OSBORNE, 1895) 1481, en passant par 
70c (TAKAHASHI, 1927 ; BISHOP, 1928) [49]. Entre 30e et 60c, il 
rd évident que la solubilité de l'hordéine augmentant, la quantité d'azote- 
alcool-soluble disssous croît également (ROSE e t  ANDERSON, 1936) [50]. , 
Il est certain que, de 700 et 75e, la solution alcoolique extrait ti froid 
sensiblemènt la même quantité d'azote-alcool-soluble et que l'on est 
bien à l'optimum de solubilité à froid de I'bordéine (OSBORNE, 1924 ; 
CHABOT, 1942) [51]. . 

La diflérence essentielle entre les methodes proposées réside surtout 
dans la température d'extraction. 

L'extraction sous ébullition à reflux proposée par BISHOF (1928) 1521 .- 

pour son fractionnement azoté, désormais classique en Brasserie, a Bté 
inspirée par des travaux sùr la gliadine du blé. Effectivement, I'alcooJ 
bouillant extrait deux fais plus d'azote que l'alcool froid. Comme le 
remarquent BISHOP (loc. cit.), LUERS et GEIGER (1935) [53], il n'est 
pas douteux que d a  constituants azotés distincts de l'hordéine, lki-  
thines ou phosphatides, dont on connait la présence dans l'orge, et 
probablement des constituants non azotés, soient extraits en même 
temps. Aussi, à par 
des fractions « hordé 

\ 



n maintenant la solution à - C (SCRIBAN, 1950) [54]. Les 
rdéines r ainsi obtenues avaient une faible teneur en azote (de - 

8,35 à 11,75 p. lm) e t  une très faible teneur en acide glutamique - déter- 
minée par la méthode de GALE (1945) [55] - (de O à 1,27 p. 100 en 

seo alors que l'hordéine pure en contient de 30 à 40 p. 10). Ces 
ses confirmaient donc la présence d'éléments étrangers à I'hor- 

En  conséquence, nous avons abandonné l'extraction à chaud 
de BISHOP pour adopter la méthode B OSB BORNE e t  CLAPP (1907) [56], 

? du moins lorsqu'il s'agissait d'une étude de l'hordéine proprement dite. 
Nous décrirons de nouveau (cette technique. 100 g. de farine sont 

s directement en prksence de 600 ml d'alcool éthylique à 70c 
' 'à la température du laboratoire sous agitation mécanique. Aprh filtra- 

tion la liqueur est évaporée sous pression réduite à 500 C en ballon ' "  de Claisen jusqu'à un volume de 50 ml environ ; elle a un aspect sirupeux 
e t  une couleur roude. On la verse dans un litre d'eau distillée glacée, 
additionnée de 0,l g. de ClNa. Après quarante-huit heures de préci- 

p., . pitation en glacière, on décante e t  on centrifuge. La phase liquide rejetée 
$?.../ contient les substances plus ou moins solubles a la fois dans ?eau et  K .  
p -. l'alcool (acides aminés libres, tannins, sucres, pigments colorés). En 
3- raison de sa très faible solui$lité dans l'eau (0,02 p. 100 - .BISROP, 
. - 1928) 1571, et surtout dans l'eau glacée, la perte en hordéine est négli- 
k' : geable au cours de cette phase de purification. 
$ Le précipité est lavé trois fois à l'eau distillée glacée, ,centrifuge', 
. puis dissous dans un volume minimum d'alcool A 70c et  versé dans 
>* un litre d'alcool absolu glacé. Après quararite-huit heures de précipitation, 

le liquide est décanté et  centrifugé. Le, précipité, d'hordéine est déshy- 
par t ~ o i s  lavages successifs et macérations dans l'alcool absolu 
d'un.traitement à l'éther sulfurique, et  enfin desséclié au dessicateur. 
'hordéine pure a l'aspect d'une poudre d'un blanc neigeux. 

1 

i 

E. - EXTRACTION DE LA FRACTION « OLUTEWNE » 

L'étude de cette fraction est très délicate, en raison des carabteres 
très particuliers de solubilité de la u glutéline ». 

Nous avons écart6 toute extraction alcaline à chaud, car elle 
hydrolyse partiellement les protéines restantes de l'orge. ROSE et  

- ANDERSON (1936) 1581 ont montré en effet que des extractions par - 
- NaOH 0,5 N dans de l'alcool à 70c, à 820 C peuvent d4terminer I'hydro- 

lyse des groupements amidés. 
OSBOR~E (1895) [59] a traité la farine d'orge par des solutions 

de potasse diluée ; il a été g&né par la gélification des gommes qui rend 
la filtration ou la centrifugation difficiles. Ii n'a pu isoler de'fractions 
pures .de glutélines. 

1 
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Nous avons essayé la ihéthode de CSONKA et JONES (l92ï) [60], 

. 
>&,l 

adaptée par BISHOP (1928) {a]. Après extraction de l'azote-sel-soluble , - 
et d~ {'azote-alcool-soluble, la farine est extraite par KOH N / 5  addi- ' 
tionnée,.de 45 p. 100 d'alcool. Apres filtration, la solutiop est précipitée - " I 
p a ~  SOr Mg à demi-saturation. Le précipité est décqnté, ceirtfifugé, lavé 
à l'qau distillée à l'alcool absollu et 5 l'éther, enfin desséché dans le 
vide, Les analyses données dans le bilan azoté (p. 17) sont significatives. 
Aprés trois. extractions on est loin d'extraire tout t'azote restant dan: 
la farine, 'et le sulfate de magnésium ne précipite que 7 p. 100 de I'azott 
extrait. Toutefois, la fraction « glittéline, » préparee à partir, de cettc 
méthode est relativement riche en azote totaI (10 et 9,l p. 100 

Nous avons aussi expérimenté HCI N / 5  (CHABOT, 1942) 
précipité la r glutéline. n en neutralisant l'extrait par la saude jusqu'à 
pH 7. La fraction a été puriliée comme précédemment. , 

Enfin, nous avons appliqué une autre méthode de Ç s o ~ i c ~ '  et  . , 
JONES (1929) [63]. Zm farine séparée du son est traitée directement par 
NaQH à 0,2 p. 100 dans l'alcool à 50 p. 100. L'extrait est neutrali6é * 

jusqu'à pH 6,8 par WC1 ; après lavage à l'eau acidulée et à l'alcooi, le. 
précipité est dissous dans NaOH à 0,S p. 100 et fractionné par SO4 

. (NH 4 ) a j ~ ~ q u ' à  3 p.100 de saturatson pour la fraction a, puis jusqu'à - 
18 p. 100 de saturation pour la fraction 8. Après purification, 1: a -gluté- 
line contenait 11,8 p. 100 d'azote total et la p -glutéline 15,l p. Iûû. ; , ;, 
Nous avons vérifié qu'après 18 p. 100 de saturation en sulfate d'ammo- , . 

\ \ 

nium, il n'y avait plus de précipitation. Les proportions relatives d' a , ,= 
et de f~ -glutéline correspoqdent à celles indiquées par les auteurs (nous , l  

avons trouvé sept fois plus d' a que de $ -glutéline). . ;.;. 
- Ces méthodes d'extraction sont insuffisantes ; elles emploieqt des 

solvants ,acides ou alcalins qui, même dilués, peuvent déterminer des 
hydrolyses. Elles extraient des fractions protéiques mal définies, dont 
l'étude est A reprendre entièrement. 

Cette rnéthodé expérimentale a été décrite' pour la première fois 
en 1944, par GORDON, MARTIN,. SYNGE et CONSDEN [64]. Nous I 'av~ns  
utilisée en qison de.sa simplicité, de sa précision et surtout de la possi- .. 
bilité d'opérer sur de~faiblps quantités de matière ; en outre, elle permet, 
en une seule opération, de se faire unc idhe assez,exacte du (( pool » . 
d'amino-acides libres d'uni orge, d'un moût ou des acides aminés cons- 
titutifs d'un hydrolysat protéique ; c'est là un très grand ,avantage. 

Nous rappellerons brièvement le principe de cette méthode récente., 
Conhirernent à la chromatographie classique, elle ne fait pas appel , .,.. 
à de$ phknoméne~ d'adsorption sélective sur les substances pulv6m- 
lentes, mais au « partage H des'corps à séparer entte deux solvanb, dane , .> 1 





œuvre. Les chromatogmphies en deux dimensions ont été réalisées 
avec le système butanol/acide acétiqueleau et phénol/ammoniaque ' . 
(3 ,p. 100). La figure schématique no 1 donne la carte &es acides &nés 
dans ce système de solvants, que nous avons employé couramment. 
Le tableau correspondant 1, ci-dessous, donne les RF des diffkrents 
aciàes aminés ou dérivés, que nous avons rencontrés au cours d e  notre 

butanol lacide acétique. Le RF, d'une façon ghérale, n'a pas une valeur 

I,esl possibilités de l'analyse chromatographique sont plus limitées 
en ce qui concerne les polypeptides. En raison de leur poids mdéculaire 
plus élevé, il est difficile de les séparer dans les systèmes de solvants 
habituellement employés pour les amino-acides. La réaction à la ninky- 

.! L 

drine n'est pas très sensible avec les polypeptides, aussi doit-on en '_*  , ,.- 
utiliser beaucoup plus (1 a 5 mg) que dans le cas des amino-acides -+ ->A- :.. 

. *%g 
(10 B 100 pg d'amino-acides). Le rep&rage des taches de polypeptides 

, gramme, est réalisée selon la méthode de CONSDEN (1947) [68]. 

6 N. L'acide chlorhydrique est ensuite chassé, par évaporation sôm 
pressjon réduite, pendant deux jours et le résidu est repris par 0,121 
0,2 ml d'eau distillée. L'étude chromatographique est réalisée a partir 
de 10, 20, 30 pl, etc., de cette solution. La sensibilité de la méthode 

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

.- L . 8 '  
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TABLEAU 1 

RF des amino-acides ou dérivds dans le systême 
Bixtanol /acide ac6tibe et Ph6nol (NH3 3 p. 100) 

-AMINO-ACIDES Phénol (NHA) Butano] 
OU D ~ R I V ~ S  3 p. $00 acide acétique 

-- - 

Dérivés de cystine : 

A = Acide cystéique . . 
B = Lanthionine . 
C . . . . . . . . . .  
Acide aspartique . . .  

. . .  Acide glutamique 
Acide a-amino-adipique 

\ - 
Sérine . . . . . .  
Gljtcocolle . 
Taurine . . 
Thréonine 
Asparagin- . . . . .  

. . . . .  Glutamine . 
Alanine . . . . . . .  
Tyrosine . . . . . . .  
@ - Alanine . . .  
Valine et. Méthionine . 
Tryptophane . . . . .  
Leucine - Isoleiicine . . .  

. . . . . .  Phénylalanine. 
- . . .  . Acide y - amino-butyrique .: 

. . . . . . . .  MBthionine-sulfone '. 
. . . . . . . . . . . . .  Histidine 

Lysine . . . . . . . . . . . . . . .  0,lO 
Arginine . . . .  . . . . . . . .  0,i 7 
Proline . . . . . . . . . . .  0,38 . .  

Le dispositif optique d'enregistrement que nous employons e t  qui 
a été dkcrit par SWYNGEDAUW et MASSE (1943) [ml, repose sur un 
principe identique .celui de PHILPOT-SVENSSON ; les variations des 

, gradients, de concentration se traduisent en surfacè sombre sur un 
fond clair au niveau du  plan d'enregistrement. La courbe ainsi dessinée 
présente autant d'accidents qu'il y a de c o n s t i t ~ ~ t s  electrophoréti- 
qwrnciit différents dans le mélange protéique étudié. On pcut aussi 
suivre le phénomène d'électrophorése par un dispesitif aidomatiqq 
d'enregistrement photographique. 
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Par l'électrophorèse différentielle, on peut préciser : 

- Le nombre de groupes de protéines « électr~chimiquemerut .? 
semblabïqs :- il est égal à celui des sommets sur le cliché' 

' d'ékctrophorèse ; 

- La vitesse de chaque groupe, pour des conditiods expérimentales. 
données ( p ~ , .  temps, champ électrique. . .) ; . 

- L a  concentratio? des' différentés fractions (intégration des 
courbes) ; 

- Le degré d'homogénéité : à un sommet aigu correspondent cies 
molécules protéiques électriquement semblables, à un sommet 
étalé correspond certainement un mélange complexe de 
protéines. 

Néanmoins, une fraction protéique qui se révèle électrophor6ti- 
quement homogène a e  peut être Considérée,& priori comme tout à fait ' 

pure. Pour cela, il faut qu'elle se révèle homogène aussi-vis-à-vls d'autres 
,critèrcs'de pureté, le critére de E.J. Cosa (1923) [TOI, par exemple O). 

/ 

Préparation de la solution prothiqwe. 
On dialyse en général.la soluti&n protéique contre du tdmpoh phas- 

phate MIS0 de pH 7,s et  de force iohiqqe p = 0,004, OU contre du 
' 

,tampon phosphate A4 1223 de pH 7 et da force ionique p = Q,l. la' 
dialyse a Heu en chambre froide pendait quarante-huit heures, jusqu'à 
équilibre ionique. La solytion est ensuite centrifugée, puis on prélève 
2 à 5 ml suivant Ia cellule d'électrophorbie utilisée. 

Les électrophorèses (2) ont été conduites avec une intensité moyenne 
uc. courant de ? 8 mA. Ellcs ont été enregistrées optiquement- en 
frontières asceridanter, et descendantes sur film ou plaques panchro- 
matiques. 

x ,. L .  

+. 
- (1) Le log. de'k miubilith d'une prot4ine doit litre une fonction lineaim de la 

force ioniqüie da-~niîieii ; 
. . log. S - p - Ks'p 

p = force ionique. ICs = * sating-out constant . 
'(2) TO&S les L M 0  bot8Gs de cetravail m Ë  6t6 réali86as par le servlce dsÈ18c 

t.&@o~~se & I'Iw@pt & BUS le de Lule, sou9 la' ditwkion du 
Prof. Ag. L. %a& 6% avec tion te.&niqus-de Ml19 G. DEL~SCLUSZ. Na& 
k riMnrrdons s3n&m?nwff - . 





RÉSU LTATS PERSONNELS 

A. - FRACTION (( ALBUMI~ES-GLOBULINES 

1. - Maltage. 

historique. - La fraction azote-sel-soluble de B r s a o ~  (1928) [ T l ] ,  
:omprend acides aminés, polypeptides, (( protéoses D, globulines, abu-  
mines. 

. r %  
Il'individuafité de cette fraction azotée, extraite par SOaKz Q 

'?fi p. 100 a étC mise nettement en évidence par ROSE et ANDERSON (1936) . A 
[72]. Elle a été étudiée quantitativement ; les conditions deaugmen- 
tation du tavx d'extraction en fonction de la finesse de mouture ont 
$té précisées par BANG (1930), URION et - GOLOVTSCHENKO (1940, ,L ; 
SCRIBAN (1949) 1733 ; d'autre part, l'influence des différents ,facteurs - -  .* 
:température, concentration et nature de La salinité) sur la quaneitë 
l'mate-sel-soluble extrait, a fait l'objet de travaux de URION et coll., 
'1944) [Y#]. , 

L'étude qualitative de l'azote-sel-soluble a été entreprise au moyen 
l'&gents de fractionnement physique (chaleur) ou chimiques .(C:12 Zn, 
SO&fg, CC13C02H, etc...), par OSBORNE .et CAMPBELL (1896), BROWN 
{1907), SÇHJERNING (1914), BISHOP (1928, 1929, a), URION et LEJEUNE 

. (lW) [75j. Ces méthodes anciennes ont donné des résultats arbitraires 
eh raison de leur brutalité e t  des dénaturations qu'elles produisent. 

Les techniques modernes d'ultracentrifugation, d'éIectrophorése, 
olarographie ont permis de faire des progr&s importants dans Ia 

,-:: 
aissance des albumines et des globulines de l'orge et du malt. 

1937, QUENSEL et S V E D B E R G ' ~ ~ ~ ]  ont 0 b ~ e ~ é  l'hétérogénéitéi 

% 
, . 

a fraction « albumines-globulines n de l'orge soumise & 1' tracen- 
ugation., Poursuivant; ses recherches sur la globiiline (éde, ne) de 

l'orge, QUENSEL (1942) {77] a mis au point un fractionnm'ent de P@&it,~ait 
:hloruré'sodique d'orge par le sulfate d'ammonium, contrôlé parz ultm- 
:entrifugation Q 68.000 tours [minutes. Quatre constitiiants 'ont &4- 
dentifiks : 

, - Prhcipité jusqu9$ 1.5 p. 100 de 'saturatiotl en sulfate d'ammo- 
nium : p-globuline ; . - 

- F~écigitB entre 



10Q:OM)'? - 

3Oo.t)0? - 

Desxrecherches aiialodues ont. été effectuées sur les qitres céréales, 
$; 

. ' blé, riz, avqine (SAVERBORN,' 'DANIELSSON et ,  S~EBBERG, 1944 ; - 
.DANIELSSON, 1949) [78] ; dIes ont nontp5'que J'arge 'était la seule.cé&aie . 

*: ,-coutenant de 18 p-glol>uline. Parmi les quatre constituants .de l a  -#loba- 
l&s & lboge, c'est elle qui est la plus ~iche en aodre,, soit 1,94 p. 1M) 

, (SANDEGREN, 1947) [Tg]. La yÎglobulinè est .iacalide daAs l'embryon, , 

tandis que 1' or et la $-g<obubne se srem<trent  pcincipalemient da& 
, les cellules B aJeurcine ; l'endospe&e Contiendrait peu de ghhulines 
, (SAVEABORN e k  coll.. 'loc. cit.). 
" ' L'afbumine de 130'rge, ou 'leuepsine, à été examinée également à. 

" l'ultracentrifugation. QUENSEL (1941) 160) croyait que ia leueosine -. 
Bbit pvlydispersée, mais eh réalité la fraction qu'il avait prépar& con- 
tenait' encore des globulines. DANIELSSON et SANDEGREN (1947) [81] 

, . : ' \ ont perfectionné la technique de fractionnement de QUENSE+ (1942) [82] ; 
ils ont-purifié soigneusement lklbumine pj r  ftactionnements r&petés, - 
ap  sulfate d'zufmo'nium' à- 70 p. 100 en saturation, et des dialyks - 
successives contre l'eau distilléè. t e s  auteurs ont démontré que l'albumine 
de-l'orge et celle du malt avaient-la même constante de sédimentation, - 
qu'ekiq ëtaient homogénes et identiques ; le poids moléculaire de l'albu- 
mine serait de 54.000 (DANIE~SSON, 1948 ; in LUNDIN, 1949) [83]. 

' 

DANIELSSON et SANDEGREN (IQc. c&.) ont montré que l'activité de la 
' 

$-amylase était liée à l'albumine de l'orge et  que l'activité des 
a - et @-amylases était liée h I'albumine du malt. 

L'évolution des constituants de I'edestine de l'orge a été suivie 
au oaurs du maltage (SAVERBORN, et coll., 1944). [84]. L' K -globuline . 
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, .- prisence de deux composanfs 1A')''êt ( ~ ' ) . " ~ e  chmpvsaur ri a LUI 

. , mobilit4 p = 4,3 x lW5 cm /s /v /cm (champ éléctrique H -4 2,52 v /cm ; . 
1 intensité I = 7,8 mA), il représente 75 p. 100 de  la totalité du dia- 

gramme (1). Le composant B' est complexe et se sépare en B'% immobik 
B .  e t & i  de vitesse très faible. L'aspect &talé de ces fractions sur le dh- 

% .  
gramme d161ectrophorèsé laisse deviner un certain degré dYhPtPrnuPnbitP. 

Fig. 2. - Dtwamrnes d'Blectropho*e de la fraction 
e albumines-globulines r pH 7 (f'ORti6rcs descendantes). 

a )  Orge a fiur6re n 
b )  Orge au cinpuibme jour 'de garminatbn. 

Moût, après p m t W p  B Mi0 C. % Modt hsublonn6 aprbs ïe r6fPtgBmt Bardem 
(a PH 7, 8). 

Etude chramatagraphique. - L'étude chromatographique des hydro- 
Iysats de la fraction albumines-globulines), dans le systeme butano1 / : .f . 
sicide acétique et pb6nol (NHj 3 p. 1M) révèle la prhsenîe des hmiw- 

3 p" 
acides suivants : dérivés de la cystine, acide aspartique, acideglutamiqiie, '7 

:.. . -. . 
1 . , - " <' ; ' 
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(1) LPrsrlu'on d6compo@3 : *AG. d ' & e * ,  OB atmw a* mm- .. i . .,!.- i i: 

. posant A', le sommet Met la i ..-.... -u palier en&e  SB A' qr. ,, . ,'," . 
. . . . ., . _ i.:,; 1 . .  , . , .  
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sérine, glycocolle, thréonine, alanine, tyrosine, valine, phénylalanine 
leucine, proline, histidine, lysine, arginine. Il faut noter la teneui 
relativement élevée en arginine e t  en dérivés de la cy~t ine~,  caraeté- 
ristiq,ue des globulines végétales (BONNER, 1950) [89]. 

, , 1)) Orge en geminatibn. - 
Un échantillon d'orge (1 Aurore » au cinquième jour de germination 

a été utilisé pour préparer une fraction « albumines-globulines » qui s 
été soumise à I'électrophor6se différentielle, h pH 7 (H = 2,4 v/cm ; 1 = 
B mA). Le diagramme d'électrophorèse (Fig. 2 b) montre la présencc 
dc deux composants A' et B', après trois-cent-quinze minutes de passagc 
du. courant. Le composant A' a une mobilité p-= 4,3 x 1 0 - 6  cm /s ,/v]cm 
et ne représente plus que 66 p. 100 de la totalité des protéines, ce qui 
cpr~espond ii une diminution notabk par rapport au composant A' 
de l'orge non germéc. Le composant B' est encore complexe : BY2 est 
t o~ jou r s  immobile, tandis que le composant B'% de vitesse faible, devient 
plus important. On a donc observé une légère évolution de la fraction 
(( albumines-globulines » au maximum de la protéoly_se pendant la 
germination. 

En conclusion, nous pouvons affirmer que la 'fraction (f alhumiqès- 
globiilines )) de l'orge est t3lectrophorétiquenient héf4rogène ; nos résultats 
sont cn accord avec ceux de QUENSEL et  SVEDBERG (1937) [QO], et  de 
AYIIAPAA (voir p. 3'3). L'existence de composants B'l et B'Z de vitesse 
électropliorétique faible ou nulle, laisse supposer la présence de dérivés 
polysa~charidiques ou glucoprotéidiques. 

Comme le remarquajent QUENSEL et SVEDBERG (loc. cit.) les varia- 
tions des diagrammes d'électrophorèse observées au cours de'la germi- 
nation sont d'une interprétation trés délicate. L'augmentation du com- 
posant peu rapide B'l permettrait de supposer un enrichissement en 
polysnccliarides de l'extrait chloruré de l'orge en germination. Quant 

. à la légére diminution de la vitesse du composant A', e lb  pent être 
expliquée au moins partielierlient par l'effet retardateur du composant B', 
devenu plus important. 

c) Etude ohromatographique de l'hydrolysat de p - globuline. - . 

La fraction P-globuline du malt (QUENSEL, 1942) [91] a été'préparée 
au départ d'un malt (( Aurore B. Nous avons utilisé la méthode de 
QUENSEL modifiée par SANDEGREN et  coH: (1949) [92]. L'extrait chloruré 
est précipité par le suIfate d'ammonium A 15 p. 100 en saturation, neu- 
tralis* à pH 7 ; le précipité obtenu est purifié par plusieurs précipitations 
successives au sulfate d'ammonium à 15, puis 7,s p. 100 en saturation. 
11 est enfin dialysé contre de l'eau distillée. Le précipité obtenu représente - 
la' p-globuline et on la soumet à une hydrolyse acide. 

L'hydrolysat de $-globliline est soumis & la chromatocrra~hie bidi- 



r ly. 3. - ChromaZogramme semi-schématique de l'hydro- ' 
lysat de @ - eriobuline. 

1 

Proportions relatives des amino-acides 
de l'hydrolysat de @-globuline - 

AMINO-ACIDES 

Dérivés de la cystine . . . .  ++ 
&aide aspartique. . . . . . .  3 .  
Acide glutamique 7 . . . . . .  
Sédne . . . . . . . . . . .  + 
GlycocoUe . . . . . . . . .  2 

. . . . . . . . .  ThrBonine 2 
. . . . . . . . . . .  Alanine 5 

Tyrosine . . . . . . . . . . . .  2 
5 . . . . . . . . . . .  

Leucines 10 . . . . . . . . . .  
Phénylalanine . . . . . . . .  + *  

. . . . . . . . . . .  Praline +f+ 
. . . . . . .  Acides diaminés ++ 
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La p-gmr~uiine est riche en leucine, aciae glutamique et proline. 
Il est 'intéressant de constater la richesse relative en dérivés de cystine ' 

e t  de la rapprocher de la teneur élevee en soufre (1,94 p. 100, SANDEGREN, 
1947) 1931. Nos résultats sont comparables à ceux de TROLLE (voir 
JENsÈN, 1951). [9P]. 

\ 

II. - Brassage. 

Historique. - Les protéines vraies du moût ne sont pas dialysables 
et ont un poids moléculaire supérieur à 10.000 ou 15.900 (u true protein )) 

de BISHOP, 1944, 1951) (951 ; elles représentent environ 1 p. 100 de 
l'azote total du moût non houblonné. Elles ont été l'objet de nombreux 
travaux en raison de leuf importance dans la stabilité colloïdale de la 
bière. 

Une fraction, dite « globuline 1): non coagulable par la chaleur, 
sensible au froid, est précipitée du moût au tiers de Saturation en sulfate 
d'ammonium (sans correction de pH). Elle a été étudiée par HARTONG 
(1937), HOPKJNS, 4 ~ q t a r x  ,et BERRIDGE (1941, 1949) et JOHNSTON 

..* \ 

. 8 -  a 
,' II (1948) I(J61. ,? ", t , .,:. %-.,  . 

Une fraction, dite « albumine », coagulable- par la chaleur, est 
précipitée du moût saturé en sulfate d'ammanium. Elle a été étudiée 
pàr HARTONG, HOPKINS et  call., JOHNSTON (loc. cit.). 

QUENSEL et SVEDBERG (1937) f9r] ont préparé, a partir d'un moat, 
une fraction précipitee par saturation en-suifate'd'ammonium et l'ont 
dialysée contre tampon chloruré à pH 7. cetté fraction 5 été soumise 
à l'ultracentrifugation. Le diagramme de sédimentation est voisin de: 
celui'obtenu à partir de l'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 c6nstituant.s de l'édestine de l'orge, définis par QUEN 
ont été recherchés dans le moût par ultracentrifujjation. La p-gl 
s'est révélée le seul constituant stable durant le brassage ; après 
tion de deux heures, elle subit une dégradation (SAVERBORN et  coll.?$ 
1944) [98] et les produits qui en résultent, d'un poids moléculaire deiiyn+~;. grt., 30.000, contribuent à la formation du (( trouble au froid » de la bière. ..i 
(SANDEGREN, 1947) [99]. SANDEGREN (1949) [IO01 considère, en eiTet, 
qu'il ne ieste pratiquement plus de globulines vraies dans un moût après 
ébullition et filtration ; pour cet auteur, sa fraction « albumine » non 
dialysable>, hydrosoluble, n'est pas constituée par l'albumine du malt ou 
de l'orge, mais par des composés de poid6 moléculaires élevés (10 8 
40.000) d'origines diverses. 11 a étudié cette fraotion par polarographie 
ou par ultracentrifugation (SANDEGREN, 1947, ; SANDEGREN et SAVE&ORN, 
1949) [loi]. 

Il faut signaler en-n qu'il existe encore dans le moût des fractions 
de poids moléculaire plus faible qui constituent la majeure partie de 
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l'azote (60 p. 106' environ). Elles ont été très peu étudié- iusqu'à présent 
(BISHOP, 1949, 1951 ; JOHNSTON, 1948) 11021, 

Resultats expérimentaux , 

Nous avons étudié les fractions protéiques nsn dialysables d'un 
moût, en utilisant la technique d'électrophorèse différentielle. Le moGt 
a &té prélevé après le stade de protéolyse à 600 C et n'a été ni houblonné, 
ni bouilli. 

Afin de pouvoir comparer nos résultats à ceux des travaux anté- 
riegrs, nous avons eu recours aux techniques classiques de précipitation 
au $ulfate d'ammonium décrites dans les études de HARTON; (193?) f10.3J 
et de JOHNSTON (1948) 11041. 

Nous avons précipité du modt la fraction « albumines-globufines ) 

par saturation totale en sulfate d'ammonium puis débarrassé le prkipitt! 
du sulfate d'ammonium par dialyse sous pression, contre une solution 
chiorurée sodique 0,2 M, tamponnée à pH 7 et fréquemment renou- 
velée. Après dialyse à pH 7, contre tampon phosphate, jusqu'à équilibre 
ionique, la solution est soumise à l'électrophorèse, en frontières descen- 
dantes (H = 2,16 v/cm, 1 = 7,6 mA). Le diagramme d'électrophorèse 
montre, après trois-cent-quinze minutes de passage du courant, deux 
fractions distinctes, de mobilité différente (Fig. 2 c). Le composant A', 
le plus rapide, a une vitesse p = 4. 10-6 cm/s/v /cm ; il reprbsent 
36 p. 100 de la to ta l té  du mélange. Le composant B'l est trks le 
(O,& 10 cm /s /v /cm) et  parait complexe. Quant au composant B 
qui a une vitesse nulle, il représente certainement une fausse-frontière 

Le comportement électrophorétique de la fraction « albumines 
globulines » du moût, non 'houblonné, est donc comparable au com 
portement de la fraction correspondante de l'orge (Fig.  2 c e t  Fig. 2 a) 
Le compo,sant A' a diminué très nettement et c'est le composant 
de vitesse très lente, qui est devenu le constituant principal après le... ; 
brassage (Tableau III). La mobilité de A' a diminué également ; mais-:- 
cette variation peut aussi s'expliquer par un effet retardateur dû 8::!.--2~*. 
l'impprtance de B'i (voir p. 35). -wp 

+ I 

En vue de préciser la nature de ces divers constituants, nous avons A,; 

alors,, à partir du moût préçédemment étudié, séparé spccessivement '.'" . z r T  
les précipités suivants :' -Y.. 

$Î$$$l 

« Relargages » ' successifs du mo6t ":%$ -3.- S.,. 
$ <;>$@$ 

(F 
ig. n(i:yi*i' - Précipité obtenu par saturation au tiers .' . . 

- Puis, sur la phase .liquide restante : précipité 
obtenu par saturation au demi . . . . . . ,(17icg,,4,n,O- 3) ,._, 

- Enfin, sur la phase liquide restante : précipitC ,;;-.:rc~;b !$:.!$ 
obtenu- par saturation todale . . .Y;! ;;$,ir:p:\i (Fig. 4 no 41 

,. a$,qt,?>.% 
7,:;': 
i - 



1;ig. 1. - Diagrainmes d'électrophorbse de la fractioti 
(( albuiniiies-globulines 1) de moût non houblonné, à pH 7,s 
(/rontiéres descendantes 1. 
1 - Fractions précipitées par saturation totale en sulfate 

d'ammonium. 
2 - I*'ractions précipitées par saturation au tiers en sulfate 

d'ammonium. 
3 - Fractions précipitées par saturation au demi (aprés 

relargag au tiers). 
4 - Fractions précipitées par saturation lotale (après relar- 

gage au demi). 
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Les précipités sont débarrassés du sulfate d'ammoninm comme 

-précédemment. Les solutions sont dialysées contre tampon phosphate, 
à pH 7,8 jusqu'à équilibre ionique. 

Les électrophorèses ont $té conduites avec une intensitk moyenne 
ue courant, de 4,2 mA, et enregistr8es optiquement en frontières descen- 
dantes. Après trois cents minutes de passage du courant, les diagrammes 
obtenus (Fig. 4) montrent la présence des co'piposants A', B'i, B73. 

. Sur k Fig. 4 les traits fins verticaux matérialisent les points d'égale : 1 
vitesse de migration électraphorétique. I,e Tableau III indique les . , 
proportions relatives des fractions A' et B' (= 33'1 + B'Z) dans' ces , 
divers u relargages », ainsi que celles, à titre de comparaison, des frac- 
tions A' et B' du précipité obtenu après saturation totale au sulfate 
d'ammonium (Fig. 4, no 1). 

TABLEAU III 

Électrophorèse de fractions azote-sel-solkble de moût 
non houblonn6 . 

* - 1 JI:?;:: stade , , 1;; 1 
(= B' i + B' 2) 

1 .  Saturation totale en sulfate d'am- 
monium . . . . . . . . . . . 

2.  Saturé au tiers . . . . . . . . . 
3.  Sature au demi apres relaryage . . 40,2 59,8 
4. Saturé en totalité après relargage . 10,s - 89,5 

Le composant B'i, de vitesse très lente, devient le composant prin- 
1 cipal après le brassage. 

Sur Ia Fig. 4, n o  2, la fraction A' est de beaucoup la plus importarrte. 
Par ses caractères de précipitation, elle dbit donc s'apparenter aux 
gIobulines ; elle comprend probablement la @-globuline de QUENSEL 
c6fnplètement précipitée à 15 p. 100 de saturation en sulfate d'ammac 
nium et  retrouvée intacte par ultracentrifugation dans le moîit non 
houblonné (SAVERBORN et coll., 1944) [105]. 

Sur la Fig. 4, no 3, cette fraction A' diminue nettement et sitr 
la Fig. 4, no 4, elle devient insignifiante (Tableau III). Nous soinmes 
dono bien en présence d'une fraction protéique complexe, B cara&è.re 
?e globuline. 





A. - Fraction azotée non dialysable (« water voluble non dialy- 
sable nitrogen compounds ))- de SANDEGREN (1949) = 

fraction (( albumine » de SAN DE GR EN.^ [108]. 
' B. ,  Fraction azotée dialysable (polypeptides, acides aminés). 

i 

b. RACTION « GLUTELINE a 

Nous avons étudid par chromatographie de partage sur papier, 
les hydrolysats des diverses fractions protéiques, préphrées suivant 
les fiéthodes d'extraction de l%zoke « glatéline » décrites préeédernm~nt. 

Les extractions'ont été réalisées & partir de farine d'orge « Aurore ». 
Les chromatographies en deux dimensions ont été faites dans'le 

système butanoilacide acétique et  phénol (NH3 3 p. lm). 
l 

lQ Extraction selon la méthode de CSONRA (1927) -BISHOP (1928) (1091. 
Après avoir éliminé l'azote-sd-soluble et  l'azote-alcool-soluble sui- , 

varit la technique de BISHOP (bilan azoté, p. 16), nous avons extrait 
l'azote (( glutéline H , e t  isolé deux fractions : la première contient . 
10,08 p. 100 d'azote total et, la seconde 9,13 p. 100. Après hydrolyse 
%totale, la chromatographie en deux dimensions permet d'établir Irs 
proportions relatives des amina-acides constituants. 

Proportions relatives des  amino-acides d'hydrolysaté 
d e  fractions (( glutdline 1, 

AMINO-ACIDES 1 Fraction 1 

Acide aspartique . . . . . . . . . .  ' 1 
Acide glutamique . . . . . . . . . . . .  10 
Sérine . . . . . .  : . . . . . . . . .  5 

. . . . . . . . . . . . . .  Glycocolle 5. 
Thréonine . . . . . . . . . . . . . .  1 
Aiapine . . . . . . . . . . . . . . .  3 
Tyrosine . . . . . . . . . . . . . .  . 1  
Valine . . . : . . . . . . . . . . .  4 
Leucine . . . . . . . . . . . . . .  8 

-Phénylalanine. . . . . . . . . . . . .  5 
Pmline . . . . . . . . . . . . . .  $. 

. .  . . . . . . . . . .  Histidine : ; 2 
Lysine . . . . . . . . . . . . . . . .  

I ,  

2 
. . . .  . . . . . . . .  Arginine .. i. 2 

i 

Fraction 2 
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Fig. 5. - Chromatogrammes semi-schématiques d'hydro- 
lysats. 

A - De glutéiine. 
B - d'a - glutéline. 

La Fig. 5, A représente le chromatograrnme semi-schématique 
de l'hydrolgsat de la fraction 1. 

On remarque q& les fractions 1 ct  II, extraites successivement, 
ont la même composition en acides hminés. Tous les amino-acides sont 
représentés, mais il y a lieu de noter Ibbondance en acide glutamique 
et  leucine (SCRIBAN, 1949) [Il01 ; cette richesse est également retrouvée 
dans la gluténine du blé (BONNER, 1930) [111] et la glutéline du maïs 

12 
(THOMAS, 1946) [112]. Par contre, dans les fractions (( glutéline )) d'orge, 

, d il y a relativement moins de tyrosine que dans le blé. Les dérivés de 
la cystine n'ont pas eté clairemeht mis en évidence. Le tryptophane, 
sans doute pr6sent comme dans les autres glutélines, n'a pu être révélé 
dans les cliromatogrammes, car il es! détruit par l'hydrolyse acide. 

')a Exfrac.fion directe selon la méthode CSONKA et JO.VES (1929) [113]. 

Xous avons examiné 1' a- et  la P-glutéline préparées directement 
h partir de la farine d'orge (i Aurore )) (voir p. 2 t). 3;"+5,9RRRf;r 

L' a-glutéline contient 11,8 p, 100 d'azote tota~&%?'T%lutéline 
15,1 p. 100 d'azote total. La composition en acides aminés des Iiydro- 
lysats de ces fractions est donnés dans le Tableau V, colopnes A et  B. 

Ia Fig.- 5, B reprhenk le chromatogramme de l'liydro$sat 
d'a-glu té lin^. 



\ 

A titre de comparaison, nous avons en outre isolc, par la même 
méthode, une cr-glutéline à partir de la même farine préatlabkment . 
débarrassée de l'azote-sel-soluble et de l'azote-alcoo1-soluble. La com- 

' 
position de l'hydiolysat est donnée dans le Tableau V, colonne C. 

Nous retrouvons les mêmes acides aminés, mais les dérivés de la 
' 

cystine sont nettement pi'ésents. Nous remarquons que l'a- et  la 
- p-glutéline (colonnes A et B) sont pratiquement identiques et que 

leur distinction, fondée sur des caractères différents de précipitation, 
semble @en arbitraire. 

TABLEAU V , 

Proportions relatives des amino-acides d'hydrolysats 
a' a 8t de @ -glutéline 

a -glutéline P -glutéline a -glutéline 

. . . . .  Dérivés de cystine. 
. . . . . .  Acide aspartique 

Acide glutamique . .  : . . .  15 ' 15 25 
. . . . . . . . . . .  Sérine 8 , 8  8 

Cflycocalle . . . .  . . .  8 8 8 
Thréonine . . . . 4 6 2 
Vaiine . . . .  8 7 
Tyrosine . . .  3 2 

10 - 10 
:\ 

Aianine. . . .  8 
Phbnylalanint, . . 3 
Leucine . . .  
Proline . . . .  + + 
Histidme . . . . . .  8 8 
Arginine . . . . . . . . .  4 6 
Lysine . . . . . . . . . .  6 

D'autre part, comparées aux fractions isolées précédemment 
(Tableau IV, Fiy. 5), elles sont également riches en acide glutamique 
et leucine. La teneur en acides diaminés est légèrement plus forte ; elle 
s'accorde avec les analyses de C s o ~ k 4  et JONES (1929) [114J, Bien que 
la plus forte proportion d'arginine ne soit pas confirmée. 

Enfin, la comparaison entre les a-glutélines (cplonnes A et C 
extraites directement ou non, laisse apparaltre une w n d e  analogi 
dans les résultats ; on note simplement une plus grande richesse en 
acide glutamique. Le mode d'extraction n'a donc pas d'influence prépon- 
dérante sur l'individualité de la fraction préparée. Nous pensons que 
'les diffbrentes fractions protéiques isolées de $azote (( gliitéline n de 
l'orge sont très voisines les unes des autres. Elles sant tout- carac- 



. térisées par leur solubilit6 dans les acides OU uicses dilu&-, par leur 
richesse en acide glutamique et ieutine, et sont donc bien apparentées 
i2 la gluténine du blé et aux glutélines du riz et  du haïs, 

Comme novs l'avons 'montré dans le bilan azoté, la totalité de 
l'az6te (( alcali-soluble » extrait n'est pas retrouvée B la fin des préci- 
pitations. L'azote non précipité représente sans doute une autre fraction 
protéique assimilable à une glutéline et peut-être h une faible quantité 
d'hordéine alcool-soluble. - 

L'examen de l'hydrolysat d'une fraetion (c glutéline )) isolée du 
malt, n'indique, en fin de germination, a>cine modification notable 

. dans la composition en acides aminés. 
En résumé, nous croyons que la fraction azote fi glirtéline » de 

BISHOP (1928) [115J, est plus complexe qu'on ne le &se généralement. 
Son étude est rendue difficile en raison des caraaetéres très particulibrs 

\ - de solubilité qui peuvent entrai~er, dans.leur application au cours des 
extractions, des modifications dq st~ucture qui ne seraient pas nbgli- 
geables ; une communication orale du. Dr Etsaop nous l'a confiGe' 
pleinement. 

révélbs homogènes. D'autres agents d'extraction ont kt4 essayés i par 
exemple, l'acide formique 0,Ql M,- pour le gluten n de riz êth2$orge ' 
(CUNNINGHAM et ANDERSON, 1950) El171 ; enfin dus salutions d'agents 
ietergents (dodécylbenzène-sodium-wïfonate, alkyl-benz&ne-s~ii1xyi-~ul- 
Foiiate) ont été employées avec succks pour le gluten de blé (FOSTER, 
1949) [Il81 ou les protéines du maïs (FOSTER, Y ~ ~ t i e t Y u r ,  1950) [lfq. 

C. - FRACTION (( AZOTE-RÉSIDUEL » 

Les extractions suekssives à froid par la iotaike ou l'acide chlorhy- . . 
lrique n'extraieat pas compléternent I'azote de la farine d'orge, Dans . 
e culot final d'extraction, no& avons trouvé à l'analyse jusqu'h 0,84 p. 100 "," 
t'a'iote tdtal, ce qui représente 36 p. 100 de l'azote total de la farine t .:-. 
Itudiée. Nous avons appelé azak  (:, ~ é s i d u d  n, l'azote a4n extractible , 

par. les solvants habituels. \ .  - 



hu,portions relatives des aminLacides de l'hydrolysat 
d'azote e« résiduel )) 

On observe la plupart des acides aminés avec prépondérance d"acide 
de valine et de leucine. 

Cette investigation sommaire nous renseigne peu sur cette fraction 
protéique. Elle représente sans doute des protéines' dénaturées, mais 
également des protéides de structure mal connue ( R  native protein o, 

u retained pratein », LUGG, 1949) [IZO], du cytoplaqme cellulaire. 

Eiistoriquc:- OSBORNE (1 895), OSBORNE et  CAMPBELL (1896) [121], 
ont défini l'hordéine et la bynin, prolamines de l'orge et  du malt. Pour 
ces auteurs, la bynin qui contient 1 p. 1 0  de moins d'azote et 1 p. 100 
en plus de carbone que l'hordéine, représente un protéide nouveau rem- 
plaçant I'hordéine au cours de la germinatioii. 

, En collaboration avec GILBERT (1906), puis CLAPP (1 9Q7), 



, , 

- 47 - 

Successivement KRAFT (191Q), LUERS (1919; 1922) 11231 et à leur 
siiite BISHOP (11928) [124], ont combattu l'opinion   OSB BORNE et 
CAMPBELL, après étude de la composition chimique de l'hydrolysat 
d'hordéine et de bynin (azote ammoniacal, azote aminé, azote des 
acides diaminés). Ils'ont admis une similitude (KRAFT), puis une identité 
de ces deux corps ; pour eux, l'hordéine du malt es,t le vestige'de l'hor- 
déine de l'orge, non attaqué par la pr~téolyse durant la germination. 
Il faut cependant noter des variations sensibles dans les résultats d'ana- 
lyse de l'azote total, de l'azote ammoniacal, de l'acide glutamique par 
exemple, d'un auteur a l'autre. 

TAKAHASHI et SHIRAHAMA (1927, 1931$ [125] ont étudié parti- 
culièrement la fraction hordéine de l'orge au cours du stockage et  de 
la germination. En particulier, au maltage, la composition chimique 
des hydrolysats varie lentement ; l'azote aminé et amidé croît tandis 
que l'azote diamine dkcroît. Pour ces auteurs, la (( hynin » est une hor- 
déine (( dënaturée )), apparaissant progressivement au cours de la germi- 
nation ; est le résultat d'une évolution continue. 

Des recherches ont été entreprises récemment sur l'hordéine de 
orge. QUENSEL et  SVEDBERG (1937) [126] ont montré que l'hordéine 
st monodispersée à l'ultracentrifugation ; san poids moléculaire e@ 

de 27.500. 
Par contfe, WALLIS (1950, 1951) 1127) n'a pu isoler, partant de 

solutions d'hordéine dans le dioxane aqueux, de fraction pure à caracthres 
bien dPfinis ; il a mis en évidence l'hétérogénéité de l'hordéine (au moins 
quatre -constituants) par l'étude des caractères de solubilité et a. cod- 
firmé nos résultats (BISERTE et S ~ I B A N , -  1950, a, b) [128]. 

Au Prassage, le trouble Fn (KLil~ltrub) aé té  l'objet d'interprétations très 
diverses. LUERS et coll. (1924, 1949, a) [129] l'apparentent aux produits , 
résultant de l'a dégradation de l'hordéine ; HARTONC (1937) [130] 1'6ssi- 
mile par contre à sa « globulose », produit de dédoublement de la globu- 
line associée au tannin ; VAN LAER (1942) [131] y voit un complexe , 
dd l'hordéine avec le tannin du houblon. Enfin, JOHNSTON (1948, 
1930) 11321 décèle dans la fraction protéique 'du trouble fin, 50 p. 100 
de protéine O et  50 p.'lOO de protéine T et  C. Dans une étude préli- 
minaire (SCR~BAN, 1950) [133] nous avons montré qÙe la fraction 
afcool-soluble du trouble fin était constituée partiellement d'une subs- 
tance protéique analogue, sinon identique, à I'hordéine. 

R6sultats expérimentaux 

Des fractions d'hordéine d'orge Aurore » ont été préparées à partir 
de l'orge non germge, de I'orge aux cinquième et  huitième jours de germi- 
nation, et  enfin, après touraillage, avec le malt d é g m é .  

\ 



I,a Fig 6 représente le ehromatogramme semi-schématiqut d'un 
hydrolysat d'hordéine d'orge. 

Le tryptophane détruit à l'hydrolyse acide n'a pu étremis en évidence. 

in<?me, nous avons separé l'isoleucine (RF = 0,18) de la leueine 

.. tographie uni-dimensionnelle par KENT et MACHEBOEUF (1949) [135]. 
Si nous comparons nos réslXYtats à ceux #OSBORNE-et CLAPP 



(OSBORNE, 1924) if371 -par contre, nous mettons en kideiiçe ia presence 
de glycocolle, de e r ~ o n i n e ,  de m&tbionine, d'ackd~~ agaapiot~e. de serine .Lu "1.. Pm, 4; , : .%. 

c:$ 
et de lysine. ~72: 

I 3&;:. ;. 2 1 ! ;,& 7 y 
&~E$Q,~ %\va : A-, 

BUTANOL- Ac ACET I OVE 

1 0  

Fig. 6. - Chromatogramme semi-sch6matique d'hordéine d'orge. 
t 

Les résultats du Tableau VI1 laissent entrevoir la stabilité relative 
de la composition en amino-acides de I'hordéine au cours du maltage, 
bien que cette fraotion soit l'objet d'une protéoîyse intense. Il est posible . 
que ce fait soit expliqué par une structure moléculaire semblable à celle 
de la zéine (LAINE, 1944) [138], c'est-8-dire l'existence de deux chaînes 
identiques, parallèles, likes par des groupes - S-S - se clivant par 
groupes équivatènts sous l'action des enzymes. 

Il était intéressant de comparer le comportement de l'hordéiqe 
de l'orge & celui de l a  gliadine de blé et de la zéine du maïs, pendant . . 
la germination. Des échantillons de Mé et  de mars ont don; été germés 
pendant huit jours et nous en avons extrait alors la gliadine et la zéine. 

Nous avons préparé ces prolamines par la méthode  U OS BORNE 
et CLAPP à partir d'échantillons bruts et germés (extraction par l'alcool 
à 70c, précipitation dans l'eau disallée, 'reprisé dans l'alcool à ?Oc , 

pour la gliadine et ()2c polir ta zéine (OSBORNE, 1924) [139]. 
x '~,  , *> :. l+" - - a > .  -*-*:&:44: 

Echantlllans étudiés :' &'' c" 

. Gliadine. - BIé non germé : 16,s p. 100 oazote total. 
Blé huitième jour : 14,m p. 100 

, 



-lM&îs huitiéime jour : 12,S p. 100 - 
Les hydrûlysats de chaque échantillon ont été examinés en chroma- 

tographie bi-dimensionnelle. 

différents hydrolysats. 

TABLEAU VITI 

Proportions relatives des avninocacides d'hydrolyeate 

AMINO-ACIDES 

Sérine . . . . . 

Histidine . . . . 

. 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 l'hordéine (Tableau VII), on m a r q u e  
qu'elles sont plus pauvres en acide glutamique. Ces observations' sont 
conformes aux analyses données par THOMAS (1946) et B o M N E R ~ ( ~ ~ ~ ~ )  

Enfin, la germination n'apporte vraiment aueune &odificat!en 
notable dans la .compositisn en amino-acides de ces trois prolamines : 
hordéine, gliadine et zéine. Comme nbus le disions précédemment, leurs 



glutamique par la metnode de GALE (1945) [ i41ji  dont voici le principe : 
on mesure à l'appareil de Warburg la quantité de ÇOa dégagé par la 
glutamo-déc-rirboxyla=.de Clostridim Welchii SR 12, type A agissant 
sur l'acide glutamique, à pH 4,5 et  a 37,50 C. 100 mg d'h~rdéine sont 
hydrolysés en présence de 3 ml d'acide chlorhydrique pur pendant 
sept heures, à 1350 C ; le filtrat est repris dans 20 ml et  on [effectue le 
dosage avec le dispositif de Warburg sur 1 ml ; on dose également l'azote 
total de l'hydrolysat (OSTEUX, 1951) [142].  

Le Tableau IX présente les résultats obtenus sur les échantillons 
d'orge « Aurore II soumis au maltage ; nous avons ~alculé le rapport 

N de'l'acide glutamique 

N - total de 1:hordéine 

Nous avons mentionné B la fin du Tableau, 5 titre de comparaison, 
les fésultats anciens  O OS BORNE et  CLAPP (1907) [143] et ceux de 
KRAFT (1910) [144] sur l'hordéine de l'orge ou du malt. 

Composition en acide glutamique d'hydrolysats d'hordéiae 

--- 
NT I b i d e  N Acide 'N ac. glut, 

ECHANTILLQNS 

Orge a Aurore )) . . . . . . 17,07 1 12,4 28,76 2,74 0,160 --- 
Orge cinquiérne jour . . . . 14,4 11,53 25,28 2,41 0,167 

Orge huitième jour . . . . 15,6 12,43 28,48 2,71 1 0,174) ' 
--- 

Malt « Aurore )) . . . . . . 16,8 13 34,12 3,24 0,193 - - 
Oirborne et Clapp (1907) Orge. 17,21 ' 36,35 

- 
Orge . 16,7 

Kraft (1910) . -. 
Malt . . 14,2 28,04 2,67 1 0,188 

I 

L'examen des résultats d'analyses est très intéressant. Malgré les 
variations 'appréciab~es des taux d'azote total et  d'acide glutamique, 

N ac. glutamique I 

le rapport +-- reste du même ordre de grandeur ; 
NT de l'hordéine 

mais dans notre série continue d'échantillons, ce rapport croît légèrement ' 



des acides diaminés au cours du métabolisme de la germination. Cette - 

I 

culitirs de solubilité des prolamines. Fous noas sommes inspirés de tra- . -' -3 

VAUX modernes spr la gliadine du blé (SCHWERT et colI:, 1944 ;  LAW^ 

D'autre part, des mélanges acide acétique /éthanol à différentes coiicen- 
, tratiens et à pH 3,s ont conduit à des diagrammes,anormaur: et non 

interprétables, par suite probablement des variations de température 

acétique M 11 ou 2 13 M B pH 2,4 ou 2,5. On disbout 300 mg d!horcléirie , \ :" V 

dans 5 ml d'acide acétique et on dialyse quarante-huit heures contre 
de l'qcide de meme molarité jusqu'a équilibre ionique (RISEHTE et 
SCRIBAN, 1950, a) [148]. 

et descendantes B pH 23.  

Frontièrés ascendmfes. - 

Les enregistrements photograpliiques ont été faits aprés quarante- 
cinq minutes de passage du courant. Voici les intensités &u couirant 
relatives à chaque échantillon : orge : 2,s mA - orge cinquiéme jour :$ 

2,2 mA - orie huitième jour.: 2,9 mA - malt : 2,2 mA. . + 

Sur les diagrammes d1é1ectrophor&e (Fiq. 7) on distingue au moins 
cinq groupes distincts de composants a, b, c, d, e. Le Tableau X présente 
les proportions relatives des principaux composants. 

. -. 
'i ' 





p.$-i .', 1 r,,$p V>y'-'p'. 3,s <fi 
&+, 13gagalemenf. soumis B l'élecirophorése différenaeiie, B pH 2,a en ~rori~iei-es . I 

minutes 

Malt *« Aurore » après deux-centkquarante minutes de pas 

- 

distingua au moins cinq groupes de composants t, u, u,  z, y. 
posants t ,  u ,  y, sont, hétérogènes. 

k 

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

1 
diagrammes en frontières asaendantes (Fig. 7) et en frontières 

descendantes (Fig. 8) présentent une grande analogie, mais en raison 
des conditions expérimentales différentes, nous n'établirons aucune 

@ correspondanse entre les divers composants éledrophorétiques. y!>;, 
-'A 

t u v x  y t U V X  Y 
t-- - 

Fig. 8. - Diagrammes dJ61ectrophorèse d'hordéines 
(frontières d~cuidwtCs).  

A - Orge * Aurore *. 
B - M a  4 Aurore a. 



I- 
ECHANTILLONS t n V X Jr 

' Mobilité 
7,37 

cn v/cm. Tl;' 1 %a y 

' t + u =  v + x =  , 
73,1 18,3 8,s 

792 
C 

3,2 0,58 
, .  Y , 1 .  
, 1. , 9$ ', 

' 

t + u =  t v . + x =  ' 
7 3 18,5 8,s 

L'examen du Tableau XI montre que la protéolyse du maltage 
n'a pas d'influence sur la mobilité électrophorétiqzie des différents com- 
posants. 
, En frontières ascendantes, les variations.sont les plus sensibles 

pour les constituants principaux e et d ; ici, en frontières descendantes 
dans des canditions expérimentales différentes, il ne nous est pas possible - - 

f 

Discussion des r6sulta 

Dans cette série d'expériences, il apparaît tout dabord un fait 
nouveau : l'hétérogénéité électrophorétique de I'hordéinc. Cette cohs- 
tatation (BISERTE et SÇRIBAN, 1950) [149], vient compléter celles de 
SCHWERT et de SÇALLET sur la gliadine et  la zkine ; les trois prolamines 
du blé, -du maïs et de l'orge sont toutes trois 6lectrophorétiquement 
hétérogènes. 

Un comportement particulier de l'hordéine se mamfeste cependant ; 
elle est la seule prolamine monodispersée à l'ultracentrifugation 
(QWENSEL et SVEDBERG; 1937) [150] alors que la gliadine (KREJCI et 
SVEDBERG, 1935) [151] et la zéine (WATSON et coll., 1936) [152] sont 
polydispersées. II est possible que les constitùants de l'hordéine aient 
tous un,poids moléculaire très voisin de 27.FjOO et ne puissent être dis- 
tingués à.l'ultracentrifugation. 

l, ., 
' *  . ,  



de céybales, sont pour la pliis grande part localisées dans l'assise pi%- 

. > 

prothlyse de la germination. 

II - Troubles au brassqe. 

:( Gros Trouble » 

trouble fin. Le gros trouble étudié contenait 10,13 p. 100 m,s. d'azote 
total et: ils ont dosé les diffbrentes formes d'azote l'appareil de 

. . <  



W ï  - - 
+ 

la prot6ine C, B caractère.: d'nlbudne, oxydée aa  cours du refrdidis- 
, sement du moi&. 

, Naus avons pr&ievé les échantillons de gros trouble a@ bac refroi- 
dissdr, juste & la fin de la réfrigération du moût. L'éohantillon é tuaé  
cantient 6,15 p. 100 d'azote total, Il est débarramé de i'azote-sel-soluble 

! par trois extractions successives au chlorure de sodium M 11, tamponné 
, -à .pH 7. Le résidu est alors soumis à trois extractions à froid par l'alcool 

éthylique à 70c. L'extrait concentré sous pression réduite à 500 C e ~ t  
précipité dans l'eau distillée glacée. Après décantation, le précipité 
est centrifuge, dissous dans un peu d'alcool h 7 0 ~  et précipité de nou- 
veau dans l'alcool absolu glacé. Après centrifugation, il est lavé & l'alcool 
absolu, puis 1 l'éther, et déss6ch6 au dessicateur (méthode #OSBORNE 

et CLAPP, 1907) [159]. On ob t iq t  u k  fraction alcool-solubie pauvre 
en azote'(3,Og p. 100 a.s .  d'azote total). 

Le résidu solïde des extractions alcooliques, desséché sous vide, 
contient 10,2 p. 100 m.s. d'azote total. Il représente l a  fraction la plùs 
dche en azote que nous avons dénommée « azote-résiduel B. 

Le gros trouble bbrt, la fraction alcool-soluble et la fraction rési- 
duelle' ont subi l'hydrolyse totaIe par l'acide chlorhydrique. Les hydro- 

- lystjts ont été soumis à la chromatographie bi-~imensionnelle dans le 
- système butanol-acide acétique et  phénol (NHs). Le Tableau XII dome 
Ia liste des acides aminés troirvés dans les twis fractions avec leurs 
proportions relatives (Fig. 9, B, C). 

~ U T A . N O ~ -  Ac ACET IQUE 
I I 

le& 
YS E 

8::: 
cz2 THR 
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Fig. 9. - ÇhrBmat-mes seqi-crchékatiques d'hydrdysats - 
de a gros trouble S. 



L'examen des uhromatogrammes montre la riçhesse relative de 
la fraction alcool-soluble du gros trouble en acide glutamique, proline, . t;‘ 

leuelne et tyrosine, et, son analogie atec les chrornatogratmmes d'krdéine 
pure. Cette fmction contient 1,16 p. 100 en poids sec d'aaide glutamigue * " ! 

i 

1 

I .  

. . . . . .  ,&ide glutamique 
. . . . . . .  Sérine 

@JycoCoile . , . . .  
Thréonine . . . .  
Alanine. . . . . . . . . .  

Phr3nylalanine . . . . . . .  
. . . . . . . . . .  Leucine 

. . . . . . . . . .  Histidine 
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- tituant B vitesse de migration plus lente. Il est délicat dYintespi.eter , 
ce diagramme d'électrophorèse en raison de la pauvret4 en azote de 
cette &action du « gras trouble TI et de la présence probable de cansti- 
tuants non protéiques de poids moléculaire élevé, apparentés aux 
tannins ; en effet, un chromatogramme en une dimension dans le sys- 
tème ' butanol /acide acétique a montré la présence d'acide gallique. 

- ., Fig. 10. - Diagramme d'6lectro horèse de la fraction 
ahmol-soluble du a &os trouble u yfrdBh.m dewendanlcs). 

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 intégrute 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 
et glycocolle (Tableau XII, C et  Fig. 9 C). Comme LUERS et WIEDEMANN 
(1924) f160], il nous a étt5 impossible de l'asuimiler B une pdeine '  d&îinie 
du malt. EIle semble donc constitaée d k n e  protéine dénaturée, dérivant 
probablement de l'albumine-du malt coagulée en partie lors de l'&bal- 
lition en chaudière. Elle est analogue à la protéine O du moiit que 
JOHNSTON (1948) [161] a retrouvé; dans le-gros trouble. 

(( Trouble fin 9) ' 

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

La fraction azote-alccdol-soluble du trouble fin contient 14,4 p. 100 m.s 
d'azate total et la fraction, hote-résiduel 14 p. 100 m.s. d'az0.t~ total. 
D'autres essais odt donné par exemple 16 p. 100 d'azote total pour la 
première fraction et 12,2 p. 100 pour la seconde. A I:opposé de celle 
du « gras trouble », la fraction alcool-soluble du trouble fin est très 
riché en amte  (nous avons trolwé de 85 à lOû p. 100 dr mat.. proteiqiic 

a dans les échantillons). , 



tog~tiphique en deux dimensioy, toujours dans Ie m&ae sgrsteme ci 
- solvants (Fig. 11, A, Bf. 1.e Tableau XII1 résume les résultats, 

Pi 11. - Chromatogrrtmmas semi-wh6matigues d'hgdw- 
Iysatb C;é fi ,wu, , 

A - Fraction aade alcool-sola\bit, 
B - Fraction.&idu&e. 

, AMINO-ACIDES . 

cystine . . . . . . . . . 



' ' La fraction alcool-soiubk du trouble fin est riehc en %ide gluta- 
mique, tyrosine; leucine et proline. Comme nous ihai.ions décrit dans 
une note p&litniriaire (SCRIBAN, 1950) [ l Q R ] ,  l'analogie des cbromato- 
grammes de cette fraction du $rouble fin et de çeuz de I'hordéinl., dans 

- leur coniposition e t  dans l'intensité relative des difi:rcntes taches. 
d'ainino-aeides, e h  remakquable (comparer Tableau VII, Fiq. 6 et 
Tableau XIII, A e t  Fig. 11, A]. ' ''\ 

., , 

Fi$. 12. - qia@apunas .d'kkcti.ophorése de la f+actioiia 
azote alcool-soluüie d\i k trouble fin u. 
* 

1.a proportio' d'acide glut&miquc, détermiil&e par1 la méthode 
de GALE, dans la fraction alcool-soluble du trouble-fin )j e ~ +  -ln 

%,3 p. 100 du poids sec ; .le rapport :, 
l 

N ac. glutamique 

N total Troirble' * 
. , . 

> 

&t égal à --- soit 0,174. Le taux relativement ' ~éleuêr-&&cide - ,  
14,4 

dutamique et  la valeur de ce rapport concordent parfafkment avec 
+ les rbultats de @sages effectués sur les horqéinep pures d'orge et de 

malt (Tableau IX). Ces résultats complétent cevx des analyses de 
LUERS (1922, ét col,l., 1924) [183] et confirment la graride similitude 
le la fraction alcool-s(uble du trouble fin et de la prolamine de !'orge 
tu du malt, , .  

Nous avws essayé de compléter cette étude comparé-e du trouble 
fin et de, l'hordéine en uttlisant la technique d'éle-ctrophorése qui ,nous 
avait révélé d'une part l'hétérogénéité -de l'hardéine ; d'autre part 
s0.n évolution éleotrophor6tique au cm& de la germination. , 

, Par une tcclrmque identique à celle décrite préckdemment pour 
Je (( gros trouble 11% l'&amen~électsopliorétiqrie en frontières ascendantes 
et descendantes de la fraction alcoo~lubledu' troable fin pi $té réalis8 ; 
la F&. 12 présente lw deux diagrammes d'électrophorèse (aprés quatre-. 
,in@-di% minutes de passage courant, 1 = 3,6 mA en fr. desc.") * 

Cette fraction est 6lectrophor~tiquement hétérogene, comme l ' h ~ r -  
Iéine, dont on retrouve ait minimum les ci@ constituabks en frd~tiéris 

asoendant~s. Unc cosqwraison ~ ~ g û ~ l r e u s ~ ^  avec -les dittiagramrnes A'hor- 
dPine d'orge oti de malt cst évidemmpnt délicate; touklok, quand 

II - 



ï .  . , ' /  

'- 6Q - - 
k on examine la série complète des diagrammes d'électrophorèse ( H g .  7 
et 12), depuis l'orge jusqu'au trouble fin, en passant par l'orge en 

5 . J s 

. germination et le malt, on est convaincu de l'.évolution électrophorétique 
constante de cette fraction protéique alcoal-soluble: Elle semble, être 
l'c3bjet de modificatiaas profondes de structu~e, aussi bien au maltage 
qu'au brassage, tout en conservant une certaine stabilité dans sa com- 
position en amino-acides. 

La fracfion azote-résiduel est riche également en acide glutamique 
en acide aspsrtique, serine, glycocolle. Il q#t difficile de la 

iappmcher d'une.pqJ$m déterminée du malt. ~ o ~ i ' o n  considCe 
% il . -, 

sa composiMn &xi 15+1&k &ieks, elle app* :maw)L%+ mélange 
p~otéique ilus ou Goin? bnaturé, dégradé ;u 'bra&Bge, et provenant 
en grande partie soit d'une globuline (Protéjne T. de JOHNSTON), soit 
aussi d'une glutéline ou de l'hordéine. 

- 
E. - AMINO-ACIDES 

(Fraction 1, vo 

1. - Au maltage. 

Nous avons suivi l'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, 1i Prouvy (1). Des échantillons 
ont 6th prélevés auxspremier, troisième, quatrieme, cinquième, sixième 

I et huitième jours de germination après touraillage et dégermage. Les 
Bchantillbas ont étté conservés à une température de - 200 C pour 
éviter toutc altération et arrêter ler processus de germination. Nous 
avons également étudié les radicelles obtenues après dégermage du malt. 

L'extraction et le fractionnement des amino-acides et des polypep- 
tides ont été conduits selon Ia méthode exposée précédemment (p. 20). 
Les analyses chromatographiques des fractions 1 ont été r é a l i s ~ s  dans 
Iè système habituel, butanollacide acétique et phénol (NH3 3 p. 100). 

Le Tableau XIV et les chromatogrammes semi-sch6matiques de 
la Fig. 1 4  récapitulent la composition en amino-acides des échantillons 
d'orge « Aurore n aux différents stades du nlaltage. 

I 

Orge tr , Aurore FI . 

Avant malta@, nous trouvons dans une orge (Fig. 23, A) la p lupa~t  
des amino-acides. La méthode de fractionnemen't que ndus avons employde 
nous a permis de compléter largement nos premiers résu.uitats (BTSERTE 
et SCRIBAN, 1949) [l64]. 

(1) NQh remercions viveiftent M. COWRBVR, Directeur de Pusine de Prouvy, 
des i t & l t s f i ~ t F r a n c ~  eg, pour sa bienveillante hospit@it8, &$si que M. $rqaiu, 
Chcf de F&ricat&on, uf a veillé particulibrement B la conduite du maltage des 
wuclies en m a t s  d'&tu%*. 
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; Pr~portions 'relatives des amino-acides libres de diaiysato 
d'bchantillons d'orge (( Aurore » 

* > 1 aux diffdrents stades du, maltage 

AMINO-ACIDES 

Thréonine . . . . . . . .  3 

Glutamine . . . . . . .  ? 
Méthionine. . . . . . .  ? 

Il y a lieu de noter l'absence de glutamine et de tryptophane. 
L'alanine est particulidrement abondante. La recherche de la 

méthionine et  sa, séparation de-la  valine en chromatographie uni- 
dimensionnelle dans le sytème alcool benzylique n'a pas donn$ de 
résultats probants. 

Nos résultats sont confirmés par les recherches chromatographiques 
préliminaires de Mac LEOD (1951) e t  de LJUNGDAHL et SANDEGREN 
(19.50) W64, dont les methodes d'extraction sont très differentes de 
la nôtre ; toutefois, nous n'avons pu mettre en évidence comme eux 



_ Cet arnino-glucide n'a pu être mis en évidence dans l'orge ni dans 
le malt. L'acetyl-gjucosanline a éte également recherchéie. Nous avons 

m I Nous avons wmparé la eo81y,aaition de J%rgge ea ,miaeaeides - 

libres $celle du hl$ et du mais. Nous, a.ttons,utilisp lemême mode d'extra+ . 
tian et. de fraciaonnernant, Les z#isxly?ts, a* p w q e - ~ t w  ed~nae 
de Pmutüe 60; et 41utioa 'aminaniacale de la colonne, donpeot..uQp 



- & -  

hi-dimensionnelle da,,, 
u t s n ~ l  /acide acetique et phend (NH3 3 p. 101)). 

n amino-acides (les dirtlysats 

Proportions relatives des amino-acides libres de dialysats 
d'orge; de blér et de maïs ' , - 

- - -  - -- --- - 

AMINO-ACID ES / Orge 1 BI6 Mais 
- 

Dérivés de cystine. . . . . .  1 1 
_ Acide aspartique . . . . . .  7 10 10 

4 7 
4 5 
6 7 

. . . . .  3 2 
8 

Tyrosine . . . . . . . . . .  i traces 
Vaiine . . . . . . . . . . .  6 1 i 

Io 

7 
Tryptophane . . . . . . . .  p r b n t  
Phénylalanine . . . . . . .  2 +. 

. . . . . . . . .  Leucina , 8 6 3 
+ 

Acide y -aminobutyrique . . 9 ' 5 8 
Prolie, . . . . . . . . . .  présente presente pdsen te 

. . . . . . . . . .  Histidine 3 2 2 
Lysine . . . . . . . . . .  2 3 
Arginine . . . . . . . . . .  2 2 
Asparagine . . . . . . . . .  2 2 

-*Alanine . . . . . . . . .  1 traces 1 

a une grande analogie dans la composition en amino-acides 
cé&ales. L'alanine est toujours l'acide aminé prépondérant ; 

,,.?+'acide aspartique est par contre plus abondant dans le mals et Ir blé. 
:<,? ; 

- JI est intéressant également de noter la présence d'acide y-amino- 
butyrique et  de p-alanine libres dans le blé et Ie maïs (BISERTE et 
SÇRIRAN, 19-50, non publié), 

mF ?- 

*a* - Orge en germination , 
@q 

L'hnalyse chromatographique nous a permis de déterminer, à 
chaque stade de la germination, le tableau &né~al du (( pool )) d'amino- 
acides'et de teurs dérivés en équilibre dynamique avec .les protéines 
du grain, et de reconstituer le « film 3 de leur dégradation au cours du 
maltage. 
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A - Orge c Aurore r. 
B - Orge ;e Amrore x, au pr&ier laur de g&natiwI 
d - - ;i &* : i, . i-. .L. au troisi&me IOUT de  anni ni nation - -7.. 6 - '7 >%$; ,L'l,,k ".:au kinquième Jaur de germination 
E 7- - au huitiOme four da germination. - 
F - Malt 4 Auro. 
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Premier jour ( H g .  13, B). Après le .stade de la treppe, on observe 
in appauvrissement dU grain en, amino-acides libres, particulièrement 
un acide aspartique ét en acidee glutamique. Cette observation confirme 
et précise les résultats de S ~ H I ~ D  (1935) f173J sur la diminution d~ 
l'azote soluble et de l'azote aminé au cours du trempage. Nous avons 
alors examine l'eau d'une cuve de trempage, A la fin-du premier stade 
de la trempe d'une' orge; Un litre. a ét6 soumis au fra9ionnement sur 
Permqtite 50 et la fraction 1 ,  (acides aminés libres) a été  oum mise h 'la 
uhromatographie bi-dimensionnel~e. On observe les acides aminéasui- 
vants : acide aspartiqué (+), aride glutamique (5), glycacbile (61, 
thréonine (+), alanine (8), acide y-aminobutyrique (3), valine (41, 
leucine (41, phénylalanine (+), acides diaminés (4). Ces acides aminés 
libres de l'orge ont donc été dissous ah cours de la tremp 

Troisième. jbur (Fig.  13, C). - Une protéolyse' active comma 
et  lig&re des pan t i t i s  importantes dla&ino-aiides ; on observe de. 
nouveau l'asparagine et il y a augmentation t r è ~  nette du taux -de - 
hafanine, de la valine, de la leucine, de la lysine, et surtout de la proline. 

1 

Qttafrième jaur. - kugmentatiop considérable de l'asparagi~e, 
da l'wstidine, de l'acide y-aminobu€yrique, &.la leucine; on voit appa- 
raître le tryptophane, mis en évidence par la réaetion colorée au 
pdim$thylaminoBenzal$éhyde, et un .eompo,sé incsnnu situe à la droite' 
de la kache de la proline et  qui pr&n$e une coloration bleutée carac- ' 

téristiqpe ii la réaction à la ninhydrine (ce composé a égafèment' été 
-'trouv4 d6s-des dialysats d'orge non germée). . - 

Cinguiime joiii- (Fiy. 13, D). - On est au maximum de Je piotéoly+e ; 
apparition de la glutamine., La richesse en acgde aspartique et' en leudne 
e s t '  grande. 

' Sixième jonr. 
réapparition de dérivés de la cystine ; la te-nepr e n  addes diaminés, 
en'asparzgine et en glutamine continue h augmenter. La ~roline est 

-toujours abondante. Presence de tryptophane, F$$E 
' 

kuitièrne jour (Fig. 13, E). - On nkbserve pas de Amposés Bou' 
veaux mais on notewncore la diminution de l'acide aspartique. Le 
traitement par H202 fait apparaître: une tache intense, de @F 0,IMi 
dans le butano1 /acide acétique et de RF 0,7 dans le phénol (YHs), tandis . 
que la zone des acides diamjnés criminue d'intensitg. . l e  traitement par 

. , H@y modifie donc le comportement ~hromatographi~ue des àcides . 
. amipés, en .particulier de l'histidine (vok* Fig. 1). Ce. dédoublement 

- des acides diaminés est inexpliqué actuellement. I L  

Après hydrolyse totale, on constate éviaemment la disparition 
de la g l u b i n e  et  .de l'asparagink On obierve d'autre part un phbp- 
nthe curieux dont on ne conniit pas l'explication chimique : la rotation 

. de'la t@cb& de l'acide y-minobutyrique aufour 'de la tache de la proliae 



(voir Fig. 1). voici les n F  ae l'acide y-amino~utyrique avant et aprCs 
hvdrnlvse totale : 

RF (but.) = 0.43 
RF (ph.) - = 0,79 
RF (but.) = 1 
R ~ ( p h . )  = 0,79 

En condusion, d'aprés l'ensemhje de nos rbultats, la teneur en 
amirrw-acides augmente nettement du troisième au cinquième jour de 

- l 
,germination. Ces résuitab sont en accord avec les tfavaux de MORITZ 
et P ~ ~ E R  (1926), de SCHKLD (1935) 1174, sur les vmiations de l'azote 
aminé au maltage. Il en résulte que la protéolyse est vraiment effective 
dés le troisiéme jour de germination et atteint son maximum au ein- 

, quiéme jour ; ceci cadre avec les résultab de MASART (1946) f17q, , 

qui a mesuré la brusque &lévation du pouvoir protéolytique de l'orge 
'du troisième au cinquième jour de germination. 
' 21 est intéressant de constater qu'au cours de Ea germination l'alanine 

I 
est abondante et que sa concentration a une relative stabilité. D'autre' 

k2. part, il apparaît en quantités importantes des composés comme l'aspa- - 
T:.I-I . 
tl.<a, 5 -  ragine, la glutamine, l'acide y-aminobutyCque et la p-alanine, qui 

peuvent être considMs corkne des stades intermédiaires du mt5$ibollune 
<+:. - 
il protidique. Enfin, il faut signaler, au cinquiéme jouZ de la germination, 
. , la teneur élevée en proline et leucine qui sont des constituants essentiels 
f:; a 

l 
- , - .. . - de I'hordhine - pr<Etéine de  réserve activement dégradée pendant la ger- 
4: --. mination ; il faut cependant remarquer la teneur relativement faible en . 

acide glutamique, alors que cet amino-acide prédomine dans l'hordéine ; 



- 89 - 
unidimensionnelle dans le solvant butanol /alcool henzylique, en atmos- 
phère chargée de I-ICN, permet de séparer nettement la phénylalanine 
du groupe des leucines ; il existe de I'isoleucine (rapport isoleucinel 
leycine = 0,5) mais il ne semble pas y avoir de méthionine comme Iaonl 
observé aussi LJUNGDAHL et SANDEGREN (1950) [l76]. La présendi 
de tryptophane a été confirmée par la réaction positive au p-diméthyl. 
aminobenzaldéhyde. 

11 ne paraît pas se produire- de modifications qvalitatives im*or- 
tantes au cours du touraillage de l'orge germée ; on peut noter toutefois 
une diminution sensible de la teneur en tyrosine, alanine, leucine et 
phénylalanine, asparagine et glutamine. Ce pliénomène peut s'explique 
en partie par la participation de la tyrosine, de la leucine et pe 1s 
phénylalanine à la formation des « mélanoïdines » (LUERS, 1949, R )  [177] 
et à l'instabilité relative des amides, comme l'asparagine et la glutamine 
B Ia température 'élevée correspondant au « coup de feu )) du tourail 
lage (850 C). 

Nos résultats complètent les travaux préliminaires de BROWN (1907), 
de IAUNGDAHL et SANDEGREN (loc. cit.) [178]. 

11 est intéressant de voir le malt contenir presque tous les aminb- 
- acides « indispensables » , que nous retrouverons dans le moût et plus 

tard 'dans la bière et qgi sont : la lysine, le tryptophane, l'histidine, 
la phénylalanine, la leucine, I'isoleucine, la thréonine, la valine, l'arginine., 

* , Radioelles 

Le germk et, en particulier, les radicelles se dévelappent rapidemen L 

lors de la germination. Leur croissance est surveillée et freinée en ralen- 
tissant la respiration pour éaiter une freinte trop importante au cours 
de la fabrication (3à5 kds de radicelles pour 100 kgs de malt touraillé). 

Les radicelles cohtiennent en moyenne 30 p. 100 d'azote total, 
dont près de la moitié est soluble dans l'eau (LUERS, 1949, Q) [Ir!?]. 
HASHITANI (1924) [180] a montré que les radicelles contenaient des 
protéines solubies dans ClNa à 10 p. 100 (du groupe globulines) et  dans 
KOH à 0,25 p. 100 (du groupe glutélines) ; à la suite de BROWN et 
coll. (1906) [181], il a trouvé également de l'asparagine, des bases : ::+! 
adénine, choline, de la bétalne, et un alcaloYde : l'hordénine, très abon- 's 
dante (3 p. 100). Cet alcaloïde, uniquement localisé dans la région 
~ubterminale des radicelles, joue un r61e inconnu ; sa synthèsé à partir 
de la tyrosine et de 1a.tyramine semble probable (RAOUL, 1937) /182], 
Les radicelles contiennent de nombreuses vitamines (A, B, D, E) et 
probablement de l'acide pantothénique (NORRIS, HUBBART, 1950) [183], 

Les tissus du germe sont édifiés à partir des substances de résefve 
de l'endosperme qui, après amylolyse ou protéolyse, .sont dégradés en' . 
élhments assimilables (oses simples, amino-acides, peptides) traversant 
ensuite le scutellum. En particulier, à la fin du huitième jour de germi- 
nation, on ne trouve plus que 64,G p. 100 d'azote total dans l'endosperme - .  . 

1 - 



Azote non protbique . . . . . . . .  
. . . . . .  Azote soluble dans Yeau 

Azate soluble &ans 504 K2 B 5 p. 100. 

line'» et « protéiner, de structure ») croît de 20 p. 100. 
' Dans If: germe, les éléments assimilables participent au métabolisme . 

1 '  
respiratoire et contribuent à l'édification rapide de houveaux tissus, 
Le développement rapide des radicelles laisse supposer qu'elles sont . 
le siège d'un métabolisme intense ; aussi, nous avons essayé d'étudier 
la composition en amino-aeidcs et en pokypeptjdes de ce matériel de 
choix, afin de saisir les chaînons intermédiaires dè ce m6taboIisme. 

Le dialysat de 50 g. de ra&celeHes, préalablement broyées, est + 

fntctionnh sur résines à échange d'ions. 
La fraction 1 est examinée en chromatographie bi-dimensionnelle - : 

TABLEAU XVI 
ProportMns relafives des amino-acides d'un dialysat 

. . . . . . . . . . . . . .  Alanine 
Tyrosine . . . . . . . . . . . . . .  
vé&e . . . . . . . . . . . . . . .  
Acide y -aminobutyrique- . . . . . .  
Phbnylalhnine . . . . . . . . . . . .  



Le Tableau XVE et i a  ' ~ i ~ .  11, A donnent la c~mposition en amino- 
acides et dérivés du dialysat de radicelles. La deuxieme colonne donne 
les amino-acides de cette fraction après hydrolyse totale (Fig. 14, 3). 

' BUrANOL-AcACETEQUE 
r 

.' 5 ASP.," 
1 
a 

ALA 

G LI 

ARG 

I 

14. - Chromatogrammes semirschématiques d'amino- 
b r e s  de ridiceiles. 
'Diaiysat de radlaHe8 (fraction 1). 

- Dialysa, de raaiceies da*, hyàruiyse ,de). 
(Pour la tache bleue x, voir page 71). 

".Signalons outre urle tache anormale (z) q;i donne une cQloration 
Bleue 8 -la rbctioa li la t?inhydrine et qui se situe ,au voisinage de la 
prbline et  de l'acide y-aminobutyrique ; cette tache a été observée 
également au cours de la germination (voir p. 67). ,Gy "piiiqfA 

5 NY" nv;7L ??&**z:p * >?. 

Il faut reinarquer la richesse en acide aspartique, en aci e 
iminobutyrique, en leucines, en asparagine et en proline. 

La présence d'acide y-aminobutyrique est expliqube par l'existence 
d'une glutamo-décarboxylase, mise récemment eu kvidence par BEEVBRS, 
(1951) [186], dans les radicelles d'orge. Cet enzyme doit avoir un r$le 
actif pendant la germination et  le premier stade du touraillage car itne 
quantité impartante d'acide glutamique participe au métabolisme azoté. 
La glutamo-décarboxylase est détruite & partir de 500 C, au touraillage. 
Signalons qu'elle a é k  trouvée. également dans les racines de radis 

- 

(HASSE e t  SCHUMACHER, 1950) [187] t?t le rye-grass (SYNGE, 1952) 11881 ; 
on l'a découverte aussi dans le tissu cérébral ( ~ ~ B ~ ~ L A N G E R ,  1951,b) 1189). 

-L'abondance d'asparagine 'et de gliitaaiine a k t é  signalée par 
(WILL~S, 1951) [190]. Cet auteur a étudié la synthèse des aihino-acides 
dans les radicelfes excisées d'orge, eultivées sur des solutions minerales ; 
la glutamine en particulier, et  son homologue l'asparagine, jouént dans 
la métabolFe intermédiaire un rôle trks ilnporbtnt que nous exmi-  
nerons ultérieurement. 



- " acides ; en particulier, on n'y trouve pas ou peu de proline. 

brassage et ont été soumis a un fractionnement sur résines a échange 

- . La fraction 1 est soumise a ia cnroma~ographie bi-dimensionnelle 
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Proportiong rhtives des a& racides libres du moût 
. C 

s de cystine . . 
aspartique . . .  

. . . . . .  

. . . . . . . .  
-aminobutyrique . . 
e, phénylalanine . . 

. . . . . . .  
. . . . . .  

. . . . . . . . . . . .  
abondante . . . . . . . . . . . . . . .  



!   apports relatifs de la leucine, de l'isoleucine 
et de la ph6nylalanine dans le moüt 

% .  

11 AMINO-ACIDES -- 

H 
. * . I  

I < Isoleucine . . . . . . . . . ;. . . ' . 
Leucine . , . . . 1 ,  l .  .* . . '. . .. . 

, - '  * .  
' , 

Phényldanine. . .. . . . . . .. . . .. 

En résumé, nous avons décelé dans la fraction 1 du moût la présence 
certaine de 17 amino-acides et  de 3 de leurs dérivés (asparagine, gluta* - . -:sa '. 
mine,; acide v-aminobutÿhque). 'Apr6s ébullition du moût nous avonh $? 
observé la disparition de la  glutamine et des dérivb de la cystine, d~n{~ :~+  

- la stabilité est relatiiement faible. 
Nous avons retrouvé ainsi-dans le moût tous les amino-acides libres , 

du malt ou leurs dérivés, an notant toutefois une plus grande richesse 
en dlanine, valine, leucine, phy la i an ine  et en asparagine et glutamine. - Dans l'psemble, nos résultats sont comparables à ceux de 
BART~N-WRIGHT (1949), de LJUNGDAHL et SÀNDEOREN -(1950) [194]. 
Comme ces derniers auteurs, nous n'avons pu mettre en évidence Ia 
méthionine, dont BARTON-WRIGHT a révélé l'importance dans le mhta- 
bolisme de la levure. La disparition de la glutamine après ébullition 
du moût n'est peut-être pas complète, car une très faible concentration ' 

de cette amide .de peut être révélée sur nos chromatogrammes. 
Des moûts, après protéolyse a 500 C et après réfrigération complet 

ont aussi été examinés et n'ont rien réyélé de particulier pa 
rapport aux résultats décrits ci-dessus. 

Au cours de l'étude de la fraction 1, les chromatogrammes n'on 
pas présenti? de taches de RF anormaux susceptibles d,'Ctre 'attribuées 
à de petits peptides. Toutefois on ne peut conclure absolument a l'absencô 

. .  de petits peptides, car' ceux-~i ne sont deCelabJes en ~ h r o m a t 0 ~ r a ~ h i ~ ~ $ ~ ~ -  
qu'A forte concentration. ,,%.;e& 

En eandusion, nous in'sisterons sur la présence dans le moût dscidk ' - 
glutamique, d'acide aspartique, d'asparagine, particulièrement assi- 
milables par la 1e;ure (BA~TON-WRIGHT, 1oe.-cit. ; THORNE, 1950)1195]. 

Enfin, la riche~se du moût en h c i p e s  e t  en phenylalanine, la présence 
dc tyrosine, sont des faits intéressants. En effet, pendant la ferneri- 
tatian, ces acides arnbes particibents au métabolisme d i  la levur~ 
et, après désamination, donnent, outre I'amÏxaoniaque sourcq d'azoti 
pour la levure, des alcools caractéristiques par leur odeur et leur saveur 
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kppelés « fusel f ils ».(alcools issmyliqaes pour les leucines, &pMnyl- 
%han01 pour la phénylalanine et alcool phénylpropylique pour la ' 
tyrosine). Les cc fusel oils a jouent un rcîle important dans le moiit où ,. -- 
ils peuvent devenir des inhibiteurs de croissance de la levure (THORN 
loc. cit.) [196) ; dans la bière ils participent à la constitutiotr du parfum, 
mais certains d'entre eux sont capables de  diminuer la stabilité de la 
mousse (SANDEGREN et  SAVERBORN, 1949) [l97]. 

> >  

Une ktude systématique de moûts brassés à partir d'orges sélec- 
tionnées de variétés et d'origines diverses, puis fermentés à l'aide de 
pl~sieurs espèces ou races de levures, serait suscePtible d'apporter quel- 
ques 6claircissenient;s siir !es facteurs conditionnant le parfum et les 
qualités organoleptiques d'une biére. 

I 

F. - POLYPEPTIDES 
, 

Nous rappellerons, dans le schèma suivant, le fractionnegent des - 
polypeptides sur colonnes de résines à bchange d'ions (Fermutile 50,, 
Deaddite) utilisé 'dans 4a présente étude. 

DIALYSA1 

- 1 - 

&doppement par 

a l'eau drstiltte 
4 

1 

L I'eeu dtsttlMe 
-' = .ou eau acidylbe 

, 

L'étude de la fraction II, tr&s riche en libres, est diflicile. 
Pour éliminer ces sucres, nous avons effectué, en général, une hydrolyse 

' 
, totale par 1"cide chlorhydrique 6 N. L'hydrolysat est repas& sur colonne , 



de PermutiteSO, de façon à éliminer les substances genantes : les acides 
aminés libérés sont seuls reteiyus. 

L"eiution de la .colonne de Dcacidite s'effectue au moyen q'acide 
acétique M 110 .et l'acide chlorhydrique M 14, utilisée par P A R T R I ~ E  
et BRIMLEV (1949) [298]. Nous avons essayé de fractionner les poiy- 
peptides par cette méthode (Fractions III  et IV). 

PARTRIDGE et BRIMLEY ont obsedé, que l'acide acétique déplaçait 
l'acide glutamique de la colonne de Deaddite, le passage de l'acide 
glutamique colneidant avec le « front » de I'acide acétique ; de même, 
l'acide chlorhydrique déplace l'acide aspartique, le pawage de l'aeide 
aspartique coI?cidant avec le « front n de l'acide chlorhydrique. La 
séparation parfaite de ces acides est, délicate en raison du type de résine 

. que -nous dtilisons (Deaeidife, -de grain 25 150 après deux passages 
aux tamis), et du modèle simplifié de colonne que nous mettons en œuvre. 
Il est donc fréquent de trouver un certain chevauchement dans I'élution 
de ces amino-acides ; le développement de la colonne par l'acide acétique 
déplace l n  majeure partie de l'acide glutamique, mais on observe aussi 
un léger d'epIaccment de I'acide asp'artiqne et inversement. Ce qui se 
produit pour les amino-acides purs, se reproduit naturellement à un 
degré plus marqué pour les polypeptides. On peut donc dire que le déve- 
loppement 'à l'acide acétique déplace des polypeptides contenant une 
proportion élevée d'acide glutamique et  que le développement l'acide 
chlorhydrique entraîne des polypeptides riches en acide aspartique. 
Le chevauchement des fractions palypeptidiques III et IV est inévitable 
en raison des conditions expérimentales de développement (groseur, 
des grains de Deacidite. vitesse d'élution par rapport h la vitesse d'éehange 
hauteur de la colonne,' etc...). 

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

Remarques sur le comportement des polypeptides 
sur les colonnes à 6change d'ions 

1.a Permutite 50 (Fraction 1) retient tous les acides aminés et seule- 
ment queIques peptides « neutres )) dans lesquels le groupement NH2 
semble avoir gardé intactes ses possibilités de fixation. On rencontre - 
peu de polypeptides « biologiques » dans la fraction II. Par centre, 
dans les hydr~lysats pepsiques de la chymotrypsine (BOULANGER et 
BISERTE; SOUS presse) cette fraction est très riche en peptides. 

Les fractions III et IV, à K caractêre acide B sont des polypeptides 
« biologiques u riches en acide glutamique. Il semble que ces polypeptides, 
éléments de synthèse, soient, en grande partie, constitués d'acide gluta- 
mique e t  d'alanine, amino-acides d'une importance capitale dans la 
transamination. 



- Polypeptides de l'orge 

Gn dialysat de 200 g. de farine d'orge (( Aurore a est soumis au 
fractionnement sur c~lonnes de résines a, échange d'ions. La quantité 
de farine utilisée est double de celle qui est nécessaire pour l'étude des 
amino-acides, de façon à'oqtenir une quantité suffisante des différentes 
fractions. 

Efude de la Fraction I I I .  
' Le chromatograme bi-dimensionnel de la fraction III montre , 

la présence de trois taches (( chromatographiquement » distinctes 
(Fig .  16, a). 

RF (but.) = 0,07 
RF (phénol) = 0,08 

RF (but.) = 0,13 
RF (phénol) = €421 

RF (but.) = O,11 
RF (phénol) = 0,3 k 0,43 

La chromatugraphié bi-dimensionnelle de l'hydrolysat ut: iq iiaç- 

tion III montre la présence des amino-acides suivants u XIX, ' 

(Fig. 16, b). 

TABLEAU XIX 

AMINO-ACIDES 

Thrbonine . . 
Alanine . . .  
Tyrosine . . . . . .  
Valine . . . . . . .  

. . . . . . . .  Leucines 
. . . .  Acides diaminés. 

Proline . . . . . . . .  
Acide y -aminobutyrique . . . . . .  

-Alanine . . . . . . . . . . . . .  

Proportions relatives des amino-acides' de l'hydrolysat 
des fractions polypepfidiques III et JY du dialysat 

d'orge (( Aurore )) 
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Fig. 16. ' - ~hromatogrammés semi-sohêmatiques des 
fractions polypeptfdiques III  et IV bu dialysat d'orge u Aurore a. 

, Fractioa - I I I  
a )  avant hydrolyse totale. 
b )  aprés hydroIyse totale. 

, Ftaeiion IV 
' u )  avant hydrolyse totale. 
b )  aprés Qydrolyse totale. 
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% ~ d e  de la Fraction I I .  

Le chromatogramme en deux dimensions de la fraction II ,  riche 
n glucides, montre la prdsence de deux taches principales A et B, de RF 

différents de ceux des amino-acides courants (Fig. 17, a) : 

Tache A : RF (but.) ,= O à 0,2&337 
RF (phénol) = 0,36 &$ 

~ a c h è  B : RF (but.) = O à O,% 
RF (phénol) = 0 , s  

La chromatographie bi-dimensionnelle de l'hydrolysat de cette 
fraction I I  fait apparaître de nombreux amino-acides (Tableau XX, 
Fig. 17, b). 

Ces .pplypeptides sont donc constitués essentiellemènt d'acide 
aspartiqite, 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 I I I .  
Le chromatogramme bi-dimensionnel de la fraction III montre 

la présence de trois taches principales « chromatographiquement )1 dis- 
tinctes (Fig._ 18, a). 

Tache,A : RF (but.) = 0,18 
RF (phénol) = 0,15 . 

Tache 3 : RF (but.) = O,% 
RF (phénol) = 0,24 

T a d e  C : RF (but.) = 0,18 
RF (phénol) = 0,41 

La chromatographie bi-dimensionnelle révèle les acides aminés 
suivants dans l'hydrolysat de la fraction I I I  (Tableau XX, Fig. 18, b). 
Il faut noter la richesse en acide glutamique et aussi en glycocolle. L'acitie 
glutamiqrte prédomine dans la constitution de ces polypeptides « acides S.  

Lep acides diamin& sont absents. Dans d'airtres essais, l'aspect ch~ome 
tograpbique que nous venons de décrire se retrouve dans les chroma 
togrammes de la fraction IV (voir page 76). 

Eiude de la Fraction IV.  

Sur le chromatogramrne de h fraction IV, on distingue deux 
taches A et B dont les RF sont voisins de ceux de l'acide aspartique 
et de l'acide glutamique. On décèle également d'autres zones C, Il, 
E, F, G, (Fig. 18, a). Ces taches sont bien visibles en lumière de WOOD. 

L:hydrolysat de cette fraction I V  est soumis à la chromatographie 
bi-dimepsionnelle montre des amino-acides nombreux (Tableau XXI, 
Fig. 18, b). Cette fraction est caractérisée par l'abondance de l'acide 
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- Fip. 18. - Chromatogrammes semi-schématiques des 
fractions polypeptidiques III et IV du dialysat de radicelles. 

Fraction Z Z I 
a )  avant hydrolyse totale, 
b )  après hydrolyse totale. 

Fraction I V  
a) avant hydrolyse totale. , 

b )  apres hydrolyse totaIe. 



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



Sur une série de cinq chromstogramrnes,r4alisks dans des cqnditiops , 
identiques, nous avons « récupéré n les zones A, b1 C, D, E, G (Fig, 18, a) 
par repérage et découpage en lumiére de Wooa, et par élution selon 
la méthode de CC)NS&N (1W7) [[199]. L2iuat de, chaque tache, ou zone, 
est hj.drolys4 et soumis à la chromatographie bi-dimensionnelle 
(Tableau XXI). Un témoh, prélevé dans une zane du chrpmatogramme 

'' 

située en dehors des taches énumérées et oii il n'y a certainement pas 
de polypeptides, a été égalemint hydrolysé et chromatographié ; on' 

Voici les RF des taches'« récupérées » : 

Tache A : RF (but.) = 0,23 
, RF (phénd) = 0,26 

Tache B : RF @ut.) = 0,15 
RF (phénol) = 0,15 

Zone C : RF (but.) = 0,15 
RF (phénol) = 037 

Zone D : RF (but,) = 0,S0 
RF (phénol) = 0,58 

Zone E : RF (but.) = O 
RF (phénol) = 0,10 B 0,50 

Zone G : RF (but.) = O 
RF (phénol) = 0,63 à 1 

A.  - Il est riche en acide giutamique et en glycoplle.; il. est 
surtout caractérisé par la présence d'acide y-aminobutyrique et d'acide 
a-aminoadipique. La présence de ces deux acides est trés curieuse ; 
on sait, depuis peu, que l'acide a-aminoadipique peut &tre un consti- 
tuant de certaines protéines (WINDSOR, 1951) [200]. , 

C. - C'est probableme,nt un polypeptide du type glutamylgly- 
cocolle ou glycylglutamique. 

D. - Ce constituant est riche en acide dutamique et contient 
dc la @-alanine. 

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

% , .> 
La présence constante d'alanine dans ces fractions est intéressante - 



\ 

, constamment dans ces polypeptides 
dont il est un chaînon domin 
important dans le métaboli 

La fraction III  (ou IV) est probablement une fraction polypep- 
tidique « anabolique », car elle contient de l'acide y-aminobutyrique 
et de la p-alanine combinés. 

I 

- Polypeptdaiea da moât. 
Nous avons fractionné le dialysat d'un moût prélevé après protéolyse 

à 600 C (BISERTE e t  SCRIBAN, 1951, b) [ZOi]. 

Etude dè la Fraction I I .  
Elle est très riche en glucides (MONTREUIL et SGRIBAN, 1951, b) [202]. 

Nous avons pu en éliminer la plus grande partie grâce a lit technique 
suivante. La solution aqueuse concentrée de la fraction II est extraite 

- deux fois à la callidine ; la phase aqueuse restantesest ensuite extraite 
par le mélange butanol /acide acétique /eau (4 /1 15) et c'est la phase 
butanol qui, après concentration, est soumise à la chromatographie 
hi-dimensionnelle ; nous avons pu identifier trois taches distinctes. 

La chromatographie de l'hydrolysat de cette fraction montre la 

Etude de la Fraction I I I .  
Le chromatogf~mme bi-dimensionnel de la fraction III montre 

la présence de cinq taches principales « chromatbgraphiquement s dis- 
tinctes (Fig. 19, a) : - 

Tache A : RF (but.) = 0,23 
RF (phénol) = 0,14 

Tache B : RF (but.) = 0,25 

Tache D : RF (but.) 

RF (phénol) = 0,76 - 

la @-alanine. 
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Fig. 19. - Chromatogram~ties semi-schémati ues des 
fractions polypeptidiques IH et IV du dialysat + mo%t ,6û d 

, Fraction I I I  
&) avant hydrolyse totale. 
b )  après hydrolyse totale. 

F r d i o ~  '1 Y 
a) avant hydrolyse totale. 
b )  après hydrolyse totale. 

1 



TA&L.@A~IT XXII 

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

Acide aspartique. . . . . . .  
. . . . . .  Acide $utamique 

. . .  Acide a -aminoadipique 
Sérine . ' . . . . . . . . . .  ' 5 

. . . . . . . . .  Glfeocolle 
Thrémine . . . . . . . .  

. 

1 

:,. . ' 
, r?:n*;:- 

Etude de la Ffacffon' IV.  

Le chromatogramme bi-dimensionnel de la fraction \V montre 
la présence d'une tache principale violet-bleu et  de huit taches moins 
distinctes (Fig.  19, a). , 

* .  . . 
I 

2 \ 

Tache principaTe.: ,LF @ut.) = 0,17 , 

Ra (phénol) .t Q,19 ii 0,38 , 
4 

' . 
J . . , .  

' I 
, - ~ ~ t t e t a c h e  , pna~ipalé a d&p voisins de ceux de l'acide @$tarniqu& , 

c e  Tableau XXIlI et -$a" 119; b, moqtrent la compkition en 
. 

, 't aminwi&&s de IyhydralysAt de la fraction IV. . = 

- ' .  
- ' ~ a r  fraction polypeptidiq& IV est .~amat&isée par sa qi&&e , 

. 'en acide glutamLpue e t  en gly~ocolle. Elle contient (e I'àcide aspf ique  
' 

I 

e t  un péu de aérine. - . % . . . 
-* 

> ' 1 a 

> 

Alanine . . . . . . . . . .  
Vaine . . .  . . . . .  

. . . . . . . . . . . .  Leucine 
6 -Alanine . . . . . . . . .  
Acide y -aminobutyrique . . 

. . . .  Proline . . . . . .  , 

6 
6 
6 

2 (bhue) 
2 

' Qa.pn8) - 
-- . \ 



TABLEAU X X I I I  

Proportions relatives des amino-acides d,e I'hydrolysat 
de la fraction pglypeptidique ïV d'un dialysat de moût 

non identifiée . 

Il est extrêmemcpt intéressant de comparer les fractions poly- 
peptidiques de l'orge, des raalcelles, du moût et m@me celles de la 

1 ' biére @ISEE'I?F et  SCRIBAN, non publié). . 
La fractibn polypeptidique II, qui accompagne les glucides libres, 

n-st p8s trés abondante. On y trouve l'acide aspartique, l'acide gluta- 
mique, le glycocolle et l'alanine. Elle est retrouvée dans la bièm finie. 

Les fractiins polypepticliques n acides u, III  et IV, sont vraiment, 
twactéristiques par leur composition chimique et leur individualité. 
Elles 'renferment de nombreux polypeptides. Ces fractions sont ren- 
kontrées dans l'orge non germée, comme dans le mobt et la hiére finie ; . 

la permanence de leur structure est remarquable. Ces deux fraction 
sont riches en acides aminos dicarboxyliques, sortout ,en acide-glutamique 

L'une de ces deux fraction's, en général la fraction III, est' richi 
en glycoeolle, alanine, valine, leucine ; .mais elle se 'caractérise par 1: 
présence d'acide a-aniinoadipique (homolsgue supérieur de l'acide 
glutamjque), de kalanine, d'acide y-aminobutyrique et par l'absence , <- 

~~1 . to-16 d'.acides diamines. L'isolement et l'élution des taches de poly- - 
. ~. " 

peptides sur' les chromatogrammes, réalisés dans 1è cas favorable des .' 

radicelles, nous a permis d'élucider leur compositian en amino-acides, . ' i . 1  . * .  

, L'acide, or-aminoadipique et l'acide r-arninobutyrique se trouvent - 
, , .r. 

dans lu polypeptide « A s (Fig: 18, a), riche en acide glutamique. La -. & 
fi-alanine se trouve, par ,contre, dans le polypeptide a D », riche en . 

52 ,acide glutamique. mais aussi en sérine, glycocolle, ahnine.. On peut 
+5.2 4 

supposer que l'acide y-aminobutyriqiie, homologue siipérieur de la ' dm >' 
&alanine est le constituant d'une szibstançc présentant quebue analogie . :"; 

. \  - 
/ 

, & *  
< * 



,vec l'acide pantotliénique. L'acide pantothénique,«\témoin » se retronue. 
dans la fraction de développement B l'acide acétique 34/10 des colonay 

- de Deacidile ; en chromatograbfrie bi-dimensionnelle, il présente ilne 
réaction négative à la ninhydrine. , 

La dernière fractiog polypeptidique est particuliérement riche 
, en acide glutpique,  glycocolle et alanine ; il nIy a pas d'acides diaminés. 

On retrouve donc à peu près les mêmes aoiàes aminés que dans la, 
fraction précédente, sauf l'acide a-aminoadipique, l'acide y-amino 
butyrique et la @-alanine. 

BLWK (1931) /203] vient de trouver &galement, dans ie lait pas 
; ' teurisé, des peptides riches en -acide glutamique,.glycocolle et alenine 
. et qui ne contiennent pas d'acldes diaminés. 

1 

Les fractions polypeptidiques à carac-s « acides » sont eons. 
tituées à n'en -point douter des paiypeptides de h protéosynthèse d i  

germe ; elles semblent avoir u capté n électivemept l'acide glutamique 
Cette hcbesse i-elative rappelle plus I'hordéine - protéine de «. réserve » - 
que les protéines « cytaplasmiques » édifiées dans le germe, pauvres, 
en adde glutamique. et riches en acides diaminés. MIETT~NEN (1951) [204] 
a etudié la synthkse des peptides de'la levure %~ubpsis utilis, à partir 
d'acides aminés ou de sels ammoniacaux ajoutés aùx sqlutions nutritives ; 
il axremarqué kgaiement que la composition des peptides était proche 
de celle de l'ensemble des amino-acides libres de la levure et non dr 
celle des protéines synthétisées dans la cellule. 

La protéolyse du brassage n'atteint pas les fractions polypepti. 
- diques du' malt qui passent intactès dans le moût. La fermentation 

par Saccharomyces cerwisiae ne les'modifie pas1 profondément, mai- 

l' des éléments nouveayr 3t)$y$k+r~ a p p a j y ~ t  $2 b ~ J t . p  $~I$R~T?.,.% ,J,>- 4 e  *. $ ~ ~ . R ~ ~ ,  ;S. ~ubliél 
, , ,t,T,X, + Jrj' ;* k ,  z,:f$;;:~i!:$A;;$:,?~&$$*~~ 
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Au terme de ce travail, il apparaît que le maltage, et en particulier 

- fi 
la germination, ont vraiment un rôle prépondérant par les modifications .*,? : ; 

profofides apportées dans les fractions protéiques de l'orge et par la .,4 
-$* 

libération de constituants azotés ae poids moléculaires relativement 
\ *j 

faibles. ' ' 9  
Une distinction s'impose immédiatement entre les protéines <f cyto- -A :q 

plasmiques )) et  les protéines I< de réserve )) du grain, dont les destinées , , >%. 
au maltage, aussi hien qu'au bi*assage sont tsutes diffbrentes. . ' ::> 

.<&* 
Les proMines « cytopi&iqtres », àlbumines et globulines, dont A ' /  %: 

- le taux reste sensiblement uniforme dans l'arge au maltage (Brsnou, 
1929, b) [205], ont un comportement éledrophorétique relativement \ * 

constant. Dailleurs, leur étude par ultracentriEug&tion (SAVERBORN 
:t coll., 1944 ; SANDEGREN, 1947) f2û61 a également révelé une celttaine. 
jtabilité.' Des recherches - plus approfondies, mais certainement trés , 

ldlicates, ayant recours simultan6ment aux méthodes d'électropliorèse 
lifférentielle et séparative, et de relargage, permettraient sans doute ' , .- 
3e fractionner davantage ces protéines complexes en leurs constititants - ''J 

et de sukvre leur évolution 'éventuclle. Il n'en reste pas moins vrai que 
ces protéines, intégrées au cytoplasme vivant du grain, participent a 
son équilibre et à sa continuité. 

Les pmtt!.hes (( de réserve n ,  hordéine et glutéline, ont une toute 
, autre évolution. NOUS avms simplement effleuré l'étude de la glu.téline . 

et montré que cette fraction était plus complexe qu'on ne l'admet géné- 
ralement. Une étude comparable à celles que l'cm a réalisees  su^ les 
glutaines du blé et du maïs, en utilisant des détergents cationiques . 
colnme solvants et 1'6lectrophorèse différentie3le comme technique ana- 
lytique, permettrait d'éviter les inconvtinients de solvants (( dénaturants a, .. 
comme les acides et les bases employés jusqu'ici, et de déterminer sans 

- 

doute les modifications de cette fraction durant le maltage. 
' 

,, ' L'étude de I'hordéine a prégenté un vif intérêt, 'car il nous a été 
1 

'. -, '. possible de suivre son évoiution et de' la compàrer à celle -des amino- 
1 .. acides e t  des Peptides libérés au cours de la germination. Nous avons 
- r u  dans notre historique que de nombreux auteurs, et en pafticulier , 

.. BISHOP (1929, b)l [IO?+], avaient mis en relief la correSpondance étroite 
' 

'.esltrt. la diminution rapide de l'azote-hordéine, fraction principalement 
: &5gradée-.àu germoir (di,minvtion de 3 3  p. lm) et I'augmt?ntatiorî de 

t - 
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1"&6ke soluble. L'examen des diagramm& de maltage de  bis^^^ vrr 

partl~ulikrement suggestif. 
- 

considérons l'orge à maturité : la majeu& partie de l'hardéine 

L . %CS 

.est cbeeentrée dans-les grains d'aleurane de ) ' v i s e  protéique et l'en 
sait qui+ cette prolamine reprbnte,  à elle iW&, M )O db p,:f00'i dgi'azote 

-, ,;g& 
..'- tûtal du grJn.  Les grains d'aleurone ne sont que d'ancienpes vticuoies 

:$$$ &yant emmagasiné cies rherves, en particulier des réserves azotées, 
;y . dg vaéuoles qui se sont progrespivernent subdivisées et déshydratées au 

, . 
cwrs de la maturation de la graine. ENGEL. et HWNS (1947) tg081 ont 
montré d'autre part que la pmtéinase (du type catheptase) et les 
dgeptases de l'orge &nt principalement localisées dans les cellules 
àr aleurone. Nous avons'donc,dans le même tissi), à la fois la subs$+ace 
p r e i q u k  de resecve et 1% enzymes protéolytiques' correspondants. 

1 Le germe est & l'état de vie làtente'comme k reste de la mine 
et il pqxésentè environ 2 à 3 p. 100 du poids- du grain. Détach6 avec 

' p r h u t i o n  du grain, il est bapabfe d'une vie autonome sur des endos- 
permes .étrangers au sur. des solutions nutritives ( B ~ a i v ~  et MURBIS 
1890) (2091 ; on, peut le consid6rer r é e ~ ~ ~ e n t ~  commeb un (( padsit 
vivant- sur la graine. La culture de kennes excisés sur des aolut 
de diffdrents glucides (RROW et MQRRES, loc. ,cit.) ou de dive~ses subs- 

- talices azotées (BRQWN et coll., 1W) [21Q), ont mis eh évidence la vqiectr 
,@kitive du saccharose &,de t'asparagine assimilés éleotivenent par 
l'embryon. Ces études sont malheureusement anciennes et\les techniq 
biochimiques de l'&poque ne permettaient pas de suiiire le métaboli 
des substances nutritives absorbke:es, Tout rBcemment, l'emploi' 

a isotopes, en particulier de l'azote lourd. Nt5 a permjs d'dtudier le méta- 
bolisme aioté de-germes .d'orge excisés (Wiuis, 1951) [211). On sait f,$j 
désormais que le germe cultivé sur des solutions de phosphate d'ammo- ,,': 
nium marqué avec NI5 réalise d'abord une synthèse active de glutamine, 

, puis une synthèse'lente d'asparagihe ; les aeides a-amines formés et 
les protéines in situ ou de synthèse contiennent tous de I'azotè Nl5. 
Il est donc probable que les amides des amino-acide dicarboxyliques 
jouent un rdle important dans le métabolisme protidique. Eiifin, la 
formatipn de glutamine seraït associée au naéta&lisme glucidique deala 

' 
respiration ; en effet, la formation d'acide glutamique~puis de glutamine 
à partir dlacide a-cétoglutarique est possible et elle permet une rhserve . 
d'ammoniaque et  même dvnergiei ' 

&nsid&ons maintenant le germe dans les conditions normales 
de développement. Au'maltage, B la fin de la germination, le poids ,du . 
g e h e  représente 10 à 15 p. 100 du poids total du grain, soit 5 p. 100 
~nviron pour les radicelles et le reste pour l'embryon et la plumule ; 
sa croissance est donc très appréeiable. Dans l'orge non germk, le g-e 
reprknte  environ 5 p. 1 0  de l'azote total du gPaim ; à la finide la 
germination, il en contiendra35 à 40 p.. 100 dont 3 ii 5 p. 100 en moyenne 
dans les radicelles, éliminée8 B la fin du maltage. Comme l'azote totàl, 
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smiques et le v a p u  cesse d'être visible. REED 
et PET RIE(^^^^) [219] ont observé une abondrance 
-lfépi&hélium du scuteIlum de filé, de mà'is et 

rgk ,en gemitiation ; ils admettaient que les mitochondries jouaient 
~Ole important dans%la sécrétion des 'egzymes. A l'heure actuelle 

on' peut sihplement animer que le scutellum et  son épithélium sont 
le siège d'une grande activité diastasique. Les études précises de ENGEI, 
et BRET~CHNEIDER (1947) 12201 prouvent qu'il est impossible d'ktablir. 

.une 'reJation précise entce le nombre des mitochondries et l'activité 
- diastasiq;e. Le scutellum est enfin caractéRsé par-sa fongtion d'absorp- 

- ' tion, de tiSsu perméable et actif, permettant des échanges réversibles 
entre embryon et eniiospenne. La gemihation de l'orge va se mani- 
fester par une protéolyse intense des protéines K de réserve a, la formation 

t glutamine) l a  libération et un métabolisme 
cides aminés, une pmtéasyathése, le tout en . 

liaison énergétique intime avec le métabolisme glucidique de .la res- 

Nous rappeiLeiàns brièvement les processus~généraux du msta- 
bolisrne de l'azote chez les ~ é g é t â u ~  et les différents, enzynies corres- . 
pondants, découverts dans l'orge. Nous pourrons ensuite interpr5ter 
nos résultats à la lumiere de ces faits. Nous examinerons donc succes- 
sivement lès phenomènes de : 

- Protéolyse ; 
- ~ o m n a i o n  *d'amides ; 
- Désamination oxydative et transamiqtion ; 

Décarboxylation ; 
- Protéosynthése. 

ers phénomènes sont en liaison étroite e t  s'interpénètrent 
dans la vie de la graine. 

l .  La protèolyse , 

" L'orge renferme une protéinase découverte par H a p ~ r r ~ s  ( m g )  [221], 
étudiée, ~ n t r e  autres, par LINDERSTRQM-LANG et SATO (1929) 1222.1. 
La protéinase de l'orge est localisée principalement dans les cellules 
à aIeurone et le germe, surtout dam le scutellum (SCHADE, 1937 ; 
ENGEL et  HEINS, IOC. cit.) f.2231. Cette protéinase hydrolyse la gél@ine 
à.pH 4,9, I'édestihe à pH 4,3, l'albumine d'œ- à pH 4,6. La protéinase 
ded'orge présente une grande analogie avec 1a.papaIne et les Gthepsines. 

L'orge germée contient au@ deux peptidases définies par 
SRTQ (1931) [22'24] une leucylglycine-peptidase (peptidase 1) qui a un 

, pH oqtimam de 8,6, et une alanyl-&cine-peptidase (peptidase II) 
qui a un pH optim.ym de 7,s. La distribution de ces enzymes a été 
15tudiér: par LLNDERSTROM-I,ANG e t  HOLTER (1932) et EULER et  
>SJ~IMAN \(19:33) 12251. Elles sont -abondantes .dans la couche & aleuwne, 
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_ mais letir activité est fa plus importante dans ,l+'r&gioa sul$ermi*ale- 
(les radicelles et principalement dans la couche épithéliz&e di] seutelli&+ . , 

La chromatographie sur  papior nous a permis de réaliser un véritable !, 
« film » du (( pool n des amino-acides de l'orge pendant Sn gerniinatida. ,: . ' 
Kous assistons Q une libération; vraiment explosive d':+mina-àcides- . 
entre le troisiPme et-le sixième jour de germoir, malgré le dé~elo'p~ement , 

, dé'd appréciable des radicelles et de la piump31e. TOUS les acides aminbs 
so -i!' t représenttis et évoluent avec Ins amidès, asparagine et glutamine ; 

.seule Ia quantité d'alariine semble constante. Nohs avons en out& décou- 
vert la présence d'acide y-aminohutyriqué et de &alanine ; l'acide d 

y-aminobutyrique croit lentement jusqu'h la fin de la germination. 
Ce -processus H explosif n cor\espond bien au maximum de l'activité 
protéolytique mise en évidence' par MASSAFIT (1946) [2>263 et. ii la loca- 
lisation histologiqde des pro té in,^^‘ « de réserve n et des prskéinasa. 
11 y a peu de petits peptides dans notre fraction 1, autrement dit !a 
protéolyse de la  glutéline e t  surtout de I'hardéine, par la proteina-se - 

7 ,  de I*assike$ protéique; Semble obhir à la r&le du « toilf ori riefi s de ' 

TISELIUS (193'9) [2222/1]. La protéinase attaque l'une apiès l'autre les 
- ' 

'' molécules d'hordéine et les amène d'emblée au stade de petits peptides, , 
scindés àeur tour par les-peptideses I et II. On ne saisit pas de prslduits 
de simplification intermédiaires et -en tout cas, si ces étapes, existent, 
elles sont franchies très rapidement. 

, C'hordéine non hyklrolysée conserve Une compositiion constant, 
en amino-actdes ; seule l'.électrophorése nous pe rme  dk suivre les mbdi 
fications mbleculaires de cet'te $fraction protéique; dont les constituants - ' 

6lectrophorLtiq11es c et d (en frontières~aecendqntes) &Goluent d 'ma 
+. 

fa-çon contisue au maltage. 11 est ektrêmemeqt intéres~ant de comparer . 

la scission enzymatique de'l'hordéine dans l'orge germée a l'hydrolyse , 
expérimentale de la zéine, prolamine du ha ï s  (LAINE, 1944) jâ281. 

LAINE a soumis la zéine à une hydrolyse pepsique, depuis -deux 
heures fusqu'à cinquante-deux joiirs. La fraction non hydrolysée-se 
comporte bien comme de la zéine pure et si les grosses molécules ne ' 

, 

sont pas absolument intactes, les framents  insolubles sont'assez gr6s 
pour avoir la même composition en amino-acides que la zeine initiale. ' - 

. . 
En sept jours, le poids moléculaire de la zéine passe de 40.000 à %.CRI0 
et des groupes -SH apparaissent au Cours de l'hydrolyse. 1,'existence . 
de demi-molécules liées initialement par des groupes + S S  2 pa?aSt -' 

prbbable. L'hygrolgse pepsiqur? semble suivre le' schémq suivant ': 



I,a zéine est-trés riche en acide glutamique (%,6 p. 100, LAINE): 
Lors de l'hydrolyse pepsique, les tétsapeptides obtenus comportent 
une molécule terminale de glutamine. On peut les représenter schéma- 
tiquement de la facon suivante 

L G - M - .  
* 0 .  . > ,  \ \  

, .. 
e , M = radical ,!a- - , . ?  ,, - - .. , . " d'amino-acidc d'amino-acide 

I' . /ÇI 
1 < -4 7 % -  . , ; am > - '5:' F, . I I .  

mono-aminé 
v \ -  , - monocarb~xylique 

'b . - molécule de zéine contiendrait ainsi une molécule d'acide 
glutamique tons les quatre acides aminés, l'acide glutamique étant 
sous la forme de son amide. La présence de glutamine a été prouvée 
&galement. pour Ia gliadine du blé (DAMODAHAN et coll., 1932) 12291, 
et, de l'hydrolysat pepsique de la gliadine, NAKASHIMA (1926) 12301 
a isolé un tétrapeptide riche en acide glutamique et en 'glutamine. 

L'étroite parenté des prolamines, protéines de « réserve,) des c&éales, 
dans leur composition en acides aminés (BONNER, 1950) [231] fans 
leur hétérogénéité électrophorétiqiie (voir page 55) et dans leur fonction 
physiologique, est évidente. 

Il est vraisemblable que la structure de l'hordéine est analogue 
a celle de la zéine, mise en évidence par LAINE. NOUS observons de fait 
une continuité dans la composition en amino-acides de l'hordéine non 
hydrolysée, au cours de la protéolyse du maltage. Sans aucun doute, 
cette observation est un aspect de la règle du « tout ou rien » de TISELIUS 
et écarte l'idée d'une hydrolyse simultanée. et progressive de l'ensemble 
des molécules d'hordéine. 

La ftaction non hydrolysée a un poids moléculaire toujours élevé ; 
elle subit une év~lut ion électrophorétique caractéristique ; deux com- 
posants c et d diminuent particuliérement au maltage. Nous avons aussi 
relevé une l'égére aÙgmentation du taux d'acide glutamique par rapport 
à l'azote total pendant la germination. 

Deux hypothèses peuvent être proposées pour tenter d'expliquer 
ces faits. L'hoydéine non hydrolysée manifeste une certaine transfor- 
mation, ou « dénaturation N, pendant l'hydrolyse enzymatique, comme 
la caséine par exemple (HOOVER et KOKES, 1947 ; in BOULANGER, 
1951, a) [238]. Dans la deuxième hypothèse, les différents composants 
de l'hordéine sont peut-être inégalement riches en acide glutamique 
et plus ou moins sensibles à l'attaque enzymatique. La diminution 
continue des composants électrophoretiques c et  d, facilement protéolysés 
et sans doute plus pauvres en acide glutamique, amènerait un rema- 
niement quantitatif des fractions et une légère augmentation de la 
teneur en acide glutamique. 

Cette conception de l'évolution de l'hordéine rejoindraipainsi celle, 
/ 
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, de T u ~ m s m  (1931) [233j 'i cet @ute&'.con<idérait I'hordéina du Wùt - 
, (OU l.q+nin) 'e~mrka une hoP&Ein'e a d&iidt+rd6" iii apparafssant- progres& ' 

i .i"> 

6' &,> , , f ~ 9 m e n t  'au * d6lii"s de b ge&hidatlon-. ' .:, , 
A I  % 

'. - ' ~n~conc lds im,  ~'hordéini du maltrdt biin le reste-di l'hordéine , 
' &&gd . $fii&'lë+kl@ge ; let 4<bpo&w~tri ' :chkiqyes des deux pi-a%fnes 
-. , db aont $2&&&&; se+ , . il, A 

e l e ~ @ ~ h o ~ e t i ~ $ f a a ~ ~ ~  + [ p&bii de 
'4 ceèonhat&$ (Y.' 'évolui$oh, : e$n,StanS$(s,!&$' la mol&& *bd'ti~rrl&$e . at 
i, h a h p  èyabe6id aul;&~$~&&~&@:~rnodern~ +)$;modb d 'a~or  % .  

d8s F m t ~ & a ~ # ~ è ~ , ~ & e i  de & ~ R S  ,(1%19): k t  de"TAa~ljP;sid (2931) 1234 
'. .qui lsemBtaieht7 8 o p P o ~ ~ ' 6 ~  %"e&lui% - m d + é i h e q i ,  ,dnGel4t- natu: 
' 8-&ement',G'l& d a i ~ ~ ~ b . ç 3 r ' $ i ~ & ~ ~  et:sb.r~ti'ni$1&n% lii&l.su$raz - 
....: ~h~dmi&".d' f , , s ~ i ~ . .  ~%ard&idef & ~ d w g i &  F % x ~ ~ ~  $ ~ ~ $ R ~ j ~ & t h F . . t i o n ~ ' ~ + ~  
, '. i&paii&t+: ,in i~ihq:b&b$t;f *c::4i34rq&~~ ' &~tn'i&s'+ &~%-&t~,e~- , . ,, &gl&$u,(L~out:'o*;'Î~&.I de*rlS&I&.L. -.. ' i + . ' ' P ' ~ l n ~ < i  : 

- ' ? <  2 

' Faus avorasl'vu\,qde- LB p&t&lyielde 1litsrdeixk;et' de $keglut&line 
devait '~ ib&ei  ;nornha'lment u& *gia&$ qa4n;Èittl d"*a&~4~'$1mtami~ue 
(ou de ~ ù t a m i a ~ )  irl%ordéine kohfibite 30 p! 1W-dkc$der@uthmisue 
(OSBO&G 'et GIILBEET~ 3906) [236] et l a  glut6li'nef + p. 'lQO environ, 
probahlapefit c6mmIes glutdiines du H é  OU du &YS ( B Q N ~ R ,  3950) I29Bj. , 
En k~~it,'  p & d  b s  &&de$ a&ks libitts: d$ l'$%e. gel!mmQs jkcitle gluta- 
mique nB $r&dohîd~ 'pa~  parti$uli&reminJ ; .il .&$ done employ6 .ab mis 
en r irsmi ' selon. de3 ,~6actibnâ. pa.i.ticulidra du'"mét'~~1i&a @otidiqu$, 
. 1. . I , * < i ,  ."* - . . , ' 

< .  *A-* s, 
- 

* x ,". 
I _ Formation d'amide5 

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

La formation d'amides dans l'orge a suscité quelques travaux récents 
(YEMM, 1949, 1950, et Mac KEE, 1950) [238]. La glutamine sembl,e se 
fo~mer dans les conditions normales de croissance de la plante, tandis 
que l'asparagine, amide plus stable, deviendrait abondante lors d'un 
jeûne prolongé &'l'obscurité ; dans ce cas, selon BOUSSINGAULT (voir 
CHIBNALL, loc. cit.) l'accumulation d'asparagine éviterait une intoxi- 4 

cation de la plante par l'ammoniaque assimilée en excès. 
Mac KE;E reléve une accumulation d'asparagine et la présence de 

glutamine dans l'orge, germée vingt jours sur des solutions de sels 
s'ammonium ; par contre, HOAGLAND (1944, in YEMM, 1949) [239] 
a -trouvé beaucoup de glutamine dans les racines excisées d'orge cul- 
tivées sllr solution nutritive ; ceci est conforme aux observations de 
WILLIS (1951) [240]. 

La chromatographie des dialysats d'orge nous a montré la présence 
certaine d'asp;imgine dans l'orge non germée ; Mac LEOD (1951), 
LJUNGQA. et SANDEGREN (1951) [OP11 y vnt aussi trouvé la glutamine. 





et d'acides a-cébniqrn~ c a r r e s p d a ~ t s ,  d61i~ it: rrlle capital dans le 
métamisrne intermédiaire et la pmt&os~nthése est bieia établi (Théarie - 

de MOTHES, 1940 ; in RAUTANEN, lac, cit. et ARWIBALD, 1945) [[94@. 
La gihtamine occrtperult de la so& uile position-clé dans les rapports 
edtre métahulfsme prGti&que et métabolisme glucidigue. . wp; D6sapxination oxydative et TransaMaation ai;+;%: 

a éskination des acides aminés des plantes est une réactian 
capitale du métaboli6me azoté. Jnsqu'A présedt, seule une glutamo- 

\ d$hydrase a cSté identiflëe dqns les plantes supdrieutes (BONNER, lot: 
cit.) f252501. 

Ida desamination oxydative de l'acide glutamique procède en deux 
t emm:  

Acide glutamique + giutamodt5hydrase oxydée z Acide 
a-iminoglutarique + glutamodéhydrase réduite ; 

Acide a-iminogIutarique + Ha0 2 Acide a-cétogluta- . 
rique + '*THe. 

Cette déhydrase a comme codéhydrase le coenzyme 1, qui sert 
d'a-eepteur d'hyeogeae. 

' Ida désamination oxydative établit un équilibre entre SH3, acides 
a-cetdiriiqu& et acide, glutamique, L'excès .de/ coenzyme 1, sous' sa forme . 
réduite permet la synthèpe d'acide glutamique à partir de' L'acide 
4 -&$o,giutarique proyenant du métabolisme glucidique par exemple. 
L'emploi des isotopes a mostré la réalité de  cette ri5actib et les acides 
diearbo%yliques, principalement l'acide glutamique, sont parmi les . 
premiers produits de synthèse (Mac V~CAR et RURRIS, 1948, in , 
BONFER) [251]. 

La transaminationl chez les plantes (BRAUNSTEIN, 1947) [2521 
compo* deux réactiops bien établies à l'heure açtuelle chez les iége- 
taux sapérieÙrs ; 

1'0 A,cide $lutamiqui + acide pyruvique : Acide a-céto- 
glttbrique + Alanine ; 

20 Acide glirtarnique ,+ acide onalacétique :  cld de a-céto- < 
glutm%que + Acide aspartique 

Elles sont katalysees g r  deux glutamoaminophérases ' diffkrentes. ' 
. + 

. L~ONARD et BURRB (1947) 12531 ont ebdfé l'activité dé la glutamo- 
amino&&ase (réaction 2) de pluiaieurs variétes d'orges am&caines. 
Ce ml tes p i n e s  en germination et spécialment les radicelles, qui 
ont la plus grande activité transadnasique. Cette activité-crolt jikqu'au 
t rd~létpe au ciqtprème jour de 'germination, puis reste constante. 

-SUETH et W~LLIMS ((1951) [;4;54) ont 6tudiCi les phénoqènes de 
tmaamimtiun d a q  les embryoae de quelpEtes ,abdales. Au cinquième 
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jour de germinatioll, i'orgc @sente une activité transaminasiqiir: ~ I L I L L ~ -  

mique-oxalacétique maximum, quinze fois plus, grande que ceHe de 
l'orge non germée, tandis que l'activité transaminasique glutamique- 

transamination. 
Il est intéressant d'observer sur nos cliromatogrammes (FEg: 13) 

jusqu'au maximum de la protéolyse, une 'augmentation très nette de, 
l'acide aspartique libre, malgré une augmentation paraliele de l'aspa- 
ragine, ce qui cojnciderait avec une diminution de l'acide glutamique 
libre. Cette observation serait en accord avec une transamination active, 
suivant la rdaction (2). Les essais de FOLKES (1951) [255] auraient 
montré que l'embryon, sans apport extérieur d'azote, est capable de 
faire la synthése d'acide aspartique, d'alànine, de lysine, d'arginine 
auaours de la germination et, dans une plus faible mesure, de glycocolle, 
d'isoleucine, de tryptophane et de thréonine. 90 p. 100 de l'azote utilise 
dans ces synthéses seraient dérivés de l'acide glutamique, de la gluta- 
mine et de la proline. On sait; par l'emploi d'isotopes, que la proljne - 
est oxydée in vivo et qu'elle peut donner de l'acide glutamique 
(SCHOENHEIMER,~ 1944, in BOULANGER, 1949) [256] ; comme l'hordéine 
est assez riche en proline (13 p. 100 de son poids) il y a là une source 
supplémentaire d'acide dicarboxylique. Jusqu'à présent, aucun enzyme 
catalysant ces réactions n'a pu être mis en évidence. 

~ B A U M  et COHEN (1943) [257] ont suivi l'activité de la glutamo- 
aminbphérase (réaction 2) dans des embryons d'avoine germée ir l'obscu- 
rité. La transamination devance la protéosynthése et  son intensité n e  
serait pas liée aux tissus de croissance dans lesquels la protéosynthèse 
est active, mais à l'activité'physiologique des tissus. Il .est donc vrai- 
semblable que l'épithélium du sciitellum de l'orge germée présente une 
'grande activité de transamination. SMITH et WILLIAMS (loc. cit.) [2@] 
ont souligné également une production de transaminases plus rapide 
que la synthèse prot&lque dans les embryons de céréaIes germées. Enfin 
les travaux récents (PEARSALL, 1949) [259] ont mis en évidence ui 
nombre limité et choisi d'amino-acides dans les tissus en état de crois 
sance ; l'acide glutamique est toujours présent en quantité prépon- 
dérante. L'hordéine, très riche en acide glutamique, constituerait une 
réserve de cet acide pour les besoins de la transamination. 
. L'acide a-aminoadipique qui accompagne certaines fractions 
polypeptidiqÜes est l'homologue supbrieur de l'acide ghtamique. L'emploi 
d'isotopes a ,pérmis tout récemment de decouvrir l'origine de cet amino- 
acide ( B o ~ s o o ~ ,  1948, in BQULANGER, 1949) (2601. L'acide a-aminoa 
dipique prend naissance dans le rriétabolisrne intermédiaire de la lysine 
par désaminption oxydative au niveau du groupe r-NH2 ; par tran- 
samination ën présence d'acide pyruvique, cet, acide peut conduire P 
l'alanine. Il est intéressant de signaler la présenw de l'acide ol-amuioa 
dipique dans une pt.ot6ine hydrosoluble dd grain de maïs ; on ne 1': 



pas trouyé cependant dans les hydrolysats de zéine et de gliadfhe 
(WINDSOR, 1951) [261]. 

En conclusion, la transamination fait des acides dicarboxyliques, 
abondants dans l'orge, le pivot de la synthèse des acides aminés. Selon 
RRAUNSTEIN, 50 A 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 r des acide's aminés résultant 
de la protéolyse des réserves de l'endosperme, avant leur Intégration 
dans la protéosynthése de l'embryon. 

Décarboxylation 

Dans l'orge germée, la présence d'acide y-aminobutyrique libre 
est indiscutable. Durant la germination, la quantité de cet acide croît 
'lentement ; dans les radicelles, il devient très abondant et on 19 retrouve 
plus tard d?ns le malt et le moht. Il est difficile de se prononcer sur la 
signigcation physiologique de cet acide, récemment découvert dans 
les végétaux supérieurs. 

BEEV~RS (1951) [262] a signale, ia presence d'une glutamodécar- 
boxylase dans les radicelles d'orge, à l'exclusion d'une aspartodécar- 
boxylase ou d'a9tres enzymes analogues. Selon toute vraisemblance, 

I l'acide y-aminobutyrique de l'orge a son origine dans une décarboxylation 
de l'acide glutamique, suivant la réaction : 

Acide glutpmique --). Acide y-aminobutyrique + C& 

Quel est le sens' de cette décarboxylation ? 11 demeure,obscur. 
L'acide r-aminobÙtyrique intervient-il dans le métabolisme intermé- 
,diaire des acides aminés selon un processus encore inconnu ? On pept 
formuler ùne hypothèse proposée dans l'ouvrage de BONNER pour les 
plantes sypérieures et par BOULANGER (1951, b) [263], pour le méta- 
bolisme cérébral. 

Chez les bactéries, les décarboxylases 'représentent un mécanisme 
de régulation de l'acidité du milieu et permettent une « résistance à 
I'acidification s. Ainsi la glutamodécarboxylase de Cl. Welchii a un pH 
optiînum d'action inférieur ou égal à 5 ; l'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 experiences de VAN LAER et LOMBAERÇ (1921) [264], ont\ 
montré que le développement d'embryons d'orge, cultivés sur des 
solutions de saccharose tamponnées à des pH variant de 2 à 10, était 
maximum dans la zone de pH 5 A 6 ; des extraits aqueux d'orge germée 
montrent d'autre part un pH réguli6rement voisin de 6, de telle sorte 
que fa germination de l'orge et la vie de l'embyon paraissent incom- 
patibles avec un pH nettement acide. 

Pendant la protéolyse « explosive >, des 
nation, une quantité considérable de glutamine 
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est libérke. Nous avgns vu que l'acide glutamique était intégré dan 
les protéines, transaminé et  transformé en amide, Cette dcrniere trah_s 

,' formation est réversible ; elle requiert la présence d'iimmo~iaqiie 
comme la graine vit sur elle-même et  qu'elle n'a aucun ' a p ~ o r t  extérieur 
d$ sels~d'ammonium, il est probable que la formation d'amides à partir 
de l'acide glutamique est limitke a un certain moment par ln .quantité 
d'aqmoniaque disponible. Il est donc, possible que l'excès d'acide gluta- 

- mique provoque alors l'intervention de la gluSamodécarboxylase, giin 
.de-maintenir un pH constant voisin de ft dans la graine et surtout dans 
le g e h e .  L'augnientation prog~essive de l'acide . y-aminobutyrique 

,libre au cours du maltage (Fig. 13) se trouverait ainsi expliquée. L'exis- 
' tence d'acide y-aminobutyrique libre, dans l'orge non germée, peut 

. t q v e r  son origine dans uh prodessus analogue, Accompagnant le trans- 
fert intensif de l'azote de la plante vers la graine, à la fin de la période 
végétative. 

La d'acide y-aminobutyrique .cornbiné dans les fractions 
polypeptiàiques « acides » est trés curierrse ; cet homologue supérieur 
de la @-danine serait-il lui'aussi; un constituant d'un factetir de crbis- 
sance analogue à ,l'acide pantothéniquc ? 

L'absence d'aspartodécarboxy~ase nTest pas encore rigoureusement 
démontrée. Ën effet,. la 6-alanine est indispensable à la  synthèse 
de l'acide pantothénique ( a, y-dihydroxy\R, $'-diméthylbu$yql, - 
$-alanide), Chez les végétaux, la biogénèse du radical a, y-diliidroxy - 

- $, p'dirnétl~ylbutyrique aurait lieu B partir de la valhe e t  dè l'acide 
aspartique selon KUHN et W~ELANP (4942) [2fi5]. On ne voit PPS d'autre 
source possible de &alanine que la  décarboxylation &e l'acide aspartique. 

~ h t b s ~ n t h ~ i s e  

A la fin dc la gerrnitiation, le germe a qui~itupié son poids. L'embryon ' 
contient uniquement des albumines e t  des globulines, peut-être aussi 
des glutélines, inais d'une composition chimique toute différente des ., 
glutélines de l'endosperme (ROSE et  ANDERSON, 1936) [266]. 

Dans l'embryon, la composition chimique des albumines et  des . 

globulines est voisine de celle des protéines corresponda?tes de  l'endos- 
perme (OSBORNE, 1924) [267] ; ces protéines sont riches en leueine et 

" 

en arginine qt pauvres en acide glutamique. 
La protéolyse des réserv,es azotkes de l'endosperme,.le remaniement 

de5 acides aminés par d6samiaation-amination et transamination 
- i'aoide glwtaGque étant le u chef de file a de ce rnktabolisme - . 

font que le germe édifie ses protéines cytoplasmiques. à partir de propor- 
tions &amino-acides différentes. de celles' qui lui sont fournies. La 
protéosynthèse n'est donc pas simplement le phénoméne inverse de Ir 
protéolyse. Elle se réalise selon un proyessus extrêmement rapide. 

La conception du « métaboljsme azoté continuel » ( a  continuin\! 
rnetablim » de Bmsoo~ e t  KEIGHLEY, 1935) 1264, peut être applique 

i 



- Si les transformations des fractions azotkes sant imp~rtantes~au , 
8 cours de la germination, il n'en est pas de même au touraiuage. On 

, n'observe aucune modification notable dans les acides aminés et dlins 





drêche sont constituées probablement par des vestiges de glutklipe, 
; d'hordéine,'non hydrolysées, d'azote « résiduel B de nature mal précisée 

et par des albumims et des globulines dénaturées par la chaleur. II 
serait intéressant de les étudier systématiquement. 

L'extrait sec du' moiit contient approximativement : , 

- 90 p. 100'de glucides ; 
- 5 p. 100 de matières azotées ; 
- 3 p. 100 de matières minérales. 

Devant la cdnfusiori qui règne, dans la terminologie en usage pour 
les fractions de l'azote du moût et l'ignorance actuelle que nous avons 
de l'origine de la plupart d'entre elles, il est plus prudent de distinguer 
dans l'azote total du moût, deux fractions, selon la classification que 
nous avons propasee (voir p. 42). Cette ciassification, toute provisoire, 

* n'est qu'un instrument de travail. L I  

Nous distinguons dans l'azote total du moût (houblonné ou non). : 
l 

A. - Fraction azotée non clialysable. 
B. - fiaction azotée dialysahle (polypeptides, acides aminés). . 

Aprés la protkolyse du brassage, 'la fraction dialysable du moût 
représente environ 40 p. 106 de l'azote total. 

Dans la fraction \A,  non dialysable du moût, le précipité obtenu 
après saturation totale en-.sulfate d'ammonium, dialysé contre tampon 
pH 7 e t  soumis 31 1'6lectrophorèse différeaitielk, se ré-vèle électrupho- 
rétiquement hétérogt-ise comme la fraction « albumines-globulines )) 

du malt. Son comportement électrophorétique est assez voisin, mais 
19 composant B', de mobilité faible, est devenu important. Il est difficile 
de préciser l'identité \de ces constituants/ electrophortlitiques. 

Les fractions protéiques coagulées l'ébullition en chaudière, VII 

précipitées au cours dn refroidissemdnt du moût, contiennent une frac- 
tion « résiduelle n insoluble, riche en acide glutamique, en alanine et  
&mcolle, dont il est délicat de préciser l'origine, sans doute multiple. 

Il est intéressant de retrouver dans le N trouble fin n une fraction 
« alcool-soluble », dont l'analogie avec l'hordéine ne laisse aucun doute. 

\ Le comportement électropliorétique de cette fraction du « trouble fin » 
prouve que l'hordéine a subi au brassage une protéolyse active, tout 
en conservdnt la méme composition en amino-acides, en particulier 
son taux en acide glutamique, selon la règle du <( tout ou rien » de 
TISELIUS. iî1.algré ses caractères particuliers de solubilité, une faible 
partie de I'hordéine non hydrolysée peut donc se dissoudre dans le 
moût chaud contenant des sels minéraux (BISHOP, 1928, p. 105) [ $ W l ] .  

- En résumé, on peut considérer la fraction « alcool-soluble » du « trouble 
fin »- comme le terme ultime de l'évolution d e  l'hordéine de l'orge au 
cours du maltage et du brassage. 

On admet habituellement une augmentation de l'azote (( complexe » 
du moût (précipité par SO&n, S Q a g  - « complqx nitrogen compounds n 

RF4 
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d& BISH&, 1951) [272] au brctsmge @E CLERG?, 1948 t HOPKINS- et 
K-~arrse, 1947) [27d]. Cet azote provient suPtout de la' protéolyse, dans , 

des coti@itions ~elativement favorables -(500 et 600 C environ), dé la 
fraction « -albumines-globulines ». Parmi ks' pfodlaits de dégradation, 
cer&dns,'provenant de I'alhumine, ont 4t6 mis en évidence dans le meut 
et la bière. Ili ne sopt pas dialysables et sont précipités par le sulfate 

- d'ammonium (SANDEGREN, 194T) [a741 ; ces iomposés ont un poids 
moléculaire de 5 à 10..000 et ils intepiennent favorablement dan& la 

. ' formation e t - la  stabilité de la mousse (SANDEGREN et S,~VERBORN, 
la9) [Czre). La p-glabuline, t r h  fiisistante h la protéolyse du brassage 

i \ 

donne égakmeat à l'&bulliti&n du m&t des pïoduits de décompositi0,n 
- d'un pbids moléculaire vois& de 3Q.000,.qui contribuent h la Ematiorl 

- du ( trouMe au froid » (SAWDBC~REN, 1947) [276$ Tous ces campo* 
1 ne sorit pas dialysables, m,raison ,de leur poids mblécùiaire 4ev6, et  ,' 

i i s~  sont précipités par le sulfate d'ammo;niyrn ; ils occompagaent nottk 
fraction A, non dialysable, du moût.' Cette-fractiop renferme doni: des 
constituants azotés - @a des. polysaccharides - qui ont une grande 

- influence sur les qualités organoleptiques et le « mousseux!>l de, la biére. 
Nos connaissançes sont três limitées sur cette fraction complexe. . 

Dans la fraction B dialysalde du moût, les fradions ~olypeptidiques 
que nous avons étudiées ne peuvent &tre situees exactèuient. dans la 

, olassification, d'ailleurs provisoire, de BISHOP (1951) [27'7ls Elles ont 
uq.0 très grande analogie qvec les fraotions correg~ondantes du malt. 
oades radicelles. Elles'provknnent soit uniquement du malt (endasperme 
'et emb6Ôn) et sont alors le fruit de la protblyse et. de la protdosynthésc? 
pendant la germination, soit .@alemèht de la protégiyse .du brassage. 

" 

De taute manière, les fractions polypeptidiques « aoides u III èt IV, 
par la présençe dans leur mol~cule d'acide y-aminobutyrique, de &alanine, 
d'acide a-aminoadipique, semblent devoir tirer leur origine surtout 
de la protéosynthèse de 1'embryon.et non de la probklyse d~ brassage. . 
La ,Ievure sera capable de transformer ces fractions polypeptid~quks 
au cours de Ia fermentation (BXSERTE et SCRIBAN, non publit?). 

1.a fraction <ç .acides aminés - petits peptideg » ne suMt pas de. 
changements au. brassage.' L'action des dipeptidases est négligable en 
raison de lafaible teneur du malt touraillé e n  ces enzyMes et des eoq- 
ditlons, défavorables du brassage (pH acide et température, supérieure 
à 5Qo C): L'étude de cette fraction est très intéressante. pour _suivre 
ultérieurement le métabolisme azote de la levure (Saccharomyces 

'. cerevisiae) pendant les diffêi-ents stades de la fermentation. 
. ,  



CONCLUSIONS CENERALES 

' , '  

Nous avonsdhceMdaas l'.orge, le malt èt le moût, la présence de 

a-minoadipique l fbra.  
Nous avons wti1isé ufPe rpiétIio.de da Ractimnement des polypeptidb 

par les rb ims  6ehange d'ions2(P$rmutife 5U et Ueacldite). Les petkts' 
paptidt3a K. neutres )) (Fraction Ij sont rares. D'autres peptwa (Frac- 
&ion II) acco~ripagnent Ia fraction u glucides libres P. Des pdypeptides 
21 caractbre aeide )i ont kt& misen évidence (Fractions III et N) ; ils 
se cametériseet par lewr richesse en acide glutamique, la prbenke ' hns  
leur moItScule d'acide y-ami~obisiyriyue, de kalanine, d'acide u-aminoa- . 
dipiqua cmtbinb, et l'absence d'acides dianiinés. 

Il est vraisenibisMe qu'aiix polypepti&s n aeidcs >t se joint l'acide 
pankothéniqup, facteur de missanw indispensable. La présence' d'un ' 

fackeur de croissance nouveau, contenant l'acide y-aminoùkityï-fque, 
homologue su@rieur de la galanine, peut être envisagée. 

, La chr~rnatographie de partage sur papier nous a permis de! suivre 
l'évolu~on des différents amie-acides libres et deleurs dérivés au cours 

. du maltage. Le maximum de la protéalyse est atkeint au cinquihme 
jour de germination. L'existence d'uni protéinase très active, du type 
catheptase, amkne (( d'emhiée )) les mulécules de protéines « de réserve 3 ' 

C 



' L'existence d'acide y-aminabutyrique libre et d'une glutamo- 
décarboxylase laisse supposer un m6canisme de K résistance'$ I'acidifi- 
.catian B. .Il serait mis en jeu, au cours de la germination, par la libération 
massive d'acide glutamique dont l'excès subirait une déçarb~xylation. . 

La protéosynthbe dans le germe est trks active ; elle ne consiste 
pas sïmplement en un phén-&ne inverse -de la rotbolyse. Elle se L caractérise par la'fomiakion \de fractions' poiypep dhites « acides P. 

Nous avons suivi l'évolutian de l'hordéine, principale protéine 
r de réserve » de l'orge, au cours du maltage et du brassage. Nous avons 
mantré que l'hordbine-est une protéine Blectrophorétiquement hétérogène 
comme les autres prolamines, zéine et gliadine. 

La protéolyse gctive de rhordêine est sensiblement conforme la 
- /règle du « tout au rien r de X ~ S E ~ U S  et peut &tre comparéeà I'hydroly8e 

expérimentale de ba'zéine étudiée par LAINE. ,La protéina* de lrorge 
&taque l'une après l'autre les molécules d'hordéine et b s  amine p-ue 
d'emblée au stade d'acides aminbs. On ne saisit phfi de produits dq 
simplificationSintennédiaires, ouvtout au moins, si ces étapes existen9, 
&les sont franchies très rapidement. L'hodéine non hydrolysée consme 
une 'Ïcamp~sition relativement constante en amino-acides* L'évolution 
continue du. cbmportement électrophor&tique de l'hordbine montre que 
certains constitiiants sont plus facilement attaqa& par l'enzyme protkoly- 
tique. La fraction « alqool-soluble s du a tfauble â n  n peut-être considbrée 
comme le tempe ultime de l'évolution de l'hordhbe de l'arge au cours ~ ~ . , y k . < ~ ~ .  du maltage et  du brassaga. y&&$% 

Les proteines H cytoplasmiques i (albumines e t  globulines) de or& 
 ont électrophorétique~ent ' hétérogènes. Elles consèrvent une certaine 
stahilité cians leur comportement électropharétique au maItage et au 
brassage, mais doivent être accompaeynBei de po'lysaccharides. 

E n  conclusion, les transformations les plus profondes de.l'azote 
protèique de- l'orge sont réalisées par lcs processus de protéolyse et 
les réactions du métabolisme intehédiaire protidique au cours de la 
germination ; les effets du brassage sont, au contraire, beauooup plus 
limités. 

.n , 
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