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INTRODUCTION -

Le théme gé&néral de notre travail de recherche s'intitule

LE PROBLEME DE LA MOUSSE DE LA BIERE,

La bi&re est un liquide biologique_complexe dérivant
de la fermentation d'un jus sucré : LE MOUT. Ce mofit aromatisé
par du houblon résulte de l'extraction du malt 4d'orge. La mousse
de la biére constitue un équilibre physico-chimique complexe.

Les auteurs pensent que cet équilibre serait la résultante de

l'interaction entre des substances mousse positives et des subs-
tances mousse négatives. Ces substances proviendraient de l'orgé,
du houblon et de composé&s produits par la leﬁure pendant la fer-

mentation.

Pour 1l'industriel, la mousse présente un intérét com-
mercial important. Aﬁssi les &tudes publiées sont-elles fort
nombreuses et trds diverses. Toutefois, elles ont porté pour la
plupart sur les aspects technologiques de fabrication de la bieére.
Pour tenter de résoudre ce probléme que d'aucunsuconsidérent
comme le probléme n°® 2 en brasserie. 1'EUROPEAN BREWERX CONVENT ION
a créé un groupe d'étude. Ce groupe mousse associé au groupe
trouble doit coordonner les recherches des différents laboratoires
européens. La naissance, en 1968. de cette- commission 2 l'échelon

international, moatre l'acuité et la difficulté du probléme.

..;/...;



Dans le présent mémoire, nous exposerons l'historique
des recherches en nous attachant d'abord 3 l'aspect pratique,
puis aux recherches plus spécifiques relatives aux constituants
moussants obtenus 3 partir de la bidre. Dans la deuxiéme partie,

nous exposerons les résultats de nos travaux personnels.

cos/enn



GENERALITES -

Le lecteur trouvera le développement de l'historique des
recherches ayant trait au probléme de la mousse de biére, dans

notre mémoire publié en Mars 1971.

Noss rappellerons dans ce présent ouvrage, les publica-
tions les plus marquantes et nous détaillerons les travaux publiés

entre le ler Octobre 1970 et le 31 D&cembre 1971.
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La mousse est une des qualités essentielles de la bidre,
1'amateur en apprécie visuellement et olfactivement les nuances.
Les brasseurs s'attachent 3 fabriquer une mousse blanche, fine,
stable. Aussi, les recherches qui ont porté sur ce sujet sont-elles
trés nombreuses et il n'entre pas dans notre intention de les
décrire toutes en détail. Nous renvoyons aux revues générales les
plus ré&centes de SCRIBAN (1), COOK (2) et HUDSON (3). CURTIS (4),
quant a lui, &tablit un paralléle entre le trouble colloidal de la

bidre et la mousse.

Nous nous sommes limité&s a préciser les quatre aspects

principaux de ces €tudes et nous d&crirons successivement :

Les critéres d'appréciation.de la mousse ;

L'influence des matidres premidres et des factggrs technologiques
sur la qualité de la mousse ;

~ La nature physico-chimique de la mousse ;

~ Les composants moussants de la biére, du molt, de l'orge et du

ble.
"'/.ooo



11 - CRITERES D'APPRECIATION DE LA MOUSSE

Si COOK (5) a fait le point en 1971, rappelons que
KREMKOW (6) a établi, en 1969, l'historique des méthodes proposées
pour apprécier les qualités de mousse. Ce large panorama &tabli
a partir de 1913, révéle 55 références, c'est dire combien le pro-
bléme est complexe et qu'aucune m&thode n'est satisfaisante. Le
Comité " Trouble et mousse de la bidre " de 1'E.B.C. est lui-méme
perplexe quant aux mesures § utiliser. En 1972 une mé&thode de réfé-
- rence devrait cependant résulter des travaux de cette commission,

en prenant pour mé&thodes provisoires celles de KLOPPER (7).

Parmi les caractéres 3 distinguer : la stabilité et le
collant sont les deux facteurs principaux qui préoccupent le

brasseur & co6té de l'aspect visuel.

i s oo e e . A e T vt Wl GRS e W U e 00 i S A A W e B e

Elle correspond au temps d'affaissement de la mousse dans

un verre ou un appareil conventionnel.

L'appréciation de la stabilité de la mousse fait l'objet
d'une trés grande variété de méthodes. Aussi faut-il admettre qu’
aucune n'est parfaite. Les principes de mesure peuvent se rattacher

a4 types‘:

- par versement (HELM (8), CARLSBERG (9), DE CLERCK (10), HARTONG(11)

-~ par agitation (géné&ralement pour des comparaisons imm&diates) ;

par adjonction de poudre de verre ou de sable ;

~ par injection d'un gaz extérieur.
I1 faut mentionner le travail de thdse d'ISSING (12).

cos/een



-5 -
L'auteur n'a pas pu mettre en évidence de corrélation
statistique entre des mesures physiques,{viscosité et tension

superficielle) et la stabilité de la biére.

Au laboratoire industriel, la méthode par versement dans
un verre, standardiséepar DE CLERCK et DEJICKER (13) est fréquemment
utilisée. Elle donne une idé&e valable de ce gue l'on observe dans

la pratique.

Pour les méthodes d'injection de CO le choix est alors

5t
trés large. En effet, depuis que BLOM et PRIP (14) ont trouvé que

le logarithme du volume de mousse s'affaissant est une fonction
linéaire du temps, de tré&s nombreux auteurs ont présenté& des
méthodes de mesure de stabilité. Le principe reste le méme. A 1l'aide
d'une bougie poreuse, on injecte dans des conditions standardisées
du CO2 et 1l'on mesure le volume de biére résultant du drainage de

mousse en fonction du temps. Les méthodes les plus employées sont

celles de ROSS et CLARK (15) et de GRAY et STONE (16).

Toutefois, pour apprécier la stabilité dé mousse d'une
bidre entiére ou de fractions isol&es de biére, PIERCE, PURSELL (17)
et LAUWERS (18), proposent une méthode physico-chimique dynamique.
La stabilité de mousse est alors définie en se référant au débit
gazeux nécessaire pour obtenir un éguilibre, entre la formation et

1'essorage de la mousse.
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Le collant ou adhérence de la mousse dé&finit sa capacité
de laisser un film de bulles collées 3 la paroi du verre. Au fur eta

mesure de son affaissement, la mousse laisse des anneaux successifs
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correspondant & chaque stade de la d&qustation. Ce film de bulles
serait di a des substances rendues insolubles par oxydation de
polyphé&nols ou par dénaturation de protéines, la formation de ce

film n'est pas encore connue.

Cette qualité mal définie est &valuée 3 1'alde de méthodes
basées sur l'observation visuelle. On apprécie 3 1l'oeil nu les
dépdts sur les. parois du verre. Récemment, des américains de l'é&quipe
de HOLSTROM (19) ont mis au point une m&thode &valuant la réflec-

tance de la mousse séchée sur une lame de microscope.

11.3 - CONCLUSION
La mousse de biére est une entité mal d&finie. Aussi,
pour la caractériser, de trés nombreuses m&thodes ont &té& proposées.
Pratiquement, trois qualités sont & connaitre : l'aspect visuel, la
stabilité et le collant. Les appréciations restent trés subjectives.

Seule la stabilité peut étre " mesurée " 3 5 & 10 % prés.

Les méthodes actuelles de l'industrie brassicole sont des
méthodes empiriques satisfaisantes pour les besoins de la pratique
mais non péur les travaux de laboratoire. Seuls‘LAUWERS (20) et
RUYSSEN (21) ont considér& le probléme d'un point de vue physico-

chimique.
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12 - INFLUENCE DES FACTEURS TECHNOLOGIQUES SUR LES QUALITES DE

LA MQOUSSE =

Le probléme de la mousse de la biére est préoccupant
pour le brasseur. Pratiquement, 3 chaque essal technologique on
détermine son incidence sur la formation et la stabilité de 1la

mousse.

De méme, lorsgqufune nouvelle technique est proposée, les
protagonistes envisagent dés les premiers essais, les répercussions
sur la mousse. Ainsi, le brassage 3 l'aide d'orge non maltée et
d'enzymes a fait 1'objet de nombreuses publications (HARRISON (22},
BREWNZYME (23), WIEG (24), WIELSEN (25)). D'ores et d&ji, il sem-
blerait que l'utilisation d'orge crue ne nuise pas 3 la mousse.

De méme l'utilisation de sirop d'orge ne se traduit pas par des

phénoménes notables sur la mousse de la biére (JENKISS (26)).

L'influence des facteurs technologiques sur les qualités
de la mousse fait l'objet d'études trés nombreuses. Les faits

rapportés vont de l'observation courante aux expériences réalisées :

-~ en usines ;
- en installations semi-industrielles ;

- en micromalterie et microbrasserie.

Ces études destinées & un public de techniciens tentent
d'apporter des éléments de réponse, en faisant varier un paramdtre

unique dans le cycle de fabrication.

Toutefois, la fabrication de la biére est liée i tant de
param@tres que 1l'interprétation des résultats est délicate et

conduit parfois 3 des conclusions divergentes. Des essais
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systématiques en micromalterie et microbrasserie seraient & mettre

en oeuvre pour obtenir des conclusions valables.

SCRIBAN (26bis) a effectué récemment une é&tude biblio-
graphigque dont les conclusions mettent en lumiére 1l'influence des
principales étapes de la fabrication de la bi&re sur les qualités

de mousse. On peut les résumer de la maniére suivante :

12.1 - MALTAGE

La variété d'orge, les campagnes, et surtout les condi-

tions de culture ont une répercussion sur les qualités de mousse.

La température de germination de l'orge en malt vert
n'aurait pas d'influence alors qu'une température &levée du coup

de feu au touraillage améliore le moussage.

Cette amélioration s'expliquerait par la formation de

mélanoidines ou par l'inhibition de peptidases.

Les auteurs KRAUSS (27) et LAUWERS (28) montrent qu'il
n'existe pas de corrélation statistique entre les principaux indi-

ces de désagrégation du malt (indices KOLBACH(29) et HARTONG (30))

0]

t les stabilités de mousse correspondantes.

12.2 - BRASSAGE

La proportion optimale de grains crus (mais, amidon de
mais, riz) est discutée. Toutefois, les anglais BRITWISTLE,
HUDSON, MAC WILLIAM (31) et les finlandais ENARI et MIKOLA

(32), ont trouvé une amélioration de la mousse de brassins
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expérimentaux par l'emploi d'orge non maltée, voire de blé. Mai:

ces études transposées & 1l'é&chelon industriel donnent des résultats

variables.

- Les conditions d'empatage du malt (suspension de la farine dans

de 1l'eau chaude) n'auraient que peu d4d'influence.

- La cuisson du molit et le houblonnage sont des phases importanteas

de la fabrication de la biére.

Un nouveau paramétre intervient alors : le houblon. Le
houblonnage améliore de fagon considérable la stabilité et le
collant de la mousse. Comme le suggé&rent ANDERSON (33) et KAMM (34)
les substances amdéres et les tannoides formeraient-ils des pontages

entre molécules mousse positives ?

L'influence de l'emploi total ou partiel d'extraits de
houblon est &tudié dans la revue générale de HAUTKE (P} et

PERRICEK (D) (35).

12.3 - FERMENTATION

s oy S - -

Le métabolisme de la levure diminue les qualités de
moussage, aussi bien en fermentation haute qu'en fermentation bascc
Enfin, une filtration excessive, de méme que tout moussage en

cours de transport, provogquent une diminution de mousse.

Il est trés intéressant de noter que le traitement
raisonné par des enzymes protéolytiques & des doses normales, pour
prévenir les troubles colloidaux dus 3 des complexes protéotanniqu««,
n'a pas d'influence sensible sﬁr la mousse. Les substances mousse
positives seraient donc différentes de celles affectant le trouble

au froid de la biére.
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12.4 - LE_PHENOMENE DE_GICLAGE

Le giclage est une maladie de la biére. Il se traduit
par un débordement intempestif de la biére 3 l'ouverture de la
bouteille, on parle aussi de bigre sauvage. D'aprés RUDIN (35) et
GJERSTEN (36) des ions Ni en excés induisent ce ph&nom&ne.A la
suite d'accidents nombreux en 1964, les danois GJERSTEN, TROLLE
et ANDERSEN (37) ont incriminé la ré&colte de l'orge pour expliquer
le gushing. La microflore de l'orge et principalement une moisis~
sure du genre fusarium Sont responsables du giclage. Ces conclusions
sont en accord avec celles de CURTIS (38) et des japonais de la
Société KIRIN (39). Des produits de dégradation du houblon auraient
un rble anti-giclage pour GJERSTEN (40). Mais le rapport annuel
1970 de la BREWING INDUSTRY RESEARCH FOUNDATION, signale que la
maladie du gushing: pourrait provenir des substances dérivées
des résines du houblon, notamment dans les extraits commerciaux

isomérisés (41).

Cette derniére constatation souligne l'influence des
différentes matiéres premiéres intervenant dans la fabrication de
la biére, et rend compte de la complexité du probléme posé par
la mousse de la bidre. Il ressort de ces &tudes que l'obtention
de la mousse et les qualités de celle-ci résultent d'un &quilibre
entre substances antagonistes agissant 3 dose infime. Le problé&me
serait donc essentiellement d'ordre qualitatif ; il faut différen-
cier les substances @ action bé&néfique et les substances a action

inhibitrice vis=3-vis de la mousse.
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En 1967, KLEBER (42) a dressé une revue trés générale
des améliorants synthétiques ; ils sont trés nombreux mais leur

‘usage est interdit en France.

A la suite des travaux de LUYKX et al (43), on connait
bien le rdle des ions Co et Ni. RUDIN (44) précise que ces sels
n'ont d'effet qu'en présence dfischumulones apportées par le
houblon en donnant des chélatés. Toutefois une trop forte concen-

tration de Ni induirait le phénoméne de giclage.

Outre les ions métalliques Fe, Co, Ni situés dans la
82me colonne cOte~d-cdte de la clasgification périodique des
éléments, signalons l'emploi d'alginate, d'agar agar (RAIBLE (45)),
de polyé&thyléne oxyde (RUCH et al (46)). SUNTRUP (47) fait une
comparaison de ces améliorants synthétiques et envisage aussi
le role néfaste de divers agents de nettoyage. WINTER (48) étudie
les amé&liorants trés efficaces que sont les propyléne glycol

alginates.

A cOté de ces artifices " classiques " signalons les
récents brevets américains : l'un préconise le trakement du malt
avant touraillage par de la gomme arabique, l'autre recommande
l'emploi de produits obtenus par hydrolyse 3 100°C des dréches
de malt ét de houblon, (KURTH MALTING and Co, KAMM (49)), Bnfin,
d'aprés BRENNER et al (50), l'addition de m&langes de sulfate de
zinc et d'alginate, contribuerait a4 améliorer le collant. Le

rOle exact de tous ces adjuvants n'’est pas connu.
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=£ - NATURE PHYSICOCHIMIQUE DE LA MOUSSE

13.1 - DEFINITION
Une mousse est une dispersion d'un gaz dans un liquide.
Elle résulte de l'é&quilibre instable de plusieurs facteurs physi-

ques et chimiques.

L.a mousse de bidre est formée de bulles de gaz carboni-
gue limitées par un film de matiéres tensioactives, donc de faible
tension superficielle. La saturation de la biére définit la teneur

en CO, dissous, comprise entre 4,5 et 5,5 g/1. Elle joue un rodle

2
prépondérant vis-3-vis de la formation de la mousse. La rétention

du CO, a fait 1'objet d'une revue d'ensemble par ANDERSON (J.H) (51)

2
Deux théories sont émises. KIEKENS (52) pense que le CO, a des

2
possibilités de liaison avec des colloides protecteurs. Par contre
GUGGENBERGER (53) et 7ZANGRANDRO (54) estiment que la carbonatation
de la bidre est un phénoméne purement physique. Cette dispersion
d'un gaz dans un liquide sous forme d'un entassement de bulles
n'est possible que par l'action d'un agent de surface, de structur«

appropriée. Par adsorption de cet agent de surface, un film se

constitue aux parocis extérieure et intérieure d'une bulle.

Certaines propriétés physicochimiques de ce film condi-
tionnent principalement la formation et les qualités des mousses ;
citons : la tensiocactivité, 1'élasticité, la viscosité de surface,
1'action é&lectrostatique par les doubles couches &lectriques
formées des deux cdtés des laméllés, la dénaturation des protéines

les colloides proteéteurs.
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13.2 - CLASSIFICATION

RUYSSEN (55) différencie les mousses stables, metastables,
sphériques et polyédriques. Au début, la mousse de la hi&re est
sphérique mais sous l'action de forces sur les couches lamellaires,
forces qui tendent 3 ré&duire la surface externe et 3 égaliser les
forces de tension, la mousse devient polyé&drique. KAMM (56) définit
un autre type de mousse 3 savoir la mousse " armée " ou mousse
trois phases : liquide, gaz mais aussi solide. Cette phase solide
est constituée de substances insolubles non mouillables. Les tan-

nins pourraient jouer un rdle dans la composition d'une mousse

armée.,

13.3 - STRUCTURE

La mousse est un systéme colloidal polydispersé et résulte

de l'action de trois facteurs. SCHUSTER (57) les qualifie de :

- forces gé&nératrices (schaumerzeugende)
~ forces formatrices (schaumbildende)

-~ forces stabilisatrices (schaumerhaltende)

Ces composants, sous l'action de forces extérieures
minimes, varient dans de larges proportions. KAMM (58) précise
que l'action positive de deux substances génératrices de mousse

ne s'additionne pas.

LUERS et MONINGER (59), dé&s 1935, ont &tudié un modéle
constitué de gélatine, d'alcools et de tannins. LAUWERS (60) quant

& lui, prend pour mod&le protéigque de la B lactoglobuline. L'action
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des sels métalliques est envisagée par SCHUSTER (61). Quant 3
DAENECKINDT et DE WACHTER (62) ils étudient 1'influence du pH et
de la force ionique sur la stabilité de mousse. Pour SUNTRUP (63)
le pouvoir moussant d'une substance est soit total, soit limité
selon que le passage d'un gaz divisé induit la transformation

totale ou non du liquide en mousse.

13.4 - INHIBITION
Dés que la concentration de l'inhibiteur atteint une
valeur critique, les molécules des agents moussants sont expulsées
des couches superficielles et totalement remplacées par les molé-
cules de 1'inhibiteur. DAENECKINDT et DE WACHTER (64) déterminent
1'inhibition induite par les produits volatils et les fractions

lipidiques.

Comme pour les substances mousse positives, les substance
inhibitrices de la mousse agissent i dose infime, et leurs actions
résultent d'interactions complexes. Nous sommes 13 aussi, en face

d'un problédme qualitatif.
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14 - ETUDES DES COMPOSES JOUANT UN ROLE VIS-A-VIS DE LA MOUSSE

De nombreuses substances sont impliquées dans la forma-
tion et la stabilité de la mousse. KLEBER et al (64 bis) en donne

une revue générale en 1972,

14.1 - LES_MELANOIDINES

La formation de mélanoidines résulte de la combinaison
d'un acide aminé et d'un sucre, lors de la réaction de MAILLARD.
Trés. importante pour les produits alimentaires ayant subi un chauf-
fage, cette réaction de brﬁnissement a été &tudiée d'un point de
vue général par CAMPAGNE (65), MARKUSE (66), HOLTERMAND (67) et
HODGE (68). Des études technologiques (KAISER (69), DWORSCHACK (70),
MALZEN et al (71)), rattachent la formation de mélanoidines, aux
diverses &tapes de la fabrication du malt et de la bigre. Le tou-
raillage du malt 3 85°C lors du coup de feu et la cuisson du mofit

lors du houblonnage jouent des rdles prépondérants.

Le r8le des mélanoidines sur la formation de la mousse
est discuté. Pour PETIT (71 bis), elles induisent peu de mousse
alors que pour CAMPAGNE (72), leur influence n'est pas né&gligeablq
Notons, toutefois qu'une biére brune brassée 3 1l'aide de malt brur

a une mousse blanche.

La question des lipides est trés discutée, elle a fait
1'objet d'une revue générale récente de BANASIK {(73) . Selon DELIZE

(74), l'extraction des matidres lipidiques donne une amé&lioration

coe/ay



—16-

considérable de la mousse. Pour KOLBACH (75), cette am&lioration
est minime. OAnt 3 AYRAPAA (76), la faible teneur en matidres gras-

ses présentes n'a pas d'influence.

Le récent travail de thé&se de ZURCHER (76 bis) fait le
point. Le rdle néfaste vis-3-vis de la mousse des acides gras

inférieurs et de leurs esters est confirmé.

Le japonais WAKAIZUMI (77) a isol&, & partir de la mousse
du molit, une P Lysolé&cithine qui aurait une influence favorable sur
la formation et la tenue de mousse., KAMIMURA (78) a poursuivi 1l'é&-
tude en suivant le métabolisme de cette substance. Elle est dégradée
dés les premiers stades de la fermentation, et ses produits de
dégradation n'ont aucune influence sur la mousse. Des auteurs
Allemands, SILBEREISEN et ANTHON (79) ont étudié& les phospholi-
pides de choline du malt, du molit, de la dréche et leur influence
sur la stabilité de la mousse de la biére. Contrairement aux conclu-
sions de WAKAIZUMI (80), la stabilité&é de la mousse est moindre
aprés addition dans la bidre de lysolécithine ; en effet, les

phospholipases interviendraient.

14.3 - LES_GOMMES ET_LES_GLUCANES
Si 1l'on se référe 3 GLISKMAN (81), le terme gomme, définit
tout polymére, qui dissous ou dispersé dans l'eau donne des solu-
tions visqueuses ou des dispersions. Les glucanes et gommes bien
que peu &tudiées pourraient jouer un réle intéressant vis-a-vis
de la mousse comme le suggérent SCHUSTER (82), KUNDIG (83) (pour

le blé) LETTERS (84) et GJERSTEN (85).
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14.4 - LES_PROTEINES ET LES GLYCOPROTEINES
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Les protéines et les glycoprotéines sont généralement
considérées comme des substances mousse positives. Nous expose-

rons 3 présent en détail l'historique de leur découverte.
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2° - LES PROTEINES ET LES " GLYCOPROTEINES ”
EN LIAISON AVEC LA MOUSSE DE LA BIERE
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n

Depuis la cé&lébre premiére &tude générale par OSBORNE (8%
en 1895, les protéines de l'orge ont &té trés étudiées. A mesure
que de nouvelles méthodes étaient utilisées pour 1l'étude des albumi
nes et des globulines, leur complexité apparaissait de plus en plus

grande.

Devant la multiplicité& des fractions protéiques isolées,
le sous-comité des protéines de l'orge de 1'E.B.C. (86), dans un
souci de standardisation, a publié un systéme de référence, qui
permet de caractériser par immunoé&lectrophorése, 17 fractions
protéiques solubles dans l'eau, et dans une solution aqueuse de

sels.

Par contre, si les protéides de l'orge et du malt sont
bien connus, ceux de la bidre ont été trés peu é&tudiés, et a
fortiori, les constituants protéidiques responsables de la tenue
de mousse. Cette carence peut s'expligquer par la faible teneur en
azote de la biére (500 mg. par litre), la biére &tant avant tout

un liguide glucidique.

Nous envisagerons d'abord les travaux qui ont porté sur
les fractions protéidiques mousse positives de la biére, puis nous
décrirons les protéides de 1'orge et des autres céréales qui, de
prés ou de loin, peuvent étre impliqués dans le probléme de la

mousse de biére.
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21 - LES PROTEINES ET " GLYCOPROTEINES " DE LA BIE -
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21.1 - GENERALITES

Une remarque préliminaire s'impose. L'existence de
glycoprotéines n'a pas été démontrée. Des fractions constituées
de proté&ine, et de polysaccharide ont &t& mises en &vidence, mais
leur homogénéité n'a pas &té démontrée et une liaison glycanne-
protide n'a pas &té caractérisée. C'est pourquoi, le mot

glycoprotéine sera écrit désormais entre gquillemets.

o . Soms o st G e e T . W e A s SG o W iy S A i S s

1° - En 1953, SCALLET, STANSBREY, SMALL et GIBBS (87)
sont les premiers chercheurs qui aient isoclé de la biére des
composés protéidiques, et qui aient envisagé leurs rdles vis-a-vis
de la mousse. Par saturation & 0°C de biére de fermentation basse,
d l'aide de sulfate d'ammonium, les auteurs obtiennent un extrait
hydrosoluble de protéines de biére. Ces protéines qﬁi se révélent
hétérogénes en électrophorése en veine liquide, sont soumises
alors 8 un fractionnement é&thanolique s'inspirant de la méthode
de COHN (88), utilis&e pour le plasma sanguin. Les sous-fractions
sont alors étudiées en é&lectrophordse en veine liquide, et en
ultracentrifugation. Elles s'y révélent hétérogénes; Les caractéris-
tiques de ces fractions sont rassemblées dans le tableau n° 1 p. 20
Les propriétés moussantes de s fractions sont illustrées par la
- figure 1. Des fractions protéidiques adialysables, de poids molé&cu-
laire &levé, compris entre 35 000 et 73 000 induisent donc un pouvoil

moussant 3 la bhiére.
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TABLEAU I

TRAVAUX DF SCALLET

FRACTIONNEMENT ET CARACTERISTIQUES
DES PROTEINES HYDROSOLUBLES DE LA BIERE

1°) Obtention d'un extrait de protéines hydrosolubles par
de biére a 0°C en SOQ(NHQ)

2°) Fractionnement de cet extrait,

2

en sous fractions

20 -~

saturation

%

Déterminé par ozmométrie

N° des Sous fractions I 11 IIA IIT Iv v
Obtention
o votme e ETOR 16\ (85cy | (BSey | 6O 8o | a
Rendement (mg/l biére) 25 20 17 20 50 g5
Azote (Kjeldahl) p 100 13 6 4 6 10 12
Soufre(Carius) p 100 1.0 0.4 0.2 Traces 1.4 1.2
Comstante de = -13 1.00| 1.07 | 1.24 | 1.20 | 1.11
« Poids moléculaire 34000{ 52000 73000 38000 50000
(fiabilité 95%) +3500] +6000 | +19000| +5000 | +7000
**Mousse 1.1 1.1 0.4 1.1 1.1 3
a)Fraction V soluble dans 80% d'ET;H obte;ue_p;;-di;;y;; e;—;;;;;;;;-
: , sation

** Concentration minimale en mg dans 100 ml pour l'obtention
d'une mousse stable

[ 2S
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de 1o bidre
A} Formation de mousse aprés secouage uniforme

B) Stabilité de moussé aprés repos de 12 mn

Figure n'1

FIGURE n°1

TRAVAUX de SCALLET

Propriétés moussantes des fractions hyvdrosolubles

Bus
L Lk g
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2° - En 1956, DAVIES et al (89) a partir de produits
obtenus en microbrasserie expérimentale (moGt &laboré par infusion,
bi&re de fermentation haute) ont effectué un travail de fraction-
nement de protéines. Dans une premidre série de recherches, ils
(90) ont déterminé l'action d'agents précipitant les protéines :
acides tannique et phosphomolybodique préconisés par LUNDIN (91},
sulfate de magnésium et acétate d'uranium utilisé&s par MYRBACK (92).
DAVIES (93) a substitué aux technigues précitées jugées trop
brutales, la méthode de COHN (94) modifiée par SCHMID (95) pour
étudier le pouvoir moussant des fractions protéiques. Il a utilisé
des solutions d'é&thanocl 34 20 %, en présence d'acétate de sodium
ou de zinc, 4 concentration variable, de pH compris entre 5,8 et
9,0 & des températures de 0°C ou - 5°C. Aprés pré&cipitation chimique
isolant 6 fractions le surnageant est pass& sur un couple d'é&chan-
geur d'ions Amberlite IR 120 et Amberlite IR 4 B. Il a obtenu au
total 9 fractions dont les pouvoirs moussants sont étudiés selon
la technique de RUDIN (96} . Les 6 fractions, obtenues par précipi-
tation chimique, contiennent entre 20 et 49 % de proté&ines non
dialysables et toutes des glucides. Elles sont toutes mousse posi-
tives. Quant aux fractions &luées des ré&sines &changeuses d'ions,
elles ne jouent aucun rdle vis-a-vis de la mousse. Les sous-fractions
I & VI ont une activité moussante dans le molit non houblonné&, dans
le molit houblonné et également dans la biére correspondante. Elles
proviennent vraisemblablement du malt et de l'orge. En utilisant
directement, sur le molit et la bidre, les conditions expérimentales
nécessaires 3 l'obtention de la fraction VI (Ethanol 20 % en volume,

- 5°C, pH 9, O AcNa 0,02 M, %Zn Cl, 0,02 M) on concentre en une seule

2
fraction les facteurs mousse positifs. Ils constituent moins de

14 % des solides originaux de la bidre.

nso/i.-



-.23.-.

Les résultats de DAVIES et Ccll. confirment ceux de
SCALLET ; des fractions protéidigues non dialysables présentes en
quantité minime sont mousse-positives, elles contiennent en outre

des glucides.

3° -~ En 1959, les irlandais PIERCE et PURSELL (97) ont
isolé des constituants mousse positifs 3 partir d'une bidre brassée
par infusion en microbrasserie. Ils ont confirmé 1'importance des

composés adialysables.

L'étude du pouvoir moussant est réalisé& selon une nouvelle
technique, mise au point par les auteurs, basée sur la vitesse de
résorption de la bieére. La fraction la plus mobile, brune, est la
plus active vis~-3-vis de la mousse. Elle constitue en poids 12 %
des solides non dialysables de la bidre mais contient 45 % de

l'azote total.

4° - En 1963, ANDERSON et HARRIS (98) ont poursuivi les
travaux de DAVIES et al (9%). Ils ont utilisé la technigue de
gel filtration. Le matériel de départ dénommé fraction X est
obtenu par fractionnement & 0°C de bidre de fermentation haute
a8 l'aide d'éthanol 80 % contenant de l'acétate de godium 0,16 M
et du chlorure de zinc 0,08 M 2 pH 7,0. Cette fraction X corres-
pond & 1'ensemble des fractions I 3 VI rassemblant toﬁtes les
propriétés moussantes signal&es par DAVIES (100). Une solution
aqueuse de X est fractionnée par tamisage mol&culaire sur
Sephadex G 25 par élution 3 l'eau. LA gel filtration donne 5

fractions distinctes.

La fraction A, la plus lourde (Poids moléculaire supé-

rieur & 10 000 déterminé par ultracentrifugation) serait la plus
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homogé&ne. Les deux dernié&res fractions seraient, d'aprés les
spectres d'absorption dans 1l'ultra violet, des nucléoprotéines ou
des acides nucléiques. Le rble vis-3-vis de la mousse des substances
isolé&es par gel filtration est envisagé par secouage de solutions
diluées et par addition de ces composés 3 des biéres diluées &

25 %. La majeure partie de l'activité vis-i-vis de la mousse

est concentrée dans environ 10 % de la fraction de départ X et
représente méins de 1 % des solides de la bidre totale. Elle cons-
titue la fraction A exclue du gel de Sephadex G25. L'ensemble des
résultats d'ANDERSON est présenté figure 2a et au tableau II pages

25 et 26.

La fraction A, gui a un rdle prépondérant vis-3-vis
de la mousse est un complexe " protéine-sucre " comportant 50 % de
protéines ét 50 % de polysaccharides. Elle est 3 nouveau fractionnée
par chromatographie d'é&change d*ions, sur DEAE cellulose forme
borate, comme 1'illustre la figure 2b page 25. Des 4 sous-fractions

obtenues seules les fractions contenant des protéines et des glucides

jouent un rd8le mousse positif.

En 1966 ANDERSON (101) améliore le fractionnement du
composé A, exclu du Séphadex G 25. Il emploi du stabifix, adsorbant
utilisé industriellement, pour &liminer les protéines non fixées de
ce composé. Le surnageant est alors chromatographié& sur DEAE cellulo-
se, en tampon acetate de dodium, pH 4, O, u : 0,02. La fraction fixée
sur l'échangeur d'anions, puis éluée, contient alors 30 % de sucres
et 70 ¥ de protéines. Cette fraction " glvcoprotéigue " est trés
mousse peositive ; elle contient des acides phénoliqﬁes dont l'un
est identifié 3 de 1l'acide férulique. Le tableau III page 28 récapi-~
tule les données expérimentales d'ANDERSON.

b"/..‘
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TABLEAU 11X

TRAVAUX D'ANDERSON ET HARRIS

CARACTERISTIQUES DES FRACTIONS

ISOLEES PAR GEL FILTRATION

- 26 -

FRACTION .. X A B C D E
initiale
Rendement 9.5 36 36 1.31] 0.5
Azote p 100 5.2 5.0 4.6 5.2
(Kjeldahl)
Glucides p 100 13 52 14 1.3
(Anthrone)
Oses presents glucose glucose glucose
pentoses

Formation de mousse + 4+ +  + o 0 +
Stabilité de mousse + 4+ + + o+ 0 0 0
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L'auteur envisage alors un travail relatif aux protéines
de l'orge en liaison avec le pouvoir moussant des composés
" glycoprotéiques " isolés de la biére. Nous détaillerons dans
le paragraphe suivant les perspectives entrevues gréce 3 ce

travail.

Donc pour ANDERSON, un composé A exclu sur Sephadex G 25,
représentant 10 % en poids de la fraction brute de départ X,
obtenue par relargage 3 l1l'é&thanol, est doué d'un haut pouvoir
moussant. Ce composé hétérogéne en chromatographie d'échange d'ions

contient des protéines et des glucides en proportions. égales.

5° - En 1966 SIMMONDS (102} a déterminé le poids molé-

culaire d'une fraction " proté&ine-sucre " de biére.

A partir de bidre industrielle, l'auteur a fractionné
les protéines adialysables par chromatographie sur DEAE cellu-
lose & l'aide d'un gradient de pH et de force ionigue. Il s'est
inspir& d‘'une part des technigues de ENARI et MIKOLA {103},
utilisées pour le fractionnement des prot&ines de 1l'orge, et
d'autre part de celles utilisées pour le blé par COATES (104).
De cette chromatographie sur é&changeur d'anions tamponné par un

3

tampon phosphate de sodium 5 x 10 ° M, 2 fraetions sont &tudiées

oe

la fraction A non retenue & pH 7,5 et la fraction G retenue puis
éluée a pH 4,0. Ces deux fractions se révélent tr&s hétérogénes
en ultracentrifugation. La fraction A est &tudiée par la technique
d'équilibre de sédimentation. Le poids moléculaire au ménisque
décroit en fonction du temps de 19600 3 9650 té&moignant d'une
grande hétérogénéité. Cette frécticn A " protéine-sucre " jous

un rdle mousse positif important et a les mémes propriété&s chroma-~

tographiques gu'une fraction albumine de l'orge. Comme il semble

ves/een
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TABLEAU TIII

TRAVAUX D'ANDERSON

BIERE

Relargage & 1'ETOH

FRACTION X

Gel filtration sur Sephadex G25 Elution a l'eau

FRACTION A

Exclue sur G25

1963

1) Echange

DEAE Cellulose forme borate

EAU 0.04 M

Glucides 50 % Protéines 50%

1966
d'ions 1) Adsorption sur
* STABIFIX
0.4 M 0.5 N SURNAGEANT Protéines non
NaOH liées fixées

=t Protéines

Glucides 70%
Protéines 30%

2) Echange d'ions

DEAE Cellulose forme acétate

Fraction polysaccharidique
"GLYCOPROTEINE"

Glucides 30%
Protéines 70%

POUVOIR MOUSSANT

+ o+ +

Glucides 56
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improbable que cette fraction albumine traverse les opérations dé
maltage, brassage et fermentation, sans changement, SIMMONDS (105)
a conclu que la fraction A " glycoprotéique " consisterait en un
agrégat de produits de dégradation de proté&ines liées 3 des
polysaccharides. Ces polysaccharides plus ou moins complexes -
contiennent les sucres : glucose, xylose, arabinose. Les chroma-
tographies et les ultracentrifugations suggérent que le systéme

" protéine-polysaccharide " non dialysable de la bi&re est non
seulement trés polydispersé mais aussi capable de donner des
unités plus petites sous 1'influence de forces purement physi-

ques.

6° - En 1969, LEACH (106) a utilis& la nouvelle technique
d'électrofocalisation. Les protéines adialysables du moilit et de
la biére sont fractionnées. Des diagrammes sont comparables et
révélent six composés dont les pH isoélectriques sent supérieurs &

5,0 comme l'illustrent les figures 3 et 4 page 30.

L'auteur a étudié 1'influence du brassage sur la mousse
de la biére, des matiéres premiéres : malt ou succé&danés |
{(orge, mais, blé). Par rapport aux biéres pur malt, les mofits
et les biéres brassées & partir de mouture contenant de la
farine de froment possédaient des quantités plus grandes de

protéines de pH isoélectrique 7,2. Les mousses de ces biéres

étaient de qualité supérieure.
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+3 - LE_PROBLEME DE LA MOUSSE DE_LA BIERE EN LIAISON AVEC
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Le trouble colloidal définit le trouble qui se dépose
aprés un trés long sé&jour de plusieurs moeis d'une bi&re en bouteille
Ce probléme, aux incidences commerciales de premiére importance,

a fait 1l'objet de nombreuses &tudes. Dans le cadre de l'Européan
Brewery Convention, une commission " Trouble de la biére " a &té
créée d&s 1956 . CURTIS (107) et COOK (108) ont &tabli un paral-

~ldle entre la mousse et le trouble.

Le trouble consiste principalement en substances protéi-

ques et polyphénoliques.

Les traitements qui sc¢indent les protéines ou ré&duisent
le taux de polyphénols permettent d'améliorer la stabilité des
biéres. Toutefois, on ignore si les complexes protéotanniques
existent tels guels dans le matériel brut et traversent les diver-
ses étapes technologiques sans altération ou si les complexes se

forment 3 partir d'entitds séparées,

De toutes facons, il est &tabli que l'oxygéne du col de
la bouteille joue un rdle néfaste en induisant la formation de
trouble, ce qui explique le traitement par des antioxydants de la
biére. Comme des matié&res azotées complexes semblent jouer un
¥0le 38 la fois dans le trouble colloidal et la mousse, les bras-
seurs sont toujours perplexes ; en é&liminant des protéines respon-

sables du trouble, ne lése-t'on pas le pouvoir moussant ? Dans

OOO/...
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quelle mesure la protection par l'emploi d'enzymes protéolytiques,

" ne nuit-elle pas 3 la mousse ?

Les substances responsables spécifiquement du trouble
ou de la mousse n'étant pas isolées, il est difficile de conclure

formellement.

Travaux de SAVAGE ~

Il a fallu attendre la fin 1971, pour disposer d‘'une tech-~

nique simple permettant de visualiser les fractions issues de

bigre. SAVAGE (109) par électrofocalisation en gel a pu &tudier
l'influence des traitements industriels sur les fractions bidre.

Les traitements utilisés pour assurer une meilleure stabilité &

la biére sont : adjonction d'acide tannique, utilisation d'enzyme
protéolytique (papaine), ajout d'agent industriel A.T. Les gels
&lectrofocalisation montrent des différences selon le mode de

stabilisation employé. Par contre, la mousse n'est pas affectée.

Travaux_de GRABAR et DAUSSANT -

A l'inverse des conclusions de SAVAGE, GRABAR et
DAUSSANT (110) établissent une identité entre deux fractions
issues de mousse et des fractions du trouble. Les raccordements
d'arcs en immunoé&lectrophor@se utilisant un sérum anti trouble
prouvent que deux fractions provenant de l'albumine et de l'hor-
deine sont communes au trouble et 3 la mousse, Une troisidme
fraction mineure pourrait aussi &tre commune au trouble et 3 la

nousse.
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Signalons en outre, que LOISA et al (111) 3 l'aide
d'immunserum anti trouble, propose une technique d'immuno&lectro-
phorése quantitative, permettant de déterminer dans une bidre la

quantité de protéines intervenant dans le trouble.

Conclusion =~

i — 0 -

Des constituants protéiques sont responsables du trouble

colloidal, et de la mousse de la biére.

L'identité de ces protéines et leurs importances relati-

ves restent posées.

21.4 - CONCLUSION

En 1953, le chercheur Amé&ricain SCALLET (112) a le
premier fractionné& par voie chimique les protéines de la biére.
I1 a &tudié leur rdle vis-3-vis de la mousse. Suite 3 une série
d'expérimentations s'é&talant sur 15 ans, les chercheurs anglais
de la Brewing Industry Research Foundation sont arrivés aux
conclusions suivantes : dans la bi&re, des composés adialysables
" protéine~sucre " de poids moléculaire supérieur & 10 000 sont
mousse positifs. Une fraction de composition similaire, isclée de

l'orge et du blé a elle aussi un rdle mousse positif.

Une filiation entre les " glycoprotéines " des céréales
utilisées comme mati@res premidres pour la fabrication de la
biére et les " glvcoprotéines " de la bidre responsables de la
mousse est-elle possible ? Analysons donc les études relatives

aux " glycoprotéines " de l'orge, du blé, du mails.
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2 -~ PROTEINES ET GLYCOPROTEINES DES CEREALES UTILISEES DANS 1A

FABRICATION DE LA BIERE -

22.1 - GENERALITES : LES_GLYCOPROTEINES VEGETALES
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Nous citerons dans cette courte &tude bibliographique,
les références ayant trait aux glycoprotéines végétales. Nous
développerons les rares travaux réalisés sur le blé, le mals,

l'orge : céréales entrant dans la composition de la biédre.

a

La quantité des informations relatives & la composition,
structure et synthé€se des glycoprot&ines animales progresse de
fagon exponentielle. En contraste il n'existe que trés peu de
publications sur la présence et la nature de glycoprotéines végé-
tales. Les rares végétaux étudiés possé&dent des propriétés impor-

tantes justifiant 1'&tude de leurs composés glycoprotidiques.

~ Ainsi, 1'ananas a &té &tudié pour la brom&line qu'il
renferme. Les &quipes groupfes autour de MURACHEI (113), OTA (114)
FEINSTEIN (115) SCOCCA (116) ont &tudié la structure glycoproti-

dique de cette broméline.

~ Le soja, souvent utilisé dans les aliments, (WOLF 117)
a &té étudié pour son composé responsable d'hé&magglutination.

LIS et al (118) décrivent 1l'isolement d'un glycopeptide de soja.

- PUSZTAI (119}, quant 3 lui, rapporte l'isolement &
partir d'haricot, d'une glycoprotéine et d'un inhibiteur de
1'actiontxypsique. Il fractionne et caractérise des glycoprotéines
contenant de l'hydroxyproline & partir de feuilles d'haricot (120).
Dun haricot rouge BORSESON et al (121) isole une glycoprotéine

stimulant la mitose.

oo-/...



...35.-.

~ Par analogie avec les cellules animales, il est
vraisemblable que les parois des cellules végétales soient gly-
coprotidiques. LAMPORT (122) signale une liaison hydroxyproline

0 glycosidique d'une glycoprotéine de paroi de cellule de tomate.

- Les travaux les plus nombreux sur les glycoprotéides

végétaux sont relatifs aux parois des levures.

L'historique de la guestion est développé par PHAFF (123,
et MAC WILLIAM (124). Un ccmpdsé glycoprotéidique a é&té isolé de
la membrane de cellule de levure, une mannane-protéine a été
extraite de la paroi de diverses variétés de levures, (KORN et
NORTHCOTE (125) -~ SENTANDREU et NORTHCOTE (126)). Les chaines laté-
rales de mannane varient selon les souches de levure. Cette subs-
tance est importante car par pontages mettant en jeu du calcium
et des groupes phosphate, les levures de big&re flocculent. La
configuration de cette glycoprotéine pourrait expliquer les
différences de flocculence des diverses souches de levure (LYONS

et HOUGH (127)).

Pour MAC WILLIAM et CLAPPERTON (128) la levure libére
dans le molit des glucomannanes-protéines et ces composés mis en
solution & 1 % sont tensiocactifs et mousse positifs La synthése
de ces composés est trds variable selon 1'8ge et la souche de
levure. Le métabolisme de cette substance exudée n'est pas connue,
et la teneur dans la bidre de mannane protéine serait de quelques

mg par litre.

Signalons en outre que l'invertase de la levure localisée
extérieurement sur la paroi cellulaire est une glvcoprotéine conte-

nant une liaison glucosylaminylasparagine (NEUMAN 129).

QB‘/!QC



—36.—
Cette structure expliquerait d'aprés STUMEYER (130)

la résistance de l'invertase 3 la dénaturation par les tannins
Il est connu & la suite des travaux de CHAPON (131) gue les tannins
s'associent fortement avec les polyvamides, les polypeptides et
les protéines par des ponts hydrogéne. Ces interactions perturbent
la conformation de la protéine native et conduident & une précipi-
tation. Pour les glycoproté&ines, une protection de l'armature
protéique par les polysaccharides rendent l'accessibilité des tan-
nins aux polypeptides plus difficile. En outre, il est 3 penser
que les tannins se lient plus facilement & la partie polysaccharidi-

que. Le complexe 1i& est rendu ainsi plus faible et plus facilement

reversible.

Les glycoprotéines de la paroi cellulaire de la levure
de biére sont donc susceptibles de laisser diffuser en quantité
infime dans la bigre, des composés glycoprotidigques qui pour-

raient jouer un rdle dans la mousse de bidre.

Développons maintenant les travaux relatifs au glycoprotéi

nes des céré&ales pouvant entrer dans la composition de la bhiére.

22.2 - LES GLYCOPROTEINES DU BLE ET DU MAIS
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On appelle succé&danés amylacés ou grains crus, les
céréales susceptibles de remplacer le malt d'orge au brassage.
Les plus fréquemment utilisés sont le mals et le riz. Lfutilisa-
tion de blé a montré une sensible amélioration de la qualité de
la mousse aussi bien en microbrasserie qu'industriellements

(HARRIS (32) - BRITWISTLE (133} LEACH (134)). Ltutilisation d'orge
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crue comme succédané envisagée par les finlandais ENARI et MIKOLA

(135) aurait-elle aussi un rdle bénéfique vis—-3-vis de la mousse?l

Les glycoprotéines des cérfales n'ont &té que trés

peu &tudiées.

- Le mals

e wa  w Vat

BOUNDY et al (136) ont &tudié le mais. Un complexe
proteine~polysaccharidique est isoclé du péricarpe de mais, il
pourrait s'agir d'un mucopolysaccharide. L'hydroxyproline, la
serine et la thréonine constitue le tiers des acides aminés de

ce complexe.

La copule polysaccharidique est essentiellement gluci-
dique et présente des traces de galatose, arabinose, xylose et

glucosamine.

ANDERSON (137) signale une fraction " glycoprotéigue "
du bklé doude d'un pouvoir mcussant &levé. Etant donné le rdle
mousse positif attribué au blé 11 nous a paru intédressant de mentic
ner les travaux de KUNDIG, NEUKOM et DEUEL (138). Ces auteurs ont
isclé a partir d'un extrait agueux de farine de blé cing fractions
dont quatre sont des complexes protéines-sucres. En présence
d'oxydants, l'extrait agueux de farine de blé se g&lifie. Cette
gélification est due 3 une seule fraction " glycoprotéique "
contenant des acildes phénoliques dont de l'acide férulique. Les
auteurs supposent que la réaction dfoxydation provoquent la forma-
tion d'un réseau complexe tridimentionnel qui augmente considé-

rablement la viscosité et facilite ainsi la gélification.
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L'hypothése formul&e par KUNDIG (135%) pourrait expliquer l'amélio-
ration de la mousse de bié&re lorsqu'on emploie du blé au bras-

sage. ANDERSON (140) a repris cette supposition pour expliguer le
rSle mousse positif dfune fraction " protéine sucre " de la biére,

contenant elle aussl de l'acide férulique.

22.3 - LES_GLYCOPROTEINES DE_L'ORGE
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ANDERSON (141) a mis en &vidence un composé " glycopro-
téique " isclé de la bisdre. Il a retrouvé dans un extralt agqueux
d'orge, une fraction semblable douée d'un pouvoir moussant intéres-
sant. Nous exposerons dans ce paragraphe les travaux de WALDSCHMIDT-
LEITZ et coll. (142). En effet, ces auteurs ont montré l'existence

de glycoproté&ines dans l'orge.

En 1961, ces chercheurs ont isolé 3 partir de 1'albumine
de l'orge, des constituants glycoprotéidigues dont la teneur en
glucides variait de 4,4 & 30,4 $. HOCHESTRASSER {(143) a proposé& un
mode de liaison glycanne-~protide du type ester : alanyl 4 - xylose,
puis en 1963 des modes de liaison O - glycosidique oll les acides
aspartique et glutamique interviendraient. Dés 1961 extrapolant les
résultats de l'orge au blé, au mais et au riz, WALDSCHMIDT-LEITZ
(144) avait &mis 1'hypothé&se gue la présence d'un maillon glycanne
protide constituerait la preuve de l'emploi de grains crus dans la
biére. L'absence de maillon glycanne-protide dans la bigre pur-
malt semblait normale aux auteurs car déclaraient-ils ¥ ce maillon
est de toute évidence détruit auv maltage ". La présence de
"

glycoprotéine " dans la biére pur malt n'est pas possible dfaprés

WALDSCHMIDT-LEITZ et coll. (145).

¢-~/}Iea'“



22.4 - CONCLUSION
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L'&tude des composés glvcoprotéidiques des céréales
utilisées dans la fabrication de la bi&re, nous apportent deux
éléments inté&ressants. KUNDIC (146) 3 la suite de ses travaux sur
le blé émet une hypothése gui pourrait ekpliquer la formation d'une
mousse. L'oxydation d'un composé glycoprotéique peut se traduire pa
un changement spectaculaire de structure, 3 savoir une gé&lification
d'une solution. WALDSCHMIDT-LEITZ et Coll. (147) trouve des glyco-
protéines dans l'orge gue l'on ne retrouve pas dans la bidre pur

malt.,

G G T S W Y D v GG SIS DR G R s DY R WA

La revue g&nérale des composés protéigues et glycopro-
téigques éventuellement responsables de la mousse de la biére,
nous permet de conclure. La formation de mousse de biére résulte
d'un équilibre entre composés mousse positifs et mousse négatifs.
Les interactions physicochimigques sont multiples et nous sommes

en face d'un probléme gualitatif et non quantitatif.

Des composés adialysables, proté&idiques, riches en
pelysaccharides sont mousse positifs. Toutefois la nature

glycoprotéidique de ces compos&s n'a pas &té démontree.

En outre, une contradiction apparait. En effet, deux
groupes de chercheurs, adoptant deux voies expérimentales inverses

aboutissent 3 des conclusions différentes. A partir de biére,
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ANDERSON (148) a montré le rOle mousse positif d'une fraction

" proté&ine-sucre ". Une fraction moussante, de composition simi-
laire a &té retrouvée dans lorge, et l'auteur, émet l'hypothése
d'une filiation possible entre ces deux composés. A partir

d'orge WALDSCHMIDT-LEITZ (149) a montré l'existence de composés
albumines glycoprotéidiques. Ces composés ne se retrouvent pas
dans la biére pur malt, et l'existence d'un maillon glycanhe-protié

constitue la preuve de l'emploi de grains crus.

L'étude bibliographigue nous montre qu’il a fallu
attendre 1953 pour que des fractionnements de bidre soit envisa-
gés en liaison avec le probléme de la mousse de la bidre. Les
travaux sont peu nombreux sur les protéides de la bi&re, car ce
milieu est avant tout glucidigue. De plus, les chercheurs se sont

heurtés 3 deux difficultés majeures :

- la mousse résulte d'un équilibre physico~chimique complexe Aiffi-
cile 3 apprécier ;

- les fractions isolées de bidre sont difficilement " visualisa-
bles ", par une technique simple d'é&lectrophorése de zone par
exemple. Aussl les données bibliographigues sont généralement

éparses.

Dans nos travaux personnels, nous nous sommes efforcés :

- de fractionner une entité& mousse positive ;

- de faire un lien entre des constituants mousse positifs et l'orge

- enfin, dans une derniére partie, nous avons cherché 3 nous rap-
procher du monde industriel, en envisageant les ré&percussions de

traitements de la bié&re, sur les composés moussants.

;.'/k"
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11 - MATERIEL
— f o

11.1 - BIERE_NORMALE -

Notre matériel de départ est la bid&re bock de la bras-
serie des ENFANTS DE GAYANT de DOUAI. Elle est brassée classique-
ment selon une méthode par décoction 3 une trempe de grains crus.
Les versements sont de 800 kg. de mais pour 3 200 kg. de malt
pour un volume au la8cher de 250 hectolitres. La trempe de grains
crus (Mais), est liquéfide 3 1'aide d'enzymes amylolytiques com-
merciales du type Sugerclastase {(détruites ensuite & l1'é&pullition
du mofit) . La fermentation est une fermentation basse. La bi&re

obtenue n'est pas pasteurisée.

11.2 - BIERE_PUR MALT -

- D —_ s G G T o o T

Les bigres aujourd'hui sont toutes fabriquées en utili-
sant du malt d'orge et une fraction de succédanés amylacés appelés
graihs crus. Néanmoins, pour fabriquer des immunsérums anti-bidre
pur malt, nous avcns‘pu obtenir de la bidre pur malt. Elle fdt
brassée &galement 3 l'aide d'enzymes amylolytiques commerciales,

- du type superclastase.

Ces deux types de bidre ne sont pas pasteurisés. Aussi
pour les conserver longuement, nous avons cherché 3 les concentrer.

Il faut signaler gque les enzymes du malt sont détruites lors de la

att‘/to.
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cuisson du molit. Les seules enzymes susceptibles d'étre encore

présentes dans la biére proviendraient de la levure Saccharomyces

Carlsbergensis et sont des phosphatses et de 1'invertase.

ii ~ METHODES

Nous ne citerons que les méthodes spécifiques de notre

industrie.

12,1 - DETERMINATION DE LA COMPOSITIONCENTESIMALE DES PROTEINES

T Qo o Tk N M W Vo G, W et o Sk W D UARD GO VG BAZ N s GO e RN TR G Mk M (R T S GO W R A o M W W O W T Sae AN A AN A o o T Ao
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La teneur en azote est déterminée 3 l'aide de la méthode
RJELDAHL. L'azote protéique est miné&ralisé et dosé sous forme
d'ions ammonium. Les protéines de l'orge et du malt contiennent en
moyenne 16 % d'azote. On multipliera la teneur en azote par 100/16

soit 6,25 pour avoir la teneur en protéines,

12.2 - DQSAGE_DES_ISOHUMULONES -
Les isohumulones de la biére dérivent des acides amers
apportés par le houblon au brassage. Elles sont dosées selon la
technique de 1'E.B.C. (150) aprés extraction de la bié&re par de

1'iso octane et lecture au spectrophotométre & 255 nm.

12.3 -~ DOSAGE_DES POLYPHENOLS -

S o S D - — . W0 e W s T 40 Be S (s NS S e St

Les polyphé&nols de la bi&re dérivent principalement des
enveloppes du malt et des folioles de houblon. La méthode de dosage

utilisée est actuellement en cours de standardisation par le Comitt

des analvses de 1'F.R.C. (151).
'i'/‘..
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A 10 ml. de bigdre sont ajoutés :

- 8 ml. d'une solution 3 1 % de carboxy-methylcellulose sodique

contenant 0,2 % 4d'EDTA disodique.
- 0,5 ml. d'un réactif & 2,5 % de citrate ferrique ammoniacal.

- 0,5 ml, d'ammoniacue dilué au 1/3. On compléte a 25 ml. et
aprés agitation vigoureuse et 10 mn. de repos, les lectures

sont effectuées 3 600 nm. La concentration en polyphénol expri-

mée en ppm est donnée par la formule : DO x 820.

13 - RESULTATS

-

Notre matériel d'étude de départ est constitué de biéres
industrielles susceptibles de ne pas conserver des caractéristiques
constantes. Ces biéres ne sont pas pasteurisées. Il nous a fallu

constituer un stock homogéne, inaltérable.

13.1 - CONSERVATION DE LA BIERE =~

L e Tl o Pt ok, M S A S S W L e o S T o R A I D S S0
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L'évaporation scus pression réduite de 002 a été abandon-
née en raison :

~ des volumes importants 3 évaporer ;

= du moussage incontrdlé provogué au début d4d'évaporation.

Toutefois, nous avons pu mettre en évidence l'estimation
de la concentration d'une bi&re en réalisant un spectre d'absorptit

du concentrat, en mesurant le minimum de densité optique 3 745 nm.

easfenn
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La biére contient un faible taux d'alcool, environ 3,5
degrés GAY LUSSAC. Toutefois, aux pressions extrémement réduites
de lyophilisation, les vapeurs d'alcool représentent un wolune
important que brasse la pompe 3 vide inutilement. Le temps de

lyophilisation passe alors de 24 & 32 heures.

Pour remé&dier a8 cette surcharge de la pompe 3 vide, il
faut, aprés 6 heures de lyophilisation, repasser en congélation,
casser le vide et é&liminer les eutectiques de l'alcool condensés
sur le piége froid. On purge la pompe. L'ensemble des opérations de
lyophilisation dure alors 26 heures. La biére donne une poudre

jaune claire. L'extrait sec par litre est d'environ 26,5 g.

13.2 - PREPARATION DE BIERE DE_MOQUSSE -

T A e WD W G Gl W e ok NS ) A s AN e s s B W W S T VS R e A U e S
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Il est connu depuis longtemps que les constituants de
certaines solutions sont entrainables par les mousses que ces
solutions peuvent produire. Des technigues de moussage ou de
moussage et d'essorage ont permis des fractionnements (ABRIBAT
(152)). Certains auteurs, SCHUTZ (153) BADER (154), ont utilisé
cette technique pour fractionner des solutions protéiques. Comme

nous cherchons a enrichir la bidre en composés mousse positifs,

nous avons préparé de la higdre de mousse.

Méthode

ole v s e an s

Nous avons substitué & la technique discontinue de GRAY

et STONE (155) une méthode en continu pour produire de la bigre

g.'/...
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de mousse. La biére de mousse résulte du drainage de mousse de
biére essorée, elle est produite dans une tour de mousse cons-~

truite selon les plans aimablement mis 3 notre disposition par

GJERSTEN (156) de chez CARLSBERG.

Cette tour de mousse nous permet l'obtention en continu
de bigére de mousse. A partir d'un f£it de 50 litres de biére initial
1'autonomie de fonctionnement est supérieure 3 10 heures. Nous
avons modifié l'admission de bidre initiale et 1'é&vacuation de
biére ré&siduelle de fagon & rendre la production de bidre de mous-
se guasi-automatique. Une pompe péristaltique admet la bi&re en rai:
son d'1,5 litre 3 l'heure et simultanément &vacue la bilére &puisée,
Le moussage est réalisé par diffusion d'azote sous pression de
7 cm. de mercure 3 travers un verre fritt& n® 3. La bidre initiale
du flt est sous une contre-pression de gaz carbonique de 15 cm.
de mercure. Il faut signaler toutefois que le niveau de
biére dans la tour de mousse est difficilement stable. Aussi,

-

faut-il le corriger par siphonnage 1 3 2 fois toutes les 8 heures.

La photo n® 5 (P. 46) montre la réalisation de cette

tour de mousse.

. . Gl 20 s G Gt e W oy s S o G e e W ey 2w e OB Ay AT SR NEDG R WA T SN VA I e o B

Les différentes caractéristiques des bhiéres obtenues
par moussage puis essorage sont rassemblées dans le tableau IV

Y

p. 47 Plusieurs points sont 3 souligner :

- la biére de mousse résulte du drainage de la mousse., Il est
important d'éviter l'oxydation des constituants du film des
bulles de mousse ; c'est pourquoi, nous réalisons le moussage

et la récupération sous azote.

.s-/oon



TOUR DE MOUSSE

FABRICATION EN CONTINU DE BIERE DF MOUSSE

Diffuseur

Biere
de
Mousse

Azote
pour
Moussage

CO02
contre
pression

.Lﬂfy

.
N !

admission

Pompe péristaltique
) refoulement
Fut 50 litres

Biére normale Biére residuelle

FIGURE 5
TOUR DE MOUSSE SELON GSERSTEN
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~ La biére de drainage présente toujours un léger trouble et des
dépdts brundtres. Ce trouble est di 3 des complexes protéotan-

niques.

- La biére de mousse est considérablement enrichie (7 3 10 fois)

en matiére améres provenant du houblon.

- Du point de vue teneur en azote , la bidre récupérée aprés deux
moussages successifs est enrichie 1,7 fois alors gque la biére
de mousse fabriquée en continu n'est enrichie qu'l,3 fois. L'es-
sorage lors du drainage de la mousse joue 3 notre avis un réle

important.

Nous avonsg cholsi la fabrication de biére de mousse en
continu car la fabrication est plus régulidre, beaucoup plus re-

productible et plus pratique.

13.4 - CONCLUSION -
Notre matériel de départ est constitué de bidre indus-
trielle. Pour travailler sur un lot homogéne et inaltérable, nous
avons lyophilisé la biére et constitué un stock conservé au congé-

lateur.

Pour étudier ultérieurement les constituants responsa-
bles de la mousse de bidre, nous avons pensé concentrer ces cons-
tituants en fabrigquant de la bi&re de mousse, résultant du drainage
de la mousse. Nous avons adopté& pour des raisons pratiques, une
méthode de fabrication en continu. La bi2re de mousse est alors

lyophilisée.

Nous avons donc & notre disposition de la biére liquide

et de la biére " en poudre " lyophilisée.

ree/un
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ié - PREPARATION D'UNE FRACTION ADIALYSABLE DE LA BIERE

21.1 - MATERIEL -

o - — o -

Comme nous l'avons défini dans le paragraphe précédent,

notre matériel d'é&tude est constitué par :

de la biére normale liquide ;

de la biére normale concentrée, reconstituée aprés lyophilisation

de la biére de mousse liquide ;

i

de la biére de mousse concentrée, reconstituée aprés lyophilisa-

tion.

21.2 - PREPARATION DE FRACTIONS ADIALYSABLES DE LA BIERE -

i O T e WS (G TG W O WK SIS o AT SF MR M S ks R M L MR N S ek e YO M WA TR TR (i D AR G WD et S WA WS I MOS G e P S e

Les recherches antérieures présentées dans l'historique,
montrent que les composés responsables de la mousse de la biére

seraient :

- adialysables ;

- des complexes protéine~sucre

Nous exposerons uniquement la technigue retenue pour la
suite de notre travail. En effet, ies méthodes de précipitation
chimiques classiques, au sulfate d'ammonium, au phénol, n'ont pas
conduit & des fractions moussantes intéressantes. Les techniques

ingpirées de celles décrites par BOURGEOIS (157), utilisées pour

NAVE
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obtenir des composés glycoprotidiques 3 partir de blanc d'oeuf

de poule, n'ont pas conduit 3 des résultats valables.

Fractionnement original d'ANDERSON (158)

Préparation de la fraction -~

- Cette méthode s'inspire du mode de fractionnement de
COHN (159) pour le plasma sanguin, en utilisant de 1l'é&thanol conte

nant des sels 3 0°C.

- 767 ml. d4'éthanol (80 % V/V & 0°C), contenant de 1'acé~-
tate de sodium 0,16 M et du chlorure de zinc 0,08 M, sont ajoutés
sous agitation 3 2,3 litres de biére refroidie 3 0°C. Aprés ajus-
tage du pH & 7,0 a8 1'aide d'un tampon ammoniaque, le précipité se
déposant pendant trois heures 3 0°C est récupéré& par centrifuga-
tion. Le culot de précipitation est dissous dans 700 ml. 4'EDTA &
3 ¢ (poids/volume). La solution brune est mise 3 dialyser en
présence de merseptyl pendant trois jours contre eau distillée ;

l'adialysable est alors lyophilisé. Ce mode opératoire est utilisé

tant sur la biére normale, que sur la biére de mousse.

Fractionnement dérivé de la méthode d'ANDERSON.

Préparation de la fraction X -

~ Le chercheur britanniqgue de la Brewing Industry Research
Foundation, dispose comme matériel de départ, de biére brassée par
infusion de fermentation haute obtenue en microbrasserie. Nous
utilisons gquant & nous, de la biére industrielle brassée par décoc
tion, de fermentation basse. Nous avons exposé les raisons (p.43 )
qui nous ont amen& & lyophiliser la biére pour disposer d'un stock
homogéne inaltérable.

cee/enn



- Nous reconduisons l'expérimentation d'ANDERSON sur de
la bigre reconstituée, 3 partir de poudre de bi2re lyophilisée.
Disposant de " biére en poudre ", nous avons reconstitué la bidre
normale en la concentrant selon des proportions variables. La
biére concentrée trois fois fut utilisée systématiquement, car elle
conduisait & des fractions adialysables comparables & celles ob-
tenues selon le procédé original, et en outre, le rendement en

poids est plus intéressant.

- 75 g. de poudre de bidre sont solubilisés dans 825 ml.
d'eau distillée.Aprd@s refroidissement 3 0°C, on ajoute sous agita-
tion, 275 ml. d'alcool et sels, et l'on continue le protocole
original décrit précédemment. Ce mode opdratoire est utilisé tant
sur la bi&ére normale lyophilisée, que sur la bidre de mousse

lyophilisée.

2 - CARACTERISTIQUES PHYSIQUES DE LA FRACTION X

i T T Y 00 ot TOh w0 S 0K aaw G

Cette fraction lyophilisfe se présente sous forme de
poudre brun piZle. Bien que limpide avant la lyophilisation, elle
laisse, en solution 3 10 %, apparalitre un trouble. Celui-ci de
6 3 8 § en poids est d'origine protéotannique et sa teneur en
azote par rapport & la poudre initiale est enrichie de 1,6 fois.
De plus, la solution abandonnée 24 heures 3 2°C laisse apparaitre
un nouveau trouble 3 rapprocher vralsemblablement du trouble au

froid des industriels brasseurs.

l'(-/roo
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Selon les pH, les solutions & 10 % prennent des aspects

différents :

pH

2 Solution limpide brun clair

3 (

l g Solution opalescente brun clair
>

10 Solution limpide brun trés foncé

22.2 - ESTIMATION DU PQUVOIR MOUSSANT -

Test E.N.S.T.A.

Pour suivre l'aspect mousse positif des fractions isolées
a partir de biére, nous avons mis au point un dispositif simple
consommant peu de produits. Ce test est préférd aux mesures longues
de viscosité selon HOPPLER (160}, car les corrélations viscosité

pouvoir moussant, sont trés discutées (KRAUSS (181) LAUWERS (162)).

3 ml. d'une solution & 0,2 % sont mis 3 mousser dans
un tube cylindro-conigue rigoureusement propre et scigneusement
bouché. Le moussage est produit par agitation pendant 3 minutes
a l'aide d'un vortex de laboratoire & vitesse maximale. Aprés
repos d'une minute et d'une heure, des photos sont prises, ce qui

permet de visualiser la formation et la stabilité des mousses.
Résultats

La figuref(p. 54 ) illustre les résultats obtenus 3

l'aide du test E.N.S.I.A.
ntn/‘!ﬁi
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=

En comparant la fraction X 3§ de la bié&re normale recons-
tituée, de la biére de mousse reconstituée et & des fractions
obtenues par des méthodes de précipitation au phénol, on se rend
compte combien la fraction X se distingue par son aptitude &

former de la mousse stable.

3%

- CARACTERISTIQUES CHIMIQUES DE LA FRACTION X
== e el

—

23.1 -~ METHODES ~

e~ S0 e S o €208 o

-~ Méthodes générales d'analyses

Pour les méthodes classiques, on se reportera aux mono-
graphies de MONTREUIL et Coll. (163). Les dosages de polyphé&nols

et d'isohumulones spécifiques 3 notre industrie, sont décrits

page 42 .

Nous développerons la méthode de dosage du glucose et
celle de pentoses en présence d'une grande quantité de glucose.

Ces méthodes peu connues ncus ont donné satisfaction.

- Dosage spécifique du glucosge

Principe

Le glucose est dosé colorimétriquement selon SCRIBAN (1
4 l'aide d'une glucose oxydase spécifique : LE FERMCOTEST ¥,
Le Fermcotest mis dans le commerce, prét & l'emploi, contient une
substance chromogéne et une glucose aérodeshydrogénase (dépourvue
de maltase, d'invertase ou d'amylase), et en outre des substances

tampons.

NPT

¥  FERMCOTEST : Fournisseur SEMPA CHIMIE : 20, rue des
Fossés St Jacques - PARIS (5°)
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FRECTION X

¥ ap agit ation

Biere de mon

FIGURE 6
POUVOIR MOUSSANT DE LA FRACTION X
TEST E.N.S.I.A.
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Protocole expérimental

= A 2 ml. de solution contenant entre 40 ug et 200 ug
de glucose libre, on ajoute 1 ml de solution de Fermcotest. Aprés
sé&jour de 30 minutes au bain-marie 3 30°C, la réaction est bloqué

par 12 ml d'H.SO, & 20 %.

2774

- La lecture est réalisée en densité optique a 540 nm.
Les peptides et sels n'interférant pas, on peut
utiliser le fermcotest sur un hydrolysat d'osides, évaporé 3 fois e

repris dans l'eau distillée en prenant soin d'établir la courbe de

référence au mé&me pH que 1l'hydrolysat.

- Dosage colorimétrigque de pentoses en présence d'une

grande quantité de glucoge =

Aprés hydrolyse chlorhydrique de la fraction X et
purification de l'hydrolysat, la chromatographie sur papier révéle
qu'ad coté du glucose, il n'existe que des pentoses. La quantité de
glucose étant la plus importante, nous avons cherché une technique
autorisant le dosage des pentoses dans ces conditlions. Ne disposant
pas de méthodes enzymatiques spécifiques, nous avons utilisé une

S

méthode colorimétrigue a l'aniline.

Principe et protocole expérimental -

3

La technigue de& dosage des pentoses est due & TRACEY
(165) ; les sucres, l'aniline en excés, l'oxygéne, prendraient part
a8 la réaction colorZe gui ne serait pas due 3 des dérivés du

furfural.

ato/tq:
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- 2 ml. de solution renfermant 50 ug. de pentoses sont
mélangés d 6 ml. de réactif contenant 100 ml. d'acide acétique
glacial, 10 ml. d'acide oxaligque 3 5% (poids/volum=), 24 ml.

d'eau distillée,; 16 ml. d'aniline.

Le réactif est filtré avant emploi. La coloration se
développe pendant 24 h. & l'obscurité et 3 température ambiante.
La coloration orange est mesurée 3 475 nm. La loi de BEER-LAMBERT
est respectée pour des taux de pentoses compris entre 10 et 100 y
et de 100 3 1000 y pour le glucose. La figure 7 p. 57 pré&sente
les spectres d'absorption des pentoses et de mélange glucose~
pentoses. Le glucose donne une l&g&re coloration jaune, son inter-

férence, a poids égal de xylose, se chiffre 3 1,7 % comme le rap-

porte le tableau V p. 58.

Pour accé&lérer la réaction, on peut jouer sur le couple
temps-température. Les meilleurs résultats sont cbtenus en 6
heures & 30 ° C. En augmentant la température, le temps de réactior
est réduit au détriment de la sensibilité de la technique, 1l'inter-

férence du glucose croissant.

23.2 ~ RESULTATS : COMPOSITION CHIMIQUE DE LA FRACTION X -
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Les dosages sont effectués sur de la poudre lyophilisée,

desséchée sous vide en présence d'anhydride phosphorique.

- Composition protéique

Le dosage Kjeldahl donne un taux de 46,8 p. 100 (N x 6,25



D.O

3250

400 500 : - 600 nm

-SPECTRES D'ABSORPTION DES PENTOSES

Methode a laniline pour 50 jfig cuve 1cm

1 Xylose:504«g - 3 Arabinosei50 «g

2 Xyt .1 Ara 1.glc 532 25.45.2549250.g

FIGURE 7

DOSAGE DES PENTOSES SELON TRAGEY



TABLEAU V

DOSAGE DES PENTOSES A L’ANILINE

- 58 -

DENSITE OPTIQUE & 475 nm CUVE 1 cm POUR 100 ug DE PENTOSES

100 ug de pentoses D.0, 475 nm Coefficient par rapport
au Xvlose

Xvlose 1.50 100

Arabinose 1.15 76

Xylose 1

Arabinose 1 1.32 88

Xvlose 1

Arabinose 1 1.385 92.3

Glucose 5

Xvlose 1

Arabinose 1 1.45 96.6

Glucose 10

Glucose 0.026 1.7
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~ Cempostition glueidique

Le taux dfoses totaux est de 51,3 %.

Aprags purification sur couple de résines échangeuses
d'ions, un hydrolysat chlorhydrique (500 mg. dans 50 ml. HCL 2 N

-

pendant 2 heures 3 100°C) de la fraction X est 8&tudié :

-~ par chromatographie sur papier (figuré sur les photographies
nunéros 11 et 12 p. 77 et 78 de notre mémoire).

- par dosages.

Les chromatographies sur papier Whatman n® 1 en
tampon pyridine et sur papier Whatman n°® 3 en tampon de Partridge
ne ré&vélent 3 cbté du glucose que deux autres oses : le xylose et
l'arabinose. Nous n'avons pas trouvé de rhamnose signalé par KAMM
(166) ; quant d l'éventuelle présence de galactose signalé par
HOCHSTRASSER (167) dans des fractions dforge, ou de mannose, il ne
nous est pas péssible d'énmettre un avis, le magna de glucose géne
1'interprétation des chromatogrammes. L'8lution des chromatogrammes
avant révélation et dosage ultérieur 3 la méthode au ferricyanure

(MONTREUIL (J) SCHEPPLER (N} 168) fournit les ré&sultats suivants :
- Glucocse : 90,6 % =~ Arabinocse : 4,6 $ - Xylose : 4,8 %

- Les dosages spécifiques du glucose et des pentoses
sont é&valués 3 :
-~ Glucose : 87,6 ¥ -~ Pentoses : 8,9 2

En rapprochant les valeurs trouvées par les deux

techniques, nous proposons comme rapports :

- Glucose : 18 - Arabinecse : 1 - ¥ylose : 1

ceo/enn



= Nature non glycoprotidique de la fractiom X

La fraction X préparée sclon la technique modifiée
d'ANDERSON contient 3 la foisz un groupement protidigue et un
groupement polysaccharidigue. L'auteur Britannique emploie le
terme de " glycoproidine " sans en avancer la démonstration. Pour

prouver 1l'é&ventuelle nature glycoprotidique de ce composé nous

avons recherché :

- les oses substitués généralement présents dans les glycoprotéines
~ une liaison glycanne~protide. Nous renvoyons 3 notre mémoire (16¢

pour les détails expérimentaux.

- La reconnaissance d'oses dérivés du tvpe acide uronique,
acide slialique ou osamine, constituerait un indice guant 3 la

nature glycoprotidigue de la fraction X:or,

- L'absence d'acide uronigue est montrée par la méthode

de DISCHE (170).
~ L'absence d'osamines est montrée de deux fagons :
~ par un dosadge glokal selon ELSON et MORGAN (171) aprés hydrolyse

par HC1 4 N a 100°C pendant des tempe de 2, 4, 8 heures.

- par un dosage automatique sur auto-analyseur Technicon ¥

- L'absence d'acides sialiques est indiquée :
- par dosage direct 3 la diph&nviamine de WERNER et ODIN (172)

- par dosage, selon AMINOFF (173) aprés action de la neuraminidase.

uoc/--‘
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Pour tenter de trouver une liaison glycanne-protide, et
atteindre le ou les maillons glycopeptidiques, nous avons utilisé
une dégradation enzymatique 3 l'aide de pronase. Nous avons repro-
duit la méthode de IAMASHINA et MAKINO (174) et conduit 4 digestio

pronasiques. Aprés &rosion de la partie protidigue, nous avons

abouti & une fraction purement polysaccharidique.

Donc, par digestion pronasique, nous n'avons pas pu
mettre en é&vidence de maillon de jonction glycanne-protide, la
fraction X protéine-sucre ne nous apparait pas comme une glyco-

protéine.

- Molécules adsorbées -~

La fraction X est obtenue aprés une dialyse de trois
jours pour éliminer les agents précipitants. Pourtant des petites
molécules, qui devraient dialyser, subsistent. Nous avons dosé les
polyphénols etles ischumulones selon les méthodes EBC décrites

p. 42.

- Ischumulones : 2,3 %

e
O
=
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[
o

-~ Polyphénols

Les polyphénols peuvent &tre liés & des protéines.

Quant aux isohumulones, produits apportés par le houblon on peut

supposer qu'elles sont " adsorbées " sur des molécules supports.

0../00.



23.4 ~ CONCLUSION -
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- La fraction X est un composé protéine-sucre (protéines 47:
oses 51 %) dont la nature glycoprotidique n'est pas prouvée.
L'absence d‘'oses dérivés du type acides uroniques, sialiques ou
osamines et 1'é&chec résultant de 1'hydrolyse pronasique pour

mettre en &vidence des glycopeptides, prouverait le contraire.

- LETTERS (175) étudiant les pré&cipité&s polysaccharidiques
de la bi&re déclare que les a glucanes semblent préférentiellement
étre sédimentés avec la fraction protéine polyphénol. Or, 3 la
suite des travaux de CRAMER (176) et de HENNRICH (177), il est
connu que les oligosaccharides dérivant de l'amidon peuvent se
plier en de larges anneaux formant des cyclodextrines. Ces larges
anneaux peuvent insérer d'autres composés stables en solution.

La fraction X ne serait-elle pas un complexe polysaccharidique

enfermant dans sa trame composés protéiques et phénoligues ?

Nous nous sommes attachés 3 mieux connaitre cette

fraction X par des méthodes électrophorétiques et immunologiques.

24 - CARACTERISTIQUES ELECTROPHORETIQUES DE LA FRACTION X

24.1 - INTBRODUCTION

A l'exception des é&lectrophorégrammes en veine liguide
publiés par SCALLET (178) aucun auteur & notre connaissance n'a
présenté de diagrammes simples visualisant des fractions isolées de
biére.

ceos/ v
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I1 a fallu attendre 1971 et les travaux de SAVAGE et
THOMPSON (171) de DRAWERT et RADOLA (180) pour obtenir un &lectro-~
phorégramme de composé&s isolés de biére. Nous avons repris cette
technique en gel électrofocalisation. Comme nous avons apporté des
modifications et des méthodes originales de coloration, nous détail-

lerons le mode opératoire paragraphe 243 p.66.

Auparavant, nous rappellerons nos premiéres expérimenta-

tions :

- Electrophorése sur papier

Des essais réalisé&s en tampon véronal pH 8,2 - pH 8,65
montrent une trainée colorable 3 l'amidoschwarz se déplagant vers
l'anode (+). La coloration a3 l'oxalate d'aniline révéle une té&che a

l'emplacement du dépdt.

- Electrophorése sur gelose

En tampon Véronal pH 8,65 - pH 8,2 par coloration &
1'amidoschwarz, on décéle deux zones diffuses., La plus importante
migre vers l'anode et l'autre vers la cathode. Le changement de la
position du dépdt par rapport aux électrodes n'améliore guére

1tindividualisation des zones.

- Electrophorése sur gel de polyacrylamide

A 1'aide de cyanogum en tampon Tris- acide borique de
PH 8,4 un gel vertical de polyacrylamide de 5 % 3 15 % ne donne pas

de séparation valable en présence ou non d'urée 6 M.

Q.O/O‘i
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- Electrophorédse en acétate de cellulose

Aprés l'étude systématique de différents tampons, il
stavére que le tampon classique vé&ronal pH 8,65, force ionique
0,05 donne les meilleurs résultats aprés migration pendant 1h.30,
sous une différence de potentiel de 170 V. Pour des dépdts de
10 pul d'une solution & 10 %, la coloration 3 1l'amidoschwarz montre
une zone anodique diffuse et une zone cathodique présentant deux ban

des.

La coloration P.A.S. (Periodic Acid Schiff} marque les
zones cathodiques et montre une tache 3 l'extré&mité de la zone
anodique. Ce mode de visualisation utilisé dans le milieu médical
pour déceler les glycoprotéines du sérum serait-il un indice

quant & la présence de glycoprotides dans la biére ?

La premié&re é&tape de ce mode de coloration P.A.S.
implique une oxydation par l'acide pé&riodique 3 7,25 %. L'oxydation
ouvre un maillon glucose, permettant alors la fixation du coclorant.
Les polysaccharides purs doivent donc réagir positivement au P.A.S.
Nous avons conduit dans les conditions décrites ci~dessus, une
électrophorése sur acétate de cellulose § 1l'aide de fractions poly-
saccharidiques les plus pures possibles : amidon soluble, glycogéne,
inuline (Mexrck), amidon de mais, amilys, produits industriels de
la société ROQUETTE ¥ contenant moins de 0,01 % de protéines. Les
résultats sont présentés figure 8 page 65. Les polysaccharides non
seulement réagissent positivement 3 la coloration P.A.S. mais aussi

se déplacent sous l'effet de la rhé&ophorése.

oo/ een
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L'é&lectrophorése sur acétate de cellulose constituait
avant 1l'avénement de 1l'électrofocalisation en gel de polyacrylamide
le mode de visualisation le moins mauvais pour des fractions issues

de biére.

La récente technique d'électrofocalisation en gel a ap-

porté enfin une méthode d'analyse trés fine.
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Les méthodes de gel é&lectrofocalisation ouvrent une

nouvelle voie & la s@paration et 3 la caractérisation de protéines.

Dfaprés LAMY (181) la technigue en disque est due 3 DALE
et LATNER (182). Mais pratiquement en méme temps, en 1968, d'autres
auteurs WRIGLEY (183) CATSIMPOOLAS (184) ont publié des méthodes
analogues. La technigue d'électrofocalisation en gel de polyacry-
lamide en plagque fut préconisée par ADWEH (185). Les auteurs
britanniques SAVAGE et THOMPSON (186) sont les premiers & avoir
utilisé& fin 1971 ce procédé de fractionnement pour les proté&ines de
biére. Nous avons apporté des modifications 3 la mé&thode originale.
Nous avons pu colorer les gels de fagon spécifique, enfin il nous
est possible de les vitrifier et de conserver ainsi des électropho-

régrammes sous forme de film.

~ Primcipe de l'électrofocalisation en gel de polyacry-
lamide =~

Un gel &8 5 % de polyacrylamide est coulé en présence
de 1 % 3 2 & (poids/volume) d'ampholines dans la gamme de pH 3.10.
Aprés photopolymérisation, le gel est placé horizontalement dans

une cuve 3 &lectrophorése normale.

L'électrophorése dure 16 & 20 heures i 4°C.
.-0/0“.
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Les fractions séparées sont alors repérées :

- soit par observation directe des zones précipitées 3 l'acide
trichloracétique ;

- soit par coloration des protides par le bleu Coomassie, selon
un mode rapide ou selon un mode lent ;

~ les polysaccharides sont repérés par le P.A.S. ;

- enfin, une double coloration est possible combinant bleu Coomassie

et P.A.S,

Les gels sont alors vitrifiés pour la consexvation.

~ Mode opératoire : Constitution du gel

L'utilisation de cyanogum et la polymérisation chimique

n'ont pas donné& de résultats valables.

Le gel est coulé dans un moule de plexiglass, recou-
vert d'une plaque de verre soigneusement degraissée, selon le
mode opératoire présenté tableau VI page 68. Apré&s polymé&risation
le gel se décolle du moule restant adhérent au verre. Les bords
latéraux sont dé&coupés 3 1l'&qguerre. Un gel de dimensions utiles

210 x 180 x 1 mn est obtenu.

Les dépdts, 35 ul d'une solution 3 10-20 % sont réali-
sés dans des fentes de 15 x 1’ x 1 mn, 3 4 cm de la cathode. La
méthode du carré de papier d'l cm2. impré&gn&é de l'&chantillonet post

directement sur le gel ne nous a pas donné satisfaction.
~ Conduite de l'éleetrophordse

L'&lectrophorése se déroule pendant 16 & 20 heures 2
4°C. La cuve est une cuve normale * tandis gue la méthode originale

requiert une cuve spécialé.

cou/o.o
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TABLEAU VI

GEL ELECTROFOCALISATION

CONSTITUTION DU GEL

- - REACTIFS
Conservés 3 l'abri A : 32,4 g acrylamide )
) ) 100 ml.
de la lumiére 3 0,9 g bis acrylamide ) eau distillée
4° C B : TEMED 5% (P/v)

O

Riboflavine 89 mg pour
100 ml. eau distillée + 1 goutte acide acétique

AMBHOLINES : 40% (P/v) LKB. 8151 pH 3.10

- PROPORTIONS POUR UN MOULE 230 x 200 x 1 mm.

- 9,0 ml. solution A.

- 0,3 ml. solution B.

- 1,5 ml. ampholines pH. 3.10
DEGAZAGE : Trompe a eau

- 2,7 ml riboflavine

- PHOTOPOLYMERISATION 4 heures
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Les contacts &lectriques sont assurés par des ponts
de papier MN 271 plongeant dans la zone cathodique (-) contenant
de 1l'éthyléne diamine 5 % et la zone anodique constituée d'acide
phosphorique 0,06 %. Les solutions &lectrodes de pH 2,8 et 11,3

ont une résistivité comparable de 740 mhos.

- Le tableau VII p. 70 résume les caractéristiques
&lectriques d'une gel E&lectrofocalisation. Les ampholines se
ré&partissent selon un gradient de pH au cours des 5 premilres
heures. Le voltage de 20V/cm au départ, varie bien que l'on
utilise une alimentation stabilisée LKB Ref. : 3371 D. Il atteint

aprés les 16 & 20 heurcs d'Blectrofnr=lies+ion 23,5 V/cm.

- Résultats

A 1'arrét de l'électrophorése, il se peut que le ges
présente des " vagues " ; crétes de gel perpendiculaires au champ
€lectrigue. I1 faut alors procéder & la purification de l'acrylamide

et du bis acrylamide, selon MAURER (187).

Le gradient de pH a 1'intérieur du gel est d&terminéd

de fagon indirecte. Le gel est dé&coupé latéralement 3 l'aide d'un
perce~bouchon. Les disques obtenus sont mis en suspension dans

1 ml d'eau distillée pour laisser diffuser les ampholines. Bien
qu'en toute rigueur, il faudrait les lire & 4°C, température de
1l'&lectrofboaidsation, les pH sont mesurés & 20°C. Le gradient
de pH présent& figqure 9 p; 73 enregistré pour l'utilisation d4'am-—
pholines dans la gamme 10-32 n'est pas rigouréusement linéaire.
THOMPSON (188) incrimine le CO,, qui se dissolverait dans 1l'eau

de diffusion. Quant 3 VESTERBERG (189) il mnbtient un gradient quasi

‘.’/‘.’



TABLEAU VII

Y o . 7~

CARACTERISTIQUES ELECTRIQUES D'UNE GEL

ELECTROFOCALISATION
anode + H3PO4 0,06 % 2,8 580
ELECTRODES pH mhos

cathode - C,HBN2 5 % 11,3 580

2

GEL H 210 x 180 x 1 mm.
Temps E i R
heure Volt/cm mA/cm KQ
0 20 0,78 60
4 23;5 0'07 bt
20 23,5 0,06 300
CHUTE D'INTENSITE EN FONCTION DU TEMPS
[}
m A
12 ¢
9
6 »
>
3 r
" v v "y e ppe—— v- - >

3 6 10 14 18 heures
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linéaire entre pH 4,0 et 8,0 en mélangeant plusieurs gammes
d'ampholines de pH 3.10 - 5,7 - 4,6 - 8,10

respectivement dans les proportions : 7 - 1 - 1 = 1
- Visualisation des fractions

- Malgré son excellent pouvoir de ré&solution, 1l'élec-
trofocalisation en gel de polyacrylamide n'a pas eu le retentis-

sement prévisible. Nous y voyons trois raisons :

- son prix (l'analyse de 6 &chantillons revient 3 20,00 francs) ;
- l'absence de méthodes de coloration ;
- la conservation difficlile du gel gqui se présente toujours sous

forme d'une masse visqueuse.

- En effet, de nombreux auteurs, dont RILEY (190},
ADWEH (191), SAVAGE (192) ont signalé des difficultés de coloration
des protides séparés. La présence d'ampholines inté&grées dans le

gel provogque des réactions de précipitation.

- Cependant, nous avons pu mettre au point des techni-
ques de coloration pour des extraits d'orge et de biére, transpo-
sables au sérum kumain et 3 1l'adialysable urinaire. Enfin, apreés
l'expérimentation, il nous est possible de vitrifier le gel, qui

se présente alors sous la forme d'un film archivable.

Nous disposons donc de quatre modes de visualisation :

- Observation directe aprés précipitation 3 l'acide trichloracé-
tique (ATCA} ;

- Coloration de substances P.A.S. (Periodic Acid Schiff) positives .

~ Coloration de protides par le bleu de Coomassie ;

- Enfin, une double coloration est réalisable : P.A.S. et bleu
Coomassie. ' /
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Ces techniques constituant un apport original, nous
détaillerons leurs modes opératoires. Le fractionnement de l'entité

mousse positive X est présenté& sur la photo % p. 73.

~ QObservation dirvecte

Aprés une heure, les bandes proté&iques précipitées par
1'acide trichloracétique 12,5 % sont photographiées sur fond noir
4 &clairage rasant. Des bandes de la Fraction X, issue de biére

irisées de couleur brune témoignent de la pré&sence de polyphénols.

Au total 25 bandes peuvent &tre dénombrées sur les 20
cm. de longueur du gel témoignant de la grande hé&t&rogénéité de

cette entité mousse positive X.

- Coloration des substances P.A.S. positives

La coloration P.A.S. (Periodic Acid Schiff) est utilisée

dans le domaine Mé&dical pour révéler les glycoprotéines du sang.

Bien que d&licate, nous obtenons des ré&sultats reproduc-
tibles & 1'aide du protocole expérimental, schématisé tableau VIII
p. 74.

Les fractions issues de biére pré&sentent de nombreuses
bandes P.A.S. positives. Pour la fraction X, 10 sont dénombrables
et sont réparties sur toute la longueur du gel. Suite aux restric-
tions apportées page g4, sur l'interprétation & donner 3 ce carac~
tére P.A.S. positif, nous avons recdénduit une gel &lectrofocalisatis
sur des fractions purement polysaccharidiques. Ces fractions se pré-
sentent alors sous forme de téche P.A.S. positive diffusant dans

1l'ensemble du gel. En aucun cas il n'apparalt de bande qui pourrait

veo/ e
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FIGURE 9

ELECTROFOCALISATION
EN GEL DE POLYACRYLAMIDE
DE LA FRACTION X
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TABLEAU VIIT

GEI. ELECTROFOCALISATION

COLORATION P,A.S.

———— g 71— o -

MANIPULATION DU BEIL TEMPS (mn)
- Fixation des protéines et élimination des amphélines
- Lavacge du gel dans ATCA 12,5% 30 & 60
- Rincage a l'eau distillée 0,25
- Oxvdation périodicgue

-~ Acide pé&riodicue:l% en solution acéticue 3 3%
(fabriqué extemporanément) 50

-~ Lavage : eau distillée

Le rincage est vérifié par Aqg N03 9,1 M
- Coloration de Schiff
- REactif de Schiff 50
- Lavage : métabisulfite de Na 0,5% 3 x 10

- Ringage & l'eau distillée jusqu'3 élimination de
1*excés de colorant
COMPOSITION DU REBCTIF DE SEHIFF =
4,5 g Fuchsine basique pour 1.500 ml
. Aprésndissolution ajouter :
9,6 g Métabisulfite de K puis

40 ml H2804 6 N

. Bien mélanger et laisser reposer 1 nuit a 4° C
. Décoloration par 3 o. de charbon actif
. Filtration sur Blichner

2 Ce réactif jaune paille, trés sensible & l'oxvdation est conservé 3
4° C 3 l'obscurité.



- 75 =

traduire la formation de complexes de mol&cules 4'ampholines et de

polysaccharides purs.

- Coloration des protides

Le bleu Coomassie (Coomassie Brilliant Blue Gurr)
permet une coloration satisfaisante. Deux techniques sont proposées
par MAURER (193), l'une lente nécessitant un sé&jour d'une nuit
dans le colorant, l'autre rapide, méins résolutive, mais qui
permet 4'interpréter les &lectrophorégrammes 1 h.20 aprés la fin
de la migration. Nous utiliserons & la suite d'essais sur des
extraits d'orge présentés figqure 27, p. 135, la mé&thode

lente.

Le tableau IX précise les protocoles expérimentaux de

ces modes de colaration.

Les fractions issues de biére, se colorent au bleu
Coomassie, 27 bandes sont dénombrées. En outre, il est & remarquer
que certaines bandes sont P.A.S. positives et fixent le Bleu Coomas
sie. Cette double coloration repose le probléme de la présence de
glycoprotides dans la biére. La technique de gel électrofocalisatio
nous permet d'envisager le probléme sous un angle nouveau, discuté

en conclusion de ce paragraphe.

Les gels électrofocalisation colorés au bleu Coomassie

sont conservés sans perte de couleur en milieu acétique 10 %.

- Coloration double : P.A.8. et Bleu Coomassie

Il est possible de réaliser une coloration double P.A.S

Bleu Coomassie difficilement réalisable sur d'autres supports.

seefaes
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Nous conduisons les colorations de fagon classique en commengant
par la coloration P.A.S. définie ci-dessus, puis par la coloration

Bleu Coomassie, méthode lente.

~ Conservation des gels électrofocalisation

Pour réduire la consommation 4'ampholines, produits
coliteux, nous coulons des gels d'l mm d'épaisseur. La teneur en
5 % d'accrylamide donne un gel flexible, fragile. Il est possible
de vitrifier ce gel en coulant au-dessus de l'agarose 3 1 % et
en le recouvrant ensuite d'une feuille de papier ou d'acétate de
cellulose humide. Aprés trois jours, les gels sont secs, ils se

décollent et se présentent sous forme de film.

La vitrification du gel est réalisée plus simplement,
en plagant le gel aprés coloration dans du glycerol &8 2 % et en
disposant au-dessus une feuille de papier cellophane trempée dans

du glycerol 3 3 %.

- Conclusion

Gréce & la technique de gel électrofocalisation et aux
méthodes de colorations spécifiques que nous avons mis au point,
nous disposons maintenant d'une technique tré&s fine d'analyse de

fractions d'orge et de biére.

- Cette nouvelle méthode analytique ouvre de nouveaux
horizons & la recherche brassicole. Pour la premidre fois, des
fractions issues de bi&re sont visualisables facilement. Un
probléme reste néanmoins posé, les ampholines ne forment-elles
pas des complexes avec certaines fractions ? Pourtant il faut

mettre en exergue les points suivants :

eve/een
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~ la méthode est parfaitement reproductible ;

- la variation de la position des dé&pbdts, la variation de la teneur
en ampholines dans le gel conduisent toujours aux mémes dia-
grammes ;

-~ si, aprés une premiére électrofocalisation en gel, on élue une
zone que l'on soumet 2 une seconde analyse, les ré&sultats restent

inchangés.

Enfin, des essais préliminaires montrent d'autres pos-

sibilités inexplorées telles dque :
~ 1l'insertion d'une solution 3 analyser dans toute la masse du
gel ;

- 1l'inclusion d'un gel polymérisé& contenant un é&chantillon dans une

nouvelle plaque ;

- la séparation bidimensionnelle.

32 ~ CARACTERISTIQUES IMMUNOLOGIQUES DE LA FRACTION X

25.1 - INTRODUCTION_ - PREPARATION_DES_ IMMUNSERUMS
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- Les techniques utilisées 4d'immunodiffusion et 4'immuno-

&lectrophorése ont nécessité la fabrication d'immunsérum.
- Nous avons préparé :
~ un immunsérum anti-bidre normale ;

= un immunsérum anti-bidre pur malt.

Le milieu injecté pose des problémes. En effet, d'une
part, la biére est un milieu glucidique et d'autre part, des compo-

sés polyphénoliques ou tanniques peuvent induire des phénoménes

ceefeen
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TABLEAU IX

GEL ELECTROFOCALISATION

COLORATION DES PROTIDES

Méthode au bleu Coomassie

METHODE LENTE 20°¢ TEMPS

- Fixation des protéines et &limination des ampholines

-

. AT.C.,A. 12,5%
ou 3038 60 mn
. Acide sulfosalicvligue 20%
Coloration
. Bleu Coomassie R 0,01% dans un mélange éthanol,
eau, acide acétigue 7.11.2 1 nuit

Décoloration

. Sous agitation dans un mélange éthanol, eau, acide

acéticue, glvcérol 5:13:2:5 2 heures

METHODE PRAPIDE 65°C

Fixation et &limination des ampholines
. Voir ci dessus
Coloration

. Bleu Coomassie R. 0,2% dans un mélange &thanol, eau;

acide acéticue 45:45:10 30 mn
Décoloration
. Mélange éthanol, eau, acide acétique 25:65:10 20 mn
VITRIFICATION
Ringcage eau distillée 3 x 20 mn
Glycérol 3% 5 mn

Papier cellophane imprégné de glycé&rol 3% posé&é sur le gel.
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d'enkystement ou d'abcé&s. Malgr& tout, les lapins supportent bien
1'injection du mélange de 1 ml d'adjuvant de FREUND et de 1 ml.

de biére reconstituée aprés lyophilisation et concentrée 2 fois.

-~ La fraction X issue de biére et intéressante pour la

mousse, a &t& utilisée pour préparer un immunsérum anti-fraction X.

- Enfin, pour &tablir une éventuelle filiatiorn entre
les composés mousse positifs et l'orge, nous avons fabriqué un
immunserum anti~orge E.N.S.I.A.. En outre, 1'EBC (194) met 3 la
disposition des chercheurs, deux immunsérums anti-orge, présentés
sous forme lyophilisé&es, prépar@s par GRABAR (195) et ENARI (196)
Le premier immunsérum standard EBC obtenu & partir d'un lapin
équivaiait 3 l'immunsérum E.N.6.I.A. Par contre, le second sérum
anti-malt anti-orge,obtenu récemment par immunisation d'un

cheval donne une meilleure ré&solution.

o . o 2 AU . uta w2 s G S D A T G SR Wi S THE Sk S W GRS WA GRS W N LS Eap WA VS SNS N GAS Asin WA A G Gu SEe am e

Des essais préliminaires d'immunodiffusion classique
et d'immunodiffusion selon OUCHTERLONY (197) montre quela fraction

X réagit immunologiguement.

- Contre les immunserums anti-biére pur malt et anti-biére
normale, une réaction est visible pour une concentration aussi
faible que 1,25 %. La meilleure ré&solution est obtenue pour une

concentration de 10 et 15 %.

- Contre l'immunserum EBg cheval, anti-malt anti-orge,

la fraction X montrent plusieurs arcs 3 des concentrations supé-

rieures 3 2,5 %.

os;/s.a
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La fraction X riche en polysaccharides réagit en
immunodiffusion contre les sérums anti-biére et anti-orge. Par
extension, nous avons injecté cette fraction X en solution § 10 %

3 des lapins. Ces animaux donnent un immunsérum anti-fraction X.
Un extrait d'orge et la fraction X réagissent dés 1,25 % contre cul
immunsérum alors qu'il faut des concentrations supérieures 3 30

mg/ml de biére lyophilisée pour obtenir une réponse.

Les expériences préliminaires de dd4ffusion montrent dor.

le pouvoir antigénique de composants de la fraction X.
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Les immunocélectrophoré&ses sont réalisées zelon la
méthode classique dé GRABAR et coll. (198) modifiée par SCHEIDEGGD=
(199) . En tampon véronal pH 8,2 u : 0,05, lL'&lectrophordse sur
lame de microscope en gélose & 2,5 ¢ dure Z h-oures dans un chamo
électrique de 4,5 V/cm. Aprés réactions immunclogigues et &limi-
nation de l'excés de sérum, les plagques sont colos3es 3 1'amido-

Schwarz.
- Résultats

Les photos présentées figure 10 illustryent les réac-
tions immunologiques de la fraction ¥, contre les immunsirums,

anti-bi&re normale, anti-bié&re pur malt, anti-fraction X. (p. 82).

Contre le sérum anti-bidre normale +rci: zrcs sont
discernables. L'arc majeur est anodigque, un autre arc trés res-
seré sur lui-méme entoure le dépdt quant au troisidme arc, trés

peu marqué, il est trés légérement cathodique.

srn/ton
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Contre l'antisérum bidre pur malt la fraction X
réagit en donnant deux arcs. L'arc majeur anodique apparait
bifide, l'autre arc mineur est aussi cathodique, par contre,
1'arc entourant le dépdt n'existe plus. L'utilisation de grains
crus (mals) pourrait induire 4'aprés DONNHAUSER(199s) la forma-
tion de ce troisiéme arc existant pour la biére normale. Il
convient de rester circonspect, les qualités des immunsé&rums
anti-biére sont trés variables selon les lapins. Pour ré&pondre de
fagon formelle & la question,il nous aurait fallu dé&river notre

étude sur l'étude d'extrait de mais.

Contre l'antis&rum anti-fraction X, un arc trés anodique

est révéle.
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-~ Techniques utilisées

Le dosage de fractions par des méthodes immunologigues

peut se rattacher 3 deux types :

- méthode par diffusion dans un gel contenant 1'immunsérum ;

- méthode par immuneé&lectrophor&se quantitative.

Le principe de 1'immunoélectrophorése quantitative est
dii & LAURELL (200) ; l'antigéne migre sous l'effet d'un champ
électrique dans un gel contenant l'immunsérum. Pour un anti-sérum

donné, les arcs de précipitation dessinent un cdne dont la hauteur

00./.‘-



FRACTION X

ANTI BIERE PUR MALT

 FRACTION X

ANTI FRACTION X

FRACTION X

FIGURE 10
IMMUNOELECTROPHORESES
DE LA FRACTION X
Véronal pH 8,2 p 0,05 4v/cm 2 h.
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est proportionnelle 3 la quantité d'antigénes.

- En recherche brassicole, deux auteurs ont repris
cette technigue : LOISA et CEG1l. (201) pour la détermination
quantitative des protéines intexrvenant dans la formation des
troubles de la biére: GRABAR et DAUSSANT (202} pour é&tudier la
réaction des biéres de mousse et résiduelle contre un immunsérum

anti-trouble de la biére.

- Parallélement 3 la technique originelle de LAURELL
(203) nous avons utilisé& une autre méthode quantitative, baptisée

technigque de LOISA modifife E.N.S.I.A.

Pour économiser les immunsé&rums. nous avons inversé
la répartition antigé&ne et anticorps. L'&chantillon 3 analyser est
inclu dans le gel coulé sur la plague de microscope. 5 ul 4'immun-
sérum sont déposés dans un puits de 2 mm. de diamétre. Pour que les
rapports antigénes anticorps solent convenables, nous diluons

1'immunsérum au 1/2 et au 1/3 par du tampon véronal pH 8,2.

~ Résultats

Les méthodes de dosage guantitatif par des réactifs
immunologiques sont illustrées par les photos n® 11 p. 85

Elles appellent les commentaires suivants :

- L'immunodiffusion radiale montre (figure 11 a p. 85 )]
que la fraction X réagit en solution & 2, 5, 10, 15, 20 % pour des
dépbts de 5 ul, dans une gélose contenant §, 10, 20 % dfimmunsérun
anti-orge anti-malt EBC. Les meilleurs résultats sont obtenus dané

une gélocse contenant 10 % 4d'immunsérum EBC. Trolis cercles

sun/n't
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concentrigques sont décelés et pour des concentrations de la

fraction X supérieures 3 10 %, deux cercles se dédoublent. Le
composé& X contient donc au moins trois constituants réagissant

avec l1l'immunsé&rum anti-orge.

- L'immunoé&lectrophorése quantitative selon LAURELL (204)
reprise par LOISA (205} nécessite de couler une g&lose contenant
5,10 ou 20 % d'un immunsérum. Les meilleurs résultats sont enregis-
trés pour une gélose contenant 10 % d'un immunsérum anti-fraction X
les dépbts représentant 5 ul d'une solution ¥ 3 10, 5, 2 %. Deux
cSnes de hauteur proportionnelle aux dépdts sont visibles sur la
photo 11 b p. 85. Pour mener 3 bien cette technique, nous utilisons
de l'indubiose 37°C ¥ 3 2 %. L'é&lectrophorése a lieu pendant 18
heures 3 4°C sous 4,5 V/cm. Pour &viter des phé&noménes parasites
de réophorése, une demi~heure aprés le départ de la migration, la

gélose est recouverte d'un plastique Saran wrap.

- Pour &conomiser les précieux immunsérums antifraction X
nous avons modifié la technique d‘'immunoélectrophorése quantitative.
L'é&chantillon & analyser la fraction X est coulé dans de l'indubiose
37°C fabrigquée en tampon vércnal pH 8,2 u0,05. Le d8pdt est alors
constitué de 5 ul de 1l'immunsérum anti-fraction X, tel guel ou
dilué 2 ou 3 fois. Les photos 11 ¢ montrent la sensibilité et
la finesse de la technique. Deux c&nes sont décelés pour des échan-
tillons coulés dans le gel représentant 0,05 ml, ¢,02 ml et 0,01 ml
de fraction X & 10 % dans le tampon d'électrophorgse. La migration

électrophorétique se déroule comme citée ci-dessus.

Gréce aux technigues immunologiques, nous disposons

aoc/eeo
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ANTT ORGE E,B.C, 0.2 m

i 3
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FRACTION X 5 ui
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FIGURE 11
DOSAGES QUANTITATIFS DE LA FRACTION X BUSB
PAR METHODES IMMUNOLOGIQUES \PUD

lila - Immunodiffusion radiale
11b - Immunoé&lectrophorése quantitative selon LAURELL
"1llc - Immunoélectrophorése selon LOISA modifiée ENSIA
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d'un outil gui pourralt permettre de doser des composés de la

fraction X.

25.5 -~ CONCLUSION

T 90 o S e e 1002 .

La fraction X posséde donc des constituants antigéniques
Elle réagit contre des immunsé&rums anti-biére normale, anti-biére
pur malt et anti-orge. Grdce & 1'immunsérum anti-fraction X, des
dosages pourraient 8tre abordés soit en immunodiffusion, soit en
immunoé&lectrophorése guantitatives. L'importance des caractéristique
immunologigues de cette entité mousse positive sera discutée
ultérieurement dans le paragraphe : filiation entre la fraction X

de la biére et les protéines de l'orge

26 - CONCLUSION

Pour aborder le problédme de la mousse de la biére, nous
avons pensé concentrer les facteurs mousse positifs en réalisant de
la biére de mousse. Le moussage est assuréd en continu & l'aide d'ure
tour de mousse. Pour conserver cette bidre de mousse et constituer

un stock homogéne, nous la lyophilisons.

L.a bidre reconstituée concentrée 3 fois, est fractionnée

-

chimiquement. Nous utilisons une méthode de relargage & l1l'€thanol.

Une fraction dénommée fraction X est obtenue 3 raison de 75 mg par

litre de bhiére initiale.

w-t/a.c
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Cette entité se révéle au test de moussage E.N.S.I.A.,
comme une fraction mousse positive, trés intéressante tant pour la

formation que pour la stabilité de mousse.

- Du point de vue chimique, la fraction X contient i cdté
de molécules vraisemblablement adsorb&es {(isohumulones et polyphaénd
47 % de protéines et 51 % d'oses totaux dans le rapport glucose 18,
Arabinose 1, xylose l. La nature glycoprotidique des composés de
cette fraction reste posée : Les oses habituellement présents dans
les glycoprotides (acides uroniques, osamines, acides sialiques)

n'existent pas.

Une hydrolyse pronasique menée dans des conditions
peut-étre trop drastiques, conduit 3 une fraction polysaccharidigue
pure. Cependant, en &lectrophorése une coloration P,A.S. positive

est possible,

-~ L'absence de méthode &lectrophorétique permettant de
visualiser des fractions issues de bidre, nous & conduit 3 nous
intéresser, fin 1971, & la technique d’électrofocalisation sur gel
de polyacrylamide en plague. Pour pallier les difficultés de visua-
lisation, nous avons mis au point sur ce support {(gel de polyacry-
lamide 5 %, ampholines 1 %) des mé&thodes de colorations spécifiques.
De méme pour la conservation, nous avons trouvé une technigue de
vitrification des gels. La gel &lectrofocalisation révéle combien
l'entité X est hétérogéne. Dans toute la gamme de pH 10-3,25 bandes
sont révélées. Bien que le probléme de complexes ampholines fractios
de la bi&re soit posé&, il est certain que la reproductibilité de la
technique de gel &lectrofocalisation permet d'affirmer que cette

méthode constitue un excellent moyen analytique.

ced/ e



- 88 -

-~ L'immunoélectrophoré&se nous apporte de précieux

renseignements.

=

Gradce & 1'EBC, nous disposons 3 cOté de 1l'immunsérum
anti-orge E.N.S.I.A., d'un sérum cheval anti~orge anti-malt.
La fraction X réagit contre cet immunsérum en donnant, pour des

solutions 3 20 g%, 5 arcs en diffusion radiale.

Nous avons risqué l'injection 3 des lapins, de bidres
normale et pur malt reconstituées aprés lyophilisation. Nous
obtenons des immunsérums anti-bi8re normale et anti-bi&re pur
malt comparables. De méme, la fraction X. induit la formation
d'anticorps,or la fraction X est issue de bidre de mousse. Dans
la biére résultant du drainage de la mousse, il subsiste donc des

composés antigéniques.

-~ Enfin, 3 1'aide de 1l'immunsérum anti-fraction X,
nous avons pu conduire des essais préliminaires d'immunoé&lectro-
phorése quantitative, soit en faisant migrer l'é&chantillon dans
une gélose imprégnée d4'immunsérum, soit 3 l'inverse, en faisant

migrer l'immunsérum dans une gélose contenant 1l'é&chantillon.

L'ensemble des résultats présentés dans ce chapitre :
Etude d'une fraction mousse positive est rassemblé au tableau

synthétique X page 89.

cos/ o
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TABIEAU X

CARACTERISTIQUES DE L'ENTITE

MOUSSE POSITIVE X

i o o e Al v W e

PREPARAT ION

Bidre Normale

1.000 ml
Biére de Mousse - filtrée
80 m} ~ lyophilisée

Reconstitution de la biére x 3
Relargage chimigue & l'éthanol
|

FRACTION X
75 myg.

CARACTERISTIQOUES FHYSIQUES

Poudre brune Pouvoir moussant + + +
CARACTERISTIQUES CHIMIQUES p : 100 m.s

Protéines 46,8 Iscohumulones 2,3%

Oses 51,3 Polyphénols 0,12%

{Glc 18~ Ara 1~ Xvl.1l)
Nature Glycopotidigue ?

CARACTERISTIQUES ELECTROPHORETIQUES

-BAS 10 bandes
-APCA 25 bandes

~ Acétate de cellulose Gel Blectrofocalisation

CARACTERISTIQUES IMMUNOLOGIOQUES

- Entili bidre normale ~ Anti fraction X

-~ Anti bidre pur malt - Anti orge EBC
ENSIA
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La fraction ¥ ebtenue par relargage 3 1'é&thanol de
biére de mousse rassenble les composé&s mousse positifs responsa-

bles de la formation et de la stabilité de la mousse.

Nous avons cherché 3 fractionner cette entité mousse

positive de fagon & mieux localiser les composé&s moussants.
Quatre types de technigques ont &té€ utilisées :

- le tamisage moléculaire ;

~ la chromatographie d°é&changes d'ions ;

§

1'électrophorése préparative ;

1'électrofocalisation.

A notre avis,les 8lectrofocalisatiors en colonne et
sur gel de polyacrylamide ont apporté les meilleurs résultats.
Pourtant ces méthodes ne sont pas préparatives. Pour isoler &
partir de la fraction X, mélange biclogique complexe, un cons-
tituant purifié, il faudra coupler plusieurs technigques, en tenant
compte des derniéres conclusions apportées par 1'é&lectrofocalisa-

tion.

Bien que nous ne soyons pas parvenus & isoler un cons-
tituant remarquable vis-3-vis de la mousse par les trois premiséres
technigques, nous les citerons car elles permettent de comparer
nos travaux avec ceux d'ANDERSON (204), et elles constituent un
travail de premiére approche indispensable d la poursuite de nos
recherches.

ou‘/oau
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31 - ERACTIONNEMENT DE L ENTITE MOUSSE POSITIVE X PAR TAMISAGE

MOLECULAIRE

31.1 - INTRODUCTION

s e O . v o A SO i T

Les industriels brasseurs imputent aux protéines
adialysables et de haut poids moléculaire de la biére la respon-
sabilité de la formation et de la stabilité de la mousse. Or en
£ait, peu de chercheurs ont déterminé le poids moléculaire de
fractions issues de biére. SCALLET (voir p. 19 )} classe les
poids mol&culaires des protéines précipitées de bisre par 804
(NHY), entre 34 000 et 73 00O. ANDERSON (Voir p. 23 ) utilise le
tamisage moléculaire sur gel de sephadex. Une fraction exclue de
G 25 est &tudiée par ultracentrifugation. D'aprés l'auteur, elle
contient des suhstarices " presque homogénes " de poids moléculaire
d'environ 10 000. Le britannigue poursuit 1'étude de ce composé
en utilisant des ré&sines échangeuses d'ions avec ou sans traitement

par adsorptiou.

Le trevail d'ANDERSON constituant la seule référence
a servi de poipt de départ 3 nos rechercipes. Nous avons voulu
reproduire les résultats présent&s en 1963 et 1966, puis nous
avons élargi l1l'&tude en gel filtration en utilisant plusieurs
gels : G25, G50, 575, de fagon & connaitre la distribution dans
l'&chelle des poids moléculaires des composés de l'entité mousse

positive X.

31.2 ~ MODE_OPERATOIRE

O A i S s W < W 0 U

400 mg de la fraction X sont dissous dans 10 ml d'eau

distillée. Apric ceatrifugation, ils sont déposés sur une colonne

Iﬁ./i‘.
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chromatographique de 2 x 40 cm thermostatée 3 4°C. La colonne est

=

éluée par le haut 3 raison de 25 ml/heure. L'é&luat passe par un
absorptiométre enregistreur 8 280 nm et est collecté par fractions
de 6 ml. Les oses sont dosés sur chaque fraction par le phénol
sulfurique. Une courbe d'absorption entre 400 et 220 nm est réa-

lisée sur les pics chromatographiques pour déceler d'éventuelles

nucléoprotéines ou des composés renfermant de l'acide férulique.

Les fractions regroupées et lyophilis&es sont alors

soumises :

au test E.N.S.I.A. de moussage ;

- aux dosages chimigques d'oses totaux et de protéines :

d 1l'électrophorése sur acétate de cellulose ;

a8 1'immunoé&lectrophorése.

31.3 - RESULTATS

La figure 12 p. 93 présente un diagramme d'é&lutio
d'une colonne de Sephadex G25 super fine. Environ 75 % de la
poudre déposée est récupérée aprés lyophilisation. Le pic A
d'exclusion représente prés des 3/4 de la poudr; récupérée. Le

composé B2 brun trés sombre, trég hydroscopdgque est difficilement

récupérable.

Aucune fraction ne présente de pic d'absorption autre
que le pic " protéique & 28C nm! L'assertion 4'ANDERSON concernant
la présence de nuclé&oprotéines et d'acide férulique, repérés par

un spectre d'absorption & 254 nm et 320 nm, n'est pas vérifiée.

Le pouvoir moussant des diverses fractions est apprécié
par le test E.N.S.I.A.

uco/oco



GEL FILTRATION

G 25 SUPERFINE

T 4
280
nm
o#
40 120 mi
100mg 735 20,0 56 rendement 9%
FRACTION X
%
46’ % &2 20 composition
4 chimique
@ oses
o protéines ~-~ oOses totaux
FIGURE 12

GEI. FILTRATION
Elution d'une colonne de 2 x 40 cm

de G 25 Superfine
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Les photos rassemblées figure 14 p. 96 nontrent le
comportement différent des diverses fractions quant 3 la formation
et la stabilité de mousse. La fraction A est la plus moussante,
mais ses caractéristiques sont voisines de celles de l'entité
moussante X constituant le composé de départ. Les électrophoréses
sur acétate de cellulose et les immuncélectrophoréses figurées p.95
(figure 13) ne différencient guére les diverses fzactiéns. En
immuncélectrophorése, les quatre fractions réagissent en solution

a4 10 % contre 1'immunsérum anti~fraction X en donnant un arc

anodique. Par contre, les fractions B, et 32 ne réagissent plus en

1

solution 8 5 %, alors gue les constituants A, et Az donnent toujour:

1

un arc a& cette concentration.Bn modifiant les conditions expérimen-
tales du tamisage mol@culaire sur G25, le fractionnement interprétd
a4 1l'aide du diagramme d'élution et de l'é&lectrophorése suxr acétate
de cellulose n'est pas amélioré. Par contre, l'emploi d'autres
gels tels gue G50, G75, G100, permet des fractionnements ulté~-
rieurs de la fraction Al’ mais le pouvoir moussant des sous=fractics
obtenues est moindre que celui du composé Al‘

La fraction initiale ¥ et la sous~fraction Al sont
traitées alors par le stabifix selon ANDERSON. Le stabifix est
un adsorbant synthétique, utilisé industriellement pour assurer
une meilleure stabilité& colloidale i la bidre. Si comme 1'affirme
1'auteur britannique, le stabifix fixe bien 30 % des protéines de
1'entité X, il n'en résulte pas pour autant une amélioration des
qualités de mousse, tant de la fraction brute X gque de la sous-

fraction A Les photos de la figure 14 le prouvent.

10
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CULORDITRATION o 2% SUPERFINE

AMIDO SCHWARZ

YRRONAL pE 8,7 u 0,05 10 Viem 1 h., 30

ANTT FRACTIOM X

X Y
R 8 &
2 ¢ i

VERCONAL pH 8,2 4 V/em 2 h.

FIGURE 13

ETUDE DES FRACTIONS ISSUES
DE GEL FILTRATION
13a - Electrophor&se sur Acétate de Cellulose pH 8,7 p 0,05 10V/cm 1 h 30
13b - Immunoélectrophorése pH 8,2 p 0,05 4V/cm 2 h.



GEL FILTRATION
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STABOTE Y
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TRAITEMENY AU STABIFIX

fraction X fraction :!‘l1

4

FIGURE 14

POUVOIR MOUSSANT DES
FRACTIONS ISSUES
DE GEL FILTRATION
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31.4 - CONCLUSION

5 Y QR A — "

Si la technique de tamisage molé&culaire n'apparait
pas comme une méthode préparative d'une sous-fraction exceptionnelle
du point de vue mousse, elle permet de débarasser l'entité de départ
X de substances peu moussantes. La fraction Al exclue sur Sephadex
G25 rassemble les gqualités mousse positives, elle nous apparait
beaucoup plus hétérogéne que ne le pense ANDERSON/. Le traitement
au stabifix, s'il fixe préférentiellement des protéines n'apporte

pas, & notre avis, d'amélioration de la mousse.

Le tamisage moléculaire peut se révéler intéressant
couplé 3 une autre méthode, le fractionnement par &changes d'ions par

exemple.

NS NN S RS BRI N I I L S S R NN NN NSNS
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L.a fraction X, mousse positive, est préparée par relar-
gage chimique & l'é&thanol (voir page 50). Elle contient 47% de
protéines (N x 6,25 par Kjeldahl) et 51% dfoses totaux.

Si une fraction purement polysaccharidigue est co-préci-
pitée avec les protides, une technique de chromatographie 4'échanges
d'ions devrait permettre d'éliminer une fraétion neutre sans protides
En recherche en brasserie, les celluloses modifiées ont étéutilisées
pour le fractionnement des albumines de 1'orge (ENARI et al (205),
PREAUX (206) Jet 1'é&tude des fractions basiques de 1'orge (MAZERON

(207) ). Pour l'étude de composés de la bidre, les seules ré&féren-



ces sont apportées par NOMMI et goll, (268) pour l'&tude des compo-
sés du treouble et par ANDERSON ( voir page 27). Rappelons qu'’ANDER-
SON a attribué & des composés 30% glucidigue, 70% protidiques,
baptisg&s hétivement glycoprotéines, un pouvoelr moussant important.
Dans le cadre de nos travaux de premidre approche, nous avons repris

des expérimentations similaires.

- Deux types de celluloses modifiges ont &té

utilisés

as

f

la D.E.A.E. cellulose &changeur d'anions.

H

la C.M. cellulose &changeur de cations.
Blles sont traitées selon les modes opératoires pré~f
conisés par la firme WHATMAN ﬂ.

- La DEAE cellulose est utilisée pour fraction-
ner l"entité mousse positive X issue de bidre de mousse, dans les
conditions suivantes. La cellulose &changeur dfanions équilibrée
dans le tampon :

Acétate de szodium 0,02 M pH 4,0,
¢st placée dans une colonne chromatographigue thermostatse & 4°C.
Aprés passage du tampon de départ pendant 12 heures minimum, le lit
de DBAE est de 40 x 2 ¢m. 1 g. de la fraction X en solution dans lé
tampon de départ est appliqué au sommet de la colonne. L'&lution de
haut en bas est réalis€e 3 l'aide d'une pompe péristaltique 3 raisén
de 80 ml/h. L'elyat passe par un absorptiomdtre enregistreur &
280 nm et les fractions de B ml sont collectées toutes les 6 mi-~
nutes. Le fractionnement chromatographique est r&alisé a pH constant
par déplacement du matériel fixé& 2 l'aide d'un gradient &iscontinu

de force ionigue, en ajoutant dans le tampon de départ du NaCl,

E TFournisseur DANMATT, 198 rue St. Jacques PARIS Vé.
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pour obtenir dans les 3 tampons postérieurs au tampon initial, les
molarités en sel respectivement de 0,03 M, 0,1 M, 0,5 M. L'emploi
de DEAE &quilibré&e en tampon Ac Na 0,005 M pH 4,0, et d'un gradient
d'élution de force ionique linéaire et continu, n'apporte pas d4d'amé-

lioration aux fractionnements.

- Dans des colonnes et 3 des débits d'é&lution
analogues, des chromatographies sur CM cellulose ont &té réalisées.
Le tampon initial est une solution d'acétate d'ammonium 0,1 M, de
pH variable : 3,5, 4,1 ou 5,5. Le déplacement chromatographique est

effectué par l1l'emploi d'un gradient discontinu croissant de pH.

- Les fractions obtenues par chromatographie
d'échanges d'ions sont alors dialysées contre eau distillée, lyophili-
sées. Elles sont alors dos@es, soumises au test de moussage et ana-

lysées par électrophorése et immunoélectrophorése. 3T\

L]LLE
M’

32.3 ~ RESULTATS

Wbt D s v S - W Y

La figure 15 p. 100, présente le diagramme dfélution d'u-
ne DEAE cellulose tamponné&e en solution Ac Na 0,02 M pH 4,0. Nos ré-
sultats sont 2 comparer avec ceux A4'ANDERSON décrits page 27.
Contrairement & ses conclusions, il ne nous a pas été possible d'éluer
une fraction purement polysaccharidigue non retenue sur la colonne,
aussi bien & partir d'une fraction ¥ brute, que d'unesous—~fraction
Al exclue d'une colonne de Sephadex G 25, obtenue & partir de l'entité
mousse positive X. Nous avons alors utiliséd'autres systémes tampons
dans le but d'éliminer un composé purement polysaccharidique consg-
tituant un ballast pour la fraction X. Nous nous contenterons de les
citer car aucune chromatographie tant surDEAE cellulose que sur CM cel-

lulose n'a permis l'obtention d'une fraction purement polysaccharidi-

gue. Pour la DEAE nous avons opté pour l'é&lution des colonnes & 1'ai-
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de d'un gradient de force ionique,le pH restant constant. Les tam~

pons 4'équilibrage des colonnes ont été les suivants :

- tampon phosphate de Na 0,005 M, pH 8,0, pH 6,7, pH 3,75.

- tampon citrate de Na 0,01 M pH 3,0.

Pour la CM cellulose, nous avons utilisé les systémes tampons décrits
ci~dessus ¢

. Le diagramme de la figure 15 p. 100 précise les rendements de la
chromatographie et les pourcentages d'oses des différentes fractions.
. Il faut noter que l'on obtient, dans les mémes conditions d4'expé-
riences, des diagrammes d'é&lution guasi superposables pour des dé&-
pbts de 1 g. aussi bien de la fraction brute X gque de sa fraction
dérivée Al exclue sur Sé&phadex G 25.

. ke rendement global de la chromatographie, aprés dialyse et lyophi-
lisation des fractions est de 65 p.l00. Les 3/4 de la fraction X

sont &lués par le tampon de départ. La sous-fraction 53, éluée par

le second tampon sous forme d'un pic symétrique, représente 10% du

matériel récupéré, le pic B, contient 10,4 p.100 d'oses totaux dont

3
1,9 p.100 de pentoses et 8,5 p.100 de glucose, déterminés selon les
techniques rapportées p. 56. Par rapport & la technique de tamisage
moléculaire, le fractionnement par échanges d'ions conduit 3 des
sous-fractions tré&s notablement différentes du point devue compositior
chimique. Le taux d'oses déterminé par le phé&nol sulfurique varie de
71 p.100 pour la sous-fraction Al & 2 p.100 pour la fraction mineure
D. Aucune fraction n'est ni purement polysaccharidigue ni purement:
protidique.

. Quant aux spectres d'absorption, les diverses fractions en solution
3 2% ne montrent pas de pic 3 320 nm révélateur, d'aprés ANDERSON,
d'acide férulique.

. L'analyse é&lectrophorétique figurée schéma 15 P. 100 ne présente
pas de bandes individualisées méme pour la fraction B3 pauvre en oses

totaux, mals des zones diffuses.



- 102 -
. L'analyse immuno&lectrophorétique estréalisée 3 l'aide de trois
immunserums anti bidre normale, anti fraction X et anti orge ENSIA.
Les photos présentées figure 16 p.103 appellent les commentaires
suivants . pes diverses fractions sont étudiées en solution 3 10%.

Toutes les fractions réagissent, méme la fraction A , contenant

1
71 p. 100 d'oses totaux. Contre l'immunsérum anti-orge ENSIA, l'enti-
t& mousse positive X &tudiée donne deux arcs de précipitation, alors
gue les sous~fractions.A2 et A3 ﬁontrent trois arcs. Ces composés
respectivement 3 12 et 9 p. 100 d'oses totaux, rassemblent l'ensemble
des proté&ines antigéniques de la fraction X. Un composé mineur de
1'entit® mousse positive, soit masqué par d'autres constituants,

soit en concentration insuffisante dans la fraction brute X est donc
révélé 3 la suite d'une purification sur échangeur d'ions. Il con-
vient de rester circonspect sur l'interprétation des plaques d'fimmu-

noélectrophorése ; en effet, il faudrait en toute rigueur faire des

essais systématiques de concentrations.

- Les caractéristigques moussantes des fractions
obtenues par &change d'ions sont visualisées figure 17 p. 104. La
mousse n'est pas fonction de la richesse en protéines. Ainsi la
fraction mineure (moins de 1,5 p. 100 de la poudre récupérée) D,
trés pauvre en oses totaux (2%) a une mauvaise mousse. La fraction
B3, représentant 10 p. 100 du matériel récupéré, comprenant 10 p.100
d'oses totaux, se révéle intéressante pour la formation et la stabi-
1lité de la mousse. Sa mousse toutefols est légdrement supérieure

d celle de la fraction AI polysaccharidique & 70 p. 100.

32.3 ~ CONCLUSIONS.

o U P D U T 2t W Mo S

- Bien gque l'analyse immunoélectrophorétique
montre un fractionnement médiocre, la chromatographie d'échange

d'ions sur DEAE cellulose fournit des composé&s de composition chi-
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mique trés différente et de propriétés moussantes trés variables.

~ Le pouvoir moussant des fractions n'est pas
1i& 3 leur richesse en protéines. La fraction Al, non retenue sur
la DEAE cellulose &quilibrée en tampon Ac Na 0,02 M pH 4,0, trds ri-
che en polysaccharide (71 p. 100) a un pouvoir moussant trés légére-
ment inférieur & celui de la fraction 83, pauvre en oses totaux (10
p. 100). Cette fraction B3,intéressante pour la mousse, est &luée
de la cellulose par l'emploi du tampon de départ additionné de Na Cl
(0,03 M). Cbtenue & raison de 10 p. 100 du matériel déposé, en
tenant compte des 65 p. 100 de rendement de la chromatographie, elle

représente environ 4 mg. par litre de bidre initiale.

- Contrairement aux assertions 4'ANDERSON, la
chromatographie d'échange d'ions tant sur DEAE cellulose que sur
CM cellulose ne nous a pas permis d'obtenir 3 partir de la fraction
brute X, un composé purement polysaccharidigue ou purement protidi-
que. C'est pourquoi nous nous sommes tournés vers une nouvelle

technique : l'électrophorése préparative.
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- L'électrophorése préparative sépare les
colloides selon leurs charges &lectriques. La fraction X, mousse
positive, isolée de biére par relargage chimigue & 1l'é&thanol, con-
tient plus de 50% d'oses totaux. Par ce mode de fractionnement, un
composé purement polysaccharidigue est-il co-précipité avec les
protides ? L'électrophorése préparative devralt apporter une solution

d ce probléme.
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- Nous disposons d'une &lectrophorése prépara-
tive sur rideau de papier BECKMAN CP. Le support d'é&lectrophorése
vertical est aliment& en tampon en continu, de méme, 1'é&chantillon
est déposé en continu. Le champ électrique horizontal de 20 & 50
V/cm assure le fractionnement des ﬁolécules chargées &lectriquement.
A la base du rideau de papier de 39 x 35 cm, un découpage en 32

dents permet la ré&cupération des fractions & l'aide d'un collecteur.

~ Les paramétres a fixer de fagon a obtenir un
fractionnement &talé& sur toute la largeur du rideau de papier sont :
- la composition du tampon dfélectrophorése ;
~ la vitesse d'&coulement du tampon créant la force verticale d'en-
trainement des colloides ;
~ le champ &lectrique cré&ant la force horizontale permettant la
discrimination des particules chargées ;

- enfin, l'emplacement et le débit d'injection durdépdt.

33.2 - MODE_OPERATOIRE

e s s M s . S WA M S O WA ot e

Aprés une &tude préliminaire des divers paramétres,
les meilleurs résultats sont obtenus pour les conditions suivantes :
Le tampon d'électrophorése d'ARONSSON et GRONWALL (209)
recommandé par la firme BECKMAN (210) et utilisé& par JAKUBCZAK (211)

a pour composition :

- TRIS 60,5 g )
)
- EDTA 6,0 g )
) pH 8,9
-~ Acide borique 4,6 g )
)
- Bau g.s5.p. 3.000 ml )

Le tampon refroidi & 4°C par le groupe frigorifique
de 1l'appareil coule en flux continu, 3 raison d'environ 20 ml/heure

(débit général graduation 8).
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Le dépdt est constitué, d'une fraction X, issue
de biére normale reconstituée et concentrée 3 fois aprés lyophilisa-
tion. Il est injecté& en solution 3 10%, a la verticale de la dent
n® 10 sur la 2&me languette gauche du rideau de papier, au débit de

0,55 ml/heure (Sample feed 4).

- La migration é&lectrophorétique sous 900 volts
dure 72 heures. Aprés ce temps, il se produit 3 la verticale du d&-

pdt, un colmatage du papier par des substances brunes.

Les fractions sént récupérées et rassemblées
pour étre mises en dialyse et lyophilisées. Les critéres du groupe-
ment des fractions sont basées :

- sur l'observation du chromatogramme sous la lampe de Wood.
- sur la révélation du chromatogramme en amidoschwarz.
- sur les dosages systématiques d'oses totaux par la méthode au phé-

nol sulfurique engrélevant 0,2 ml de chague tube collectéd.

33.3 - RESULTATS

. - oon o -

L'observation des chromatogrammes en lumiére
ultra-violet montre un composé trés absorbant & la verticale du
dépbt, latéralement la fluorescence est plus diffuse, le reste du

chromatogramme reste non coloré.

La coloration & l'amidoschwarz ne révéle pas de
bandes majeures, elle reste diffuse sur tout le chromatogramme. Ce
mode de révélation reste toutefois utile, car il permet d'apprécier

l'étalement du fractionnement.

Le dosage d'oses totaux au ph&nol montre, comme
le témoigne la figure 18 p. 108, la présence d'oses dans l'ensemble

de l'é&lectrophordgramme.
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FIGURE 18
ELECTROPHORESE PREPARATIVE

8 a - Dosage d'oses totaux. Caractéristiques des fractions
18 b - Spectres d'absorption des fractions.
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Les 32 tubes de 1'é&luat sont réunis en 5 frac-
tions. Aprés dialyse pour &liminer le tampon d'é&lectrophorése, les

fractions sont lyophilisées et dosées.

Les résultats enregistrés figure 18 p. 108 ap-

pellent les remarques suivantes :

- Le rendement de 1l'électrophorése préparative
est trés faible : 45% de la poudre déposée est récupérée, le papier
retient des collolides, les nombreuses manipulations et la dialyse

cr&ent des pertes.

Les fractions obtenues sont trés différentes du
point de vue composition chimique. Les composés I et II fluorescents
3 l'ultra violet contiennent des polyphénols, comme l'indique leur
absorption 3 320 nm et leur coloration brun foncé. La figure 18
p. 108 présente les spectres d'absorption en cuve de 1/2 cm entre
450 et 250 nm des 5 sous~fractions issues d'é&lectrophorése prépa-
rative. Nous n'avons pas pu doser ces polyphénols, car les quantités
de poudre récupérées sont faibles. Le constituant II 3 la verticale
du dépdt est trés riche en oses, mais contient tout de méme 30% de
protéines. Le constituant V le plus anodique 3 80% de protéines

posséde encore des oses en quantité appréciable.

- Le fractionnement de l'entité& mousse positive
X par é&lectrophorése préparative, est visualisé par électrophorése'
sur acétate de cellulose et immunocélectrophorése, comnme le présen-

tent les figures 19 p. 110.

Les acétates de cellulose, en tampon classigue
Véronal pH 8,7 et en tampon citrate pH 5,2 montrent un fractionne-
ment, mais il faut remarguer qu'un constituant cathodique en pH 5,2

subsiste dans toutes les fractions.
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 ELECTROPHORESE PREPARATIVE

. . 4. US}
FIGURE 19 (\*/

ETUDE DES FRACTIONS ISSUES -
DE L'ELECTROPHORESE PREPARATIVE

19a - Electrophoréses sur acétate de cellulose pH 8,7 et pH 5,2
19b - Immunoélectrophoré&se pH 8,2 p 0,05 4V/cm 2 h.
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Les fractions II, III, IV, en concentration A
10%, réagissent en donnant respectivement 1, 2 ét 1 arcs en immunoé-
lectrophorégse contre un immunsérum anti-biére normale. L'arc majeur
correspond-t'ilvau composé visible sur l'&lectrophorése en acétate
de cellulose ? Un composé& possé&dant un fort pouvoir antigénique
peut-il étre présent dans les diverses fractions d'électrophorése
préparative ? Une ré&ponse pourralit Btre apportée, en faisant sur

chagque tube une Etude systématique d'essais de concentration.

Les pouvoirs moussants des fractions I &3 v
sont testés selon la mé&thode E.N.S.T.A. et illustrés par la figure
20 p. 112. Les résultats sont trés symptomatiques et surprenants.
Les pouvoirs moussants sont tous comparables. Des fractions ayant
des taux d'oses aussi différents que les fractions II et V, respec~
tivement 65% et 7,5%, donnent des mousses analogues., Le pouvoir
moussant d'un composé issu de biére n'est donc pas 1i& directement

3 sa teneur en proté&lines,.

L'&lectrophorése préparative sur rideau de
papler BECKMAN CP, a confirmé l'hétérogénéité de 1l'entité mousse
positive X. Des composé&s polyphénoliques sont repéré&s par leur spec-
tre d'absorption. Le fractionnement conduit & des constituants de
composition chimigque trés différente.

Le pouvoir moussant n'est pourtant pas localisé
dans une fraction. L'&lectrophorése préparative confirme la comple-
xité& du probléme de la mousse de la bidre. Pour repérer un consti-
tuant mousse positif exceptionnel, il faudra procé&der par un frac-
tionnement punctiforme. L'é&lectrofocalisation nous a donc semblé

une technique pouvant réaliser ce but.
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vons cherché 3 fractionner cette entité mousse positive de fagon &

mieux localiser les composés moussants.

La gel filtration et la chromatographie d'échanges 4'~
ions permettent de comparer nos résultats & ceux d'ANDERSON (voir
p.27). La gel filtration sur Séphadex G 25 superfine permet d'élimi-
ner des composés peu moussants gqui sont retenus par le gel de dex~
tran. La fraction Al exclue rassemble donc les &léments moussants,
mais ses qualités de mousse restent toutefois comparables & celles
de la fraction brute X. Le traitement par absorption 3 l'aide de

Stabifix n'améliore pas, 4'aprés nos expériences, la mousse.

La chromatographie d'é&change d'ions, tant sur DEAE
cellulose que sur CM cellulose, ne conduit pas, contrairement aux
assertions de l'auteur britannigue, & l'obtention d'une fraction
purement polysaccharidigue. De néme une fraction 100 p.100 protidi-~
que n'est pas obtenue. La chromatographie d'échange d'ions fournit
des fractions trés différentes du point de wvue chimique. Le pouvoir
moussant n'est pas fonction de la teneur en protéines des fractions,
puisqu'une fraction & 70 p.100 d'oses totaux représentant 60 p.l100
de la fraction X a une mousse comparable 3 celle de la fraction 33,

constituant 10 p.100 du composé brut, et dont la teneur en oses n'-

est que de 10 p.100.

L'&lectrophorése préparative sur rideau de papier
BECKMAN CP, confirme gque le pouvoir moussant n'est pas fonction de
la teneur en proté&Ines des fractions. Elle permet de repérer les
constituants absorbant i 320 nm. Toutes les fractions contiennent
des oses, dans cette série d'expérimentations, il nous a aussi &té

impossible d'obtenir un composé purement protidique ou purement

peolysaccharidigque.

L'é&lectrofocalisation en colonne, si elle ne permet
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pas la préparation de composés, autorise un repérage trés fin. Si
le molit dialysé posside des constituants 3 pH 4,5 et 7,5 remarqua-
bles du point de vue mousse, la fraction X isolée de biére de mousse

se distingue particuligrement par son composé de pH 4,5.

L'entité mousse positive X se révéle i nos yeux,
beaucoup plus hété&rogéne que ne le pense ANDERSON. A la lumiére des
expériences d'électrofocalisation, plusieurs techniques devront &-
tre couplées pour isoler le composé le plus remarquable du point de

vue mousse de pH isoélectrique 4,5.

cos/ean
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4° - FILIATION ENTRE DES CONSTITUANTS
DE L'ENTITE MOUSSE POSITIVE X
ET DES CONSTITUANTS DE L‘ORGE
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Le probléme de l'origine des facteurs mousse positifs de la
bidére est posé&, L'entité mousse positive X rassemblant les consti-
tuants moussants de la bidre, il nous a semblé intéressant d'étu-~
dier l'éventuelle filiation de composés de la fraction X et des

composés de l'orge.

Trois méthodes sont utilisées :
- la gel électrofocalisation.
~ l'analyse des acides amin&s des fractions.

~ les méthodes immunclogiques.

bk e s e S et it v . s S o Carte s e Mt Kbt A e ke
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~ Entité mousse positive

Elle est constituée par la fraction X obtenue

a partir de bidre de mousse selon la méthode décrite page 50,
-~ Extrait d'orge

Afin de préparer des extraits d'orge, nous a-
vons suivi les directives de 1'EBC (227). L'orge est un grain vétu
dont les balles restent adhérentes. Or, ces enveloppes apportent
lors des extractions aqueuses ou salines, des composés nuisibles,

du type tanins, qui'peuvent donner des précipités ultérieurs pro-



téotanniques. Nous nous sommes employés 3 éliminer ces enveloppes.
Pour dé&cortiquer l'orge, nous avons modifié
la méthode préconisée par LONTIE (228), en réalisant un lavage cont!
nu pendant 15 h. & 0° C sous vide ; le vide permettant d'arracher
les bulles bloguées sous les enveloppes. Aprés E&gouttage et lyophili
sation, les grains secs sont introduits deux fois pendant 45 s dans
mixer sous-volté, et les té&guments, ainsi que le germe, se dé&tachent
facilement de 1l'endosperme.
L'extraction des protéines est réalisée en

trois &tapes, mouture du grain, dé&lipidation, extraction.
~ la mouture est ré&alisée dans un mixer WARING en trois périodes 4'-
une ninute, la température est maintenue inférieure 3 15°C, par 1'-
emplol de neige carbonigue.
- la déiipidation, discutée par FEILLET (229), est réalisée en deux
&étapes par 500 ml d'acétone § -15°C, sous agitation pendant 30 mi-
nutes, Aprés filtration et aspiration sur buchner pendant 20 minutes
on laisse séjourner 18 heures 3 20°C dans une étuve ventilée pour &-
liminer les vapeurs d'acétone.
- l'extraction de 100 g de farine a lieu dans 500 ml de tampon :

~NacCl O, 4 M

~ Phosphate dipotassique 0,1 M (amené& 3 pH 6,6 par du phos-

phate monopotassigque 0,1 M) pendant 2 heures 3 4°C.
Aprés centrifugation et dialyse contre le tampon, l'extrait

filtré est lyophilisé.

v G T adls s ', 1

- La gel‘éleétrofoealisation avee raccordement

d'ares.

- L'&lectrofocalisation en gel de polyacrylami

de a fait l'ohiet d'une description page 67. Bien gque des r&-
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serves puissent é&tre 8&mises quant aux possibilités d'intéraction
ampholines et composés &lectrofocalisés, nous considéront cette
technique comme la seule acceptable pour l'analyse simple de composé
issus de biére. Rappelons que les fractions analysées par cette tech
nique sont déposées dans un puits dé&coupé dans le gel de 15 % 1 mm.
En plagant deux puits cbte 3 cbte & 3 mm 1'un de l'autre, les bandes
aprés migration diffusent légdrement latéralement. Certaines bandes
se raccordent alors, prouvant qu'elles ont mémes pH isoélectriques.
Ce mode de jonction, s'il ne constitue pas comme le raccordement
d'arcs en immunoélectrophoré&se, une preuve formelle de 1'identité de
deux fractions, peut &tre considérd comme une preuve nécessaire,

mais non suffisante.
- L'analyse d'acides aminés dee fractione.

- Les protélnes de l'orge sont classées en
albumine, globulines, prolamines et gluténines. Ces diverses frac-
tions ont un spectre d'acides aminés caractéristigque (COOK(23g)).
Les teneurs en proline et acide glutamique permettent d'identifier
les fractions.

- HOUSTON (231), en 1971, rapporte une nouvelle
technique. Des fractions protéiques, séparées en &lectrophordse sur
gel de polyacrylamide, colorées 3 l1l'amidoschwarz, sont soumises & |
l'hydrolyse telles quelles, insérées dans le gel. Les acides aminés’
de l'hydrolysat des fractions contenues dans le gel sont analysés 3
l'aide d'un auto-analyseur. Nous avons transposé cette technique-en‘
soumettant & 1'hydrolyse en milieu chlorhydrique, 4 N & 110°C pen~
dans 24 heures : -~ la portion de gel &jectrofocalisation remfermant
les bandes correspondantes 3 la fraction moussante de pH 4,5, obtenue
par &lectrofocalisation sur colonne.

- une portion de gel comparable, dépourvu 4'é&chantil

-

lon, de fagon 3 constituer un témoin blanc.
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- Les teneurs en acides aminés sont détermi-

nées & l'aide d'un auto~analyseur JEOL . *
~ Méthodes immunologiques.

Nous avons utilis& les techniques 4'immunodif~
fusion, d'immunodiffusion quantitative, d'immunoélectrophordse, et

d'immuncé&lectrophorése quantitative décrites précédemment page 79.

2 -
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~ La figure 27 p. 135, présente plusieurs analyses

d'extrait d'orge, comparées & celles de la fraction moussante X.

~ La photo 27 a,montre une possibilité& nouvelle de la
gel électrofocalisation. La substance 3 analyser est répartie dans
la masse du gel, car c'est une solution agueuse de l'&chantillon
qui sert 3 créer le gel de polyacrylamide. L'aspect courbe des bandes
est inévitable. En effet, pour &viter une trop grande consommation
d'ampholines, la largeur du gel est ré&duite 3 3 cm, ce gui occasionne

des effets de bords.

- La figure 27 b illustre la technique de coloration
rapide des protides au bleu coomassie décrite tableau IX p. 78.

5 fractions d'orge et de la fraction X se correspondent.

~ Enfin, les clichés 27 ¢ témoignent du raccordement

de 12 arcs. Les dels sont colorés 3 l'aide de la double coloration

* JEOL~ Agent en France
JEQOL Co Europe ~ REUIL MALMAISON



27 a 27 b

FIGURE 27
GEL ELECTROFOCALISATION D'EXTRAIT D'ORGE

27a - Orge 10 mg coulé dans la masse du gel
27b - Orge (10%) Fraction X 35 pl - Bleu Coomassie Lent
27c - Orge (10%) Fraction X 35 pl - Raccordement d'arcs
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P.A.S., Bleu Coomassie, méthode lente décrite page 79.

La technigue du gel é&lectrofocalisation nous apporte
donc des informations importantes., L'entit® mousse positive X con-
tient 12 constituants, ayant mémes pH isoélectriques que des componés
de l'orge. Le raccordement de leurs arcs en del &lectrofocalisation

laisse a penser que ces fractionsg se correspondent.

Elles ont &t& réaliséés sur :

- la fraction brute, entité mousse positive X.

~ le composé& de pH iso&lectrique isolé par
électrofocalisation, dé&barassé des ampholines et du saccharose par
passage sur Sephadex G 25 fine.

~ 2 portions de gel &lectrofocalisation; l'une
sans échantillon gui constituait le blanc, l'autre contenant la
fraction moussante de pH 4,5 obtenue par &lectrofocalisation, concen-

trée 5 fols mais non purifiée.

Les teneurs en acides aminés ne permettent pas de
conclure. La fraction X, trés complexe, ne peut pas é&tre rattachée i
une fraction protéliIgue de l'orde. Quant & la fraction moussante ob-
tenue par é&lectrofocalisation, elle ne peut pas 8tre classée dans

une catégorie.

La méthode proposée par HOUSTON (232) permettant
1'hydrolyse d'un gel de polyacrylamide contenant 1‘'6chantillon, n'-
est pas transposable directement aux gels éleatrafecaliaaéian. Les
ampholines présentes dans le gel apportent des pics non identifiéds,
et le gel de polyacrylamide lui-méme libére un ballast trés important

de NH3.
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- Pour étudier la filiation des constituants
de la fraction X et des composés de l'orge, nous disposons de deux
immunsérums : |
- un immunsérum lapin antil orge, prépargé 3 1'ENSIA et conservé conge-
18 &8 - 18°C.

- 1'immunsérum anti-orge, anti-malt EBC préparé par immunisation d‘un

cheval, présenté soug forme lyophilisée.

- En immunodiffusion, la fraction X réagit
contre 1'immuns&rum EBC dé@s une concentration de 1,2 p. 100; 3 partir
de 2,5 p. 100, deux arcs de précipitation sont visibles. Comme en
témoigne la photo 11 page 85, en immunodiffusion quantitative, la
fraction X en solution & 20% laisse apparaftre 3 arcs dans une gélose
imprégnée de 10 p. 100 d'immunsérum EBRC. Il faut souligner gue, si
1'on tient compte du dédoublement de 2 arcs, c'est alors 5 arcs qui
sont mis en &vidence.

- En immunoélectrophorése, contre 1'immunsérum
anti-orge ENSIA, la fraction X en solution & 10% donne deux arcs ﬁei
précipitation anodiques en tampon véronal pH 8,2 u ¢,05. La photo
16 p. 103 réveéle gqu'il existe un troisiéme constituant mineur. Ce
troisiéme constituant mineur n'apparait pas dans le cas de l'étude
de la fraction brute X, mais il est mis en &vidence par immuno&lec-
et A

trophorése des fractions a - en solution & 10%. Ces fractions

2 3
sont issues de la chromatographie sur DEAE cellulose de l'entité

mousse positive X. Ra?pelons que si la fraction X contient 51 p. 100

d'oses totaux, les sous~fractions A, et Aa n‘en comtiennent plus que

P
9 et 12 p. 100 , nmais ces composés BZ et AB ne donnent pas une mousse

intéressante.

~ En ce qui concerne les fractions moussan~-
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tes obtenues par &lectrofocalisation, une &tude en immunodiffusion
contre le sérum anti-orge anti-malt EBC montre un arc de précipita-
tion pour les sous~fractions concentrées 3 foils, de pH isoélectriques
compris entre pH 4,40 et 5,6. L'immunoé&lectrophorése présentée figure
18 a p. 108 prouve dque les fractions moussantes de pH iscélectriques
4,51 et 5,05 ont au moins un composé dérivant de l'orge. Les immuno-
é&lectrophorése quantitatives (fig. 28b p. 139} selon LAURELL (233)
apportent des informations complémentaires. A l'aide des immunsérums
anti-biére normale et anti-fraction ¥, les composés 4,51 et 5,05
issus d'é&lectrofocalisation, révélent non pas un, mais deux consti-~
tuants antigénigues. Les sous-fractions moussantes isolées par &lec~
trofocalisation ne sont pas pures ; elles contiennent deux composés

antigéniques dont un provient directement de l'orge.

e i i o et e o s i
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La question de la filistion de composés responsables
de la mousse de la bidre et constituants de l'orge est abordée de

trois facons.

Les spectres des acides aminés de 1'entité& mousse
positive X et de la fraction moussante repérée par &lectrofocalisalic
ne sont pas suffisamment carvactéristigues, pour permettre le rappro-
chement de composés intéressants vis-3-vis de la mousse et les

fractions albumines, globulines, hordéines ou glutélines de 1l'orge.

La gel &lectrofocalisation et la méthode dérivée de
raccordement d'arcs, indiguent des analogles entre composés de l'org

et composés de l'entité ¥, pulsqgue 12 bandes se raccordent,

La preuve de la filiation est appourtée par des métho-

des immunologiques. La fraction X induit la formation d'anticorps



FIGURE 28

IMMUNOELECTROPHORESES
DES FRACTIONS MOUSSANTES
ISSUES D'ELECTROFOCALISATION
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et réagit contre un immunsérum anti-orge. En immuno-diffusion gquan-
titative, 5 arcs sont dénombrés, si l'on tient compte du d&doublement
de 2 arcs majeurs. Par immunoélectrophorése, si la fraction brute X
3 10 p. 100 ne donne que 2 arcs, un troisiéme arc mineur apparait a
l'analyse des sous-fractions A2 et AB obtenues par fractionnement
sur résines Echangeuses d'ions de la fraction brute X. Enfin, les
fractions moussantes décelées par &lectrofocalisation réagissent
en immunodiffusion contre un sérum anti-orge ; les fractions mous-
santes de pH 4,51 et 5,05 donnent un arc anodique en immuncélectro-
phorése contre le sé&rum anti-orge anti-malt EBC, et révélent 2
composés antigéniques en immuno&lectrophor&se quantitative contre
les sérums anti-bi2re normale et antifraction X.

Un probléme reste néanmolins posé : les composés
mousse positifs interviennent-ils dans le trouble de la bidre ?
GRABAR et DAUSSANT (234) répondent par l'affirmative. Pour eux,

2 composés et peut-&tre 3 sont 3 la fols dans la mousse et le trou-
ble de la bié&re. Ne disposant pas encore de fraction trouble, et &
fortiori d'immunsérum antitrouble, nous ne pouvons pas répondre.
Toutefols, l'arc anodigue repéré dans la fraction moussante isolé&e
par Blectrofocalisation, semble correspondre d un arc anodique, dans
les mémes conditions d'immunocélectrophorése, du trouble tel que le

présentent les auteurs cités précédemment.

- Pour assurer une meilleure stabilité 3 la biére,
les industriels brasseurs utilisent un traitement par enzymes pro-
téolytiques suivi d'une pasteurisation. Nous avons fait subir 3 1'-
entité& mousse positive des traitements analogues, de fagon & é&tudier
1'influence de ces procédés technologiques sur les quallités moussan-

tes de la fraction X.
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- Le brasseur pour s'assurer d'une bonne conservation
de la bidre se préoccupe de garantir une bonne stabilité biologique

et colloidale.

- La stabilité biologigue est obtenue par pasteurisa-
tion. Deux techniques sont rencontrées, la flash pasteurisation et
la pasteurisation tunnel.
. La flash pasteurisation ou traitement de la bié&re en vrac est
réalisée dans un é&changeur de chaleur 3 plaques; la biére, en absence
d'air, est portée quelgues secondes & une température de l'ordre de
70°C.
. La pasteurisation en tunnel traite & la fois le contenu et le
contenant. L'ensemble subit un séjour d'un quart d'heure 3 une tem-~
pérature d'environ 60°C pour obtenir un traitement de 15 & 20 unités

de pasteurisation.

- La stabilité colloidale est préservée généralement
par 1'emploi d'enzymes protéolytiques, ajoutées, soit en cave de
garde, soit aprés filtration de la bigre finie. Pour combattre les
effets né&fastes de l'oxygéne, on a parfois recours & l'acide ascorbi-
gue en action combinée ou non avec du métabisulfite de Na, ces subs-
tances jouent en outre un rdle d'effecteurs vis~3d-vis des enzymes

protéolytiques.

- Toujours pré&occupé par 1l'&quilibre bonne stabi-
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1ité colloldale et bonne stabilité de mousse, l'industriel brasseur
craint toujours de nuire aux gqualités de mousse en voulant assurer
une bonne conservation 3 la biére. C'est pourquoi nous avons &tudié
la pasteurisation en présence d'enzymes proté&olytigues et d'effecteurs

de l'entité mousse positive X.

- Nous conduirons deux modes d'expérimentation :
. pasteurisation de type industriel.

. surpasteurisation de laboratoire.

s (i Yo . 2l e e e W A Sty T o, MRS W St P

-~ Matériel

- Le substrat d'é&tude est la fraction moussante
brute X, en solution finale 3 0,2 %.

- L'enzyme &tudiée est une papaine industrielle,
la papaine CFA (Centrifugée, filtré&e, atomisée) commercislisée par
la firme LANDOUZY *. Son titre de 960 unités tyrosine, par mg/minute
3 40°C est déterminé par la méthode A.P.A. (235).

- Les effecteurs de l'action enzymatique, acide
ascorbique et métabisulfite de Na sont utilisés en synergie ou non, &

raison de 10 ppmn.
~ Méthodee

- Dans un tube cylindroconigue, 4 ml d'une solu-
tion filtrée de la fraction brute X sont ajoutés d 1 ml de la solution
enzymatique 3 4 mg/l contenant ou non des effecteurs.

- Pour nous placer 3 un pH voisin de la bidre,

toutes les golytions sont effectuées dans un tampon de pH 4,0 :

F
LANDOUZY, 27 Rue de Wazemmes - LILLE.
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Naz H P04 0,2 M 19,3 ml
Ac. citrigue G,1 M 30,7 ml
Eau g.8.p.f. 1CO ml

~ Le tube soigneusement bouché est soumis i la
pasteurisation 3 des températures de 65°C, 60°C, 50°C. Aprés 1 heure
ou 20 mn, l'action enzymatique est bloguée 3 0°C. Aprés retour 3 la
température ambiante, les pouvoirs moussant sont comparéds 3 des

témoins.

52.2 - RESULTATS

e

- Les résultats sont traduits par les pouvoirs
moussant, présentés sous forme d'histogramme figure 30 page 144.

La pasteurisation dans des limites convenables,
tant en présence de papaine seule gu'en présence d'enzyme et d'effec~
teurs d'enzyme, (acide ascorbigue et métabisulfite de sodium) n'altére
pas les gqualités de mousse. Seule une surpasteurisation 3 65°C pen-
dans 1 heure a une incidence sur la stabilité de la mousse. La forma-~
tion de mousse quant & elle n'est pas affectée.

-~ Notre but &talt de localiser l1l'effet du traite~
ment protéoclytigue sur des fractions de 1l'entité moussante X, visua~-
lisées par gel &lectrofocalisation en coloration double : bleu coo=-
massie et P.A.S. C'est pourquoi puisqu'un un traitement industriel
méme trop drastique ne se traduit pag par des incidences tranchées,
nous avons délibérément pasteurisé la fraction X dans des conditions

de suractivité enzymatique et de surpasteurisation.

53 - PASTEURISATION EXPERIMENTALE DANS_DES_CONDITIO
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53.1 - MODE_EXPERIMENTAL
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Nous reconduiscons l'expérimentation décrité paragra-—
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INCIDENCES DE LA PASTEURISATION -
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SUR L'ENTITE MOUSSE POSITIVE X LILE

30 a - Pasteurisation de type industriel
30 b ~-Suractivité enzymatique expérimentale de laboratoire
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phe 52.1.

Pour nous placer dans des conditions d'activité maximale
de la papaine, le tampon utilisé est alors celul préconisé par 1'APA
(235) de pH 6,0 de composition :

EDTA di Na 14,0 g.

Chlorhydrate de cystéine 6,1 9.

Na, B PO, 7.1 g.

pH ajust& a 6,0 par Na OH N

eau g.s.p.f. 1.000 ml.

Les températures choisies sont 35°C-et 60°C pour des

durées d'action de 20 minutes et 1 heuré.

53.2 - RESULTATS

L'histogramme figure 30 page 144 té&moigne des pouvoirs
moussant. Si la formation de mousse est sensiblement altérée, la
stabilité de la mousse est tr3s nettement diminude par l'activité
enzymatigque.

Une suractivité protécolytique a donc perturb& la forma-
tion et la stabilité& de la mousse.

Les fractions pasteurisées sont alors analysées par gel
électrofocalisation, soit apr&s concentration, soit aprés dialyse et
lyophilisation.

Les &lectrophorégrammes ne montrent pratiquement pas de
différence entre les témoins mousse positifs et les fractions mousse
alté&rées. Aucune bande ne disparalit. Aussi pour envisager une visua-
lisation nette de l'effet de pasteurisation, une nouvelle &tape reste
4 franchir. La gel &lectrofocalisation et ses méthodes de coloration
doivent devenir quantitatives par l'emplol d'un densitom@tre enregis-

treur.

53.3 - CONCLUSION

O s - O o W - o por Ba
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Le traitement par la papalne dans des conditions normales
n'altére pas les qualités de la mousse.

Pour obtenir des résultats tranché&s et diminuer la formation
et la stabilité& de la mousse, 11 faut effectuer un surtraitement
enzymatique. Pour visualiser le traitement protéolytique sur des
fractions de l'entité& moussante X, il est indispensable de rendre

quantitative la gel é&lectrofocalisation.
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Le probléme de la mousse de la bidre pré&occupe depuis long-
temps les brasseurs. Pour tenter de le résoudre, les chercheurs de
1'European Brewery Convention (E.B.C.) se sont regroupés au sein du
comit& “Trouble et Mousse de la Biére". La naissance, en 1968, de
cette commission & l'échelon international, montre 1l'acuité et 1la
difficulté du probléme. Malgré une réunion annuelle, les recherches
demeurent actuellement préliminaires. Une méthode de référence, de
mesure de la mousse, parfaitement reproductible, fait cruellement
d&faut, tant au niveau contrSle indust-iel qu'au laboratoire de
recherche. Elle est & 1'&tude au Comité des Analyses de 1'E.B.C.

La mousse résulte d'un &quilibre dynamique entre facteurs
mousse positifs et mousse négatifs. Pour & udier les composés respon
sables de la mousse de la biére, nous avons nis en oeuvre des tech-
niques physicochimiques, chimiques et chromatographiques.

Nous nous sommes attaché&s dans ce présent mémoire, 3 pfépa-
rer une entité& mousse positive et 3 l'analyser pour localiser les
fractions responsables de la formation et de la stabilité de la mous
se.

A l'aide d'une tour de mousse, par moussage de la bi&re en
continu, sous atmosphére d'azote, nous avons concentré dans la biére
de mousse, les facteurs mousse positifs. Pour conserver un stock
homogéne, inaltérable, nous les avons lyophilisés moyennant certaine
précautions. A partir de cette biére de mousse lyophilisée, nous a-
vons obtenu, par rel:rgadge chimique, & 1'éthanol, une fraction X.

Cette entitd se distiigue par ses gualités de formation et de
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stabilité de mousse ; elle contient 47 p. 100 de protéides pour 51
pP. 100 de glucides.

Nous nous sommes préoccupés d'étudier cette entité -moussant:

Les procé&dés de fractionnement utilisés : - gel filtratiom,
échanges d'ions, é&lectrophorése préparative, &lectrofocalisation, nou:
permettent 4'avancer les conclusions suivantes :

1°) Le pouvoir moussant des fractions n'est pas proportionnel i
leur teneur en protides.

2°) L'entité mousse positive brute est trés hétérogé&ne. Une tech-
nique unique ne permet pas d'isoler un composé& mousse positif prédomi-
nant.

3°) La fraction moussante brute est douée de propriétés antigéni-
ques. Il est important de noter que trois constituants dérivent de
l'orge. Les opérations technologiques de maltage, de brassage, de
fermentation et le moussage n'ont pas altéré la structure antigénique
de certains composés. Une filiation composés responsables de la mousse
et composé&s originels de l'orge est démontrée.

4°) L'électrofocalisation et 1'électrofocalisation de recyclage
montrent qu'une fraction mousse positive de pH iso&lectrique 7,5
exisfe dans le mofit et a disparu dans la biére. Par contre, une
fraction de la biére de pH isoélectrique 4,5 se distingue par sa sta-
bilité& exceptionnelle. Cette fraction dérive de l'orge car elle donne
un arc en immunoé&lectrophorése.

5°) L'absence de technique simple de visualisation de fractions
isoléés de biére nous a conduit é’développer la technique d'é&lectro-
focalisation en gel de polyacrylamide. Nous avons mis au point des
méthodes de colorations spécifiques, au bleu coomassie, au P.A.S. et &
la double coloration bleu coomassie-P.A.S., ainsi que la vitrification

du gel.
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6°) L'emploi d'enzymes protéolytiques au stade industriel dans

les conditions opératoires traditionnelles et durant une pasteurisa-
tion normale en intensité&, n'engendre pas d'ennuis de stabilité de
mousse. Par contre, une suractivation de la papaine en laboratoire
conduit & une diminution de la formation de la mousse et suftout de

sa stabilité.

Nous pensons que le probléme de la mousse de la biédre pour:
&tre mieux connu grace aux travaux concertés au sein du "Groupe
Trouble et Mousse" de 1'EBC. Nous disposons maintenant & 1'ENSIA,
gridce 3 l'électrofocalisation en gel et 3 1'immunsérum anti-fraction
mousse positive, de moyens nouveaux permettant d'aborder le probléme

sous de meilleurs auspices.
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