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INTRODUCTION - 

Le théme géneral de notre travail de recherche s'intitule 

LE PROBLEME DE LA MOUSSE DE LA BIERE, 

La bigre est un liquide biologique complexe dérivant 

de la fermentation d'un jus sucré : LE MOUT, Ce modt aromatisé 

par du houblon rgsulte de l'extraction du malt d'orge. La mousse 

de la biere constitue un équilibre physico-chimique complexe, 
Z 

Les auteurs pensent que cet équilibre serait la resultante de 

l'interaction entre des substances mousse positives et des subu- 

tances mousse négatives, Ces substpurces proviendraient de l'orge, 

du houblon et de composés produits par la levure pendant la fer- 

mentat ion. 

Pour l'industriel, la mousse presente un intérêt com- 

mercial important. Aussi les études publiees sont-elles fort 

nombreuses et trtis diverses. Toutefois, elles ont porté pour la 

plupart sur les aspects technologiques de fabrication de la bière. 
l 

Pour tenter de r6soudre ce probléme que d'aucuns considèrent 

corne le problbme no 2 en brasserie, 1'EUROPEAN BREWERY CONVENTION 

a crée un groupe d'étude, Ce groupe mousse associe au groupe 

trouble doit coordonner les recherches des différents laboratoires 

eusoMens. La naissance, en 1968, de cette commission B l'échelon 

international, montre l'ami& et la dif f icult8 du problBme, 



Dans le  présent rnhoire, nous exposerons l'histaricque 

des recherches en nous attachant d'abord à l ' a spect  pratique, 

puis aux recherches plus spécif iques r e l a t i v e s  aux constituants 

moussants obtenus 3 partir  de l a  b i sre .  Dans l a  deuxiéme partie ,  

nous exposerons les résu l ta t s  de nos travaux personnels. 



Le lecteur trouvera le développement de l'historique des 

recherches ayant trait au probleme de la mousse de biére, dans 

notre mémoire publié en Mars 1971. 

Noas 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 Décembre 1971. 

----.------------------------- 
I I 

I f la - LA MOUSSE DE LA BIERE 1 
I I 

La mousse est une des qualités essentielles de la biére, 

l'amateur en apprécie visuellement et olfactivement les nuances. 

Les brasseurs s'attachent a fabriquer une mousse blanche, fine, 

stable. Aussi, les recherches qui ont porté sur ce sujet sont-elles 

tr&s nombreuses et il n'entre pas dans notre intention de les 

décrire toutes en détail. Nous renvoyons aux revues genérales les 

plus récentes de SCRIBAN (1) , COOK (2) et HUDSON (3) . CURTXS (4) , 
quant 3 lui, établit un parallèle entre le trouble colloPda1 de la 

bière et la mousse. 

Nous nous sonunes limites préciser les quatre aspects 

principaux de ces etudes et nous décrirons successivement : 

- Les critères d'appréciation.de la mousse ; 
- t'influence des matières premières et des fact~yrs technologiques 

sur la qualité de la mousse ; 

* La nature physico-chimique de la mousse ; 

- Les composants moussants de la bière, du moQt, de l'orge et du 



11 - CRITERES D'APPRECIATION DE LA MOUSSE - 
Si COOK ( 5 )  a fait le point en 1971r rappelons que 

KREMKOW (6) a établi, en 1969, lthistorique des méthodes propos6es 

pour apprécier les qualitgs de mousse. Ce large panorama établi 

3 partir de 1913, sgvéle 55 référencesr c'est dire combien le pro- 

bléme est complexe et qu'aucune méthode n'est satisfaisante. Le 

Comité " Trouble et mousse de la bière " de 1'E.B.C. est lui-même 

perplexe quant aux mesures a utiliser. En 1972 une méthode de réfé- 

rence devrait cependant resulter des travaux de cette commission, 

en prenant pour méthode provisoires celles de KLOPPER (7). 

Parmi les caractères a distinguer : la stabilité et le 

collant sont les deux facteurs principaux gui préoccupent le 

brasseur à côté de l'aspect visuel. 

STABILITE iFOAM DURATION) ,-.,.-------- -------------- 

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 variéte de méthodes. Aussi faut-il admettre qu' 

aucune n'est parfaite. Les principes de mesure peuvent se rattacher 

3 4 types : 

- par versement (BELM (8) , CARLSBERG (9) , DE CLERCX (10) , HARTONG (11 1 

- par agitation (généralement pour des comparaisons immédiates) ; 
- par adjonction de poudre de verre ou de sable ; 
- par injection d'un gaz extérieur. 

Il faut mentionner le travail de thése dlISSING (12). 

. . ./. . . 



- 5 -  

L'auteur n ' a  pas pu met t re  en évidence de  c o r r é l a t i o n  

s t a t i s t i q u e  e n t r e  des  mesures physiques , ( v i s c o s i t é  e t  tension 

s u p e r f i c i e l l e  ) e t  l a  s t a b i l i t é  de  l a  b ière .  

Au l a b o r a t o i r e  i n d u s t r i e l ,  l a  méthode par  versement dans 

un ver re ,  s t a n d a r d f s b p a r  DE CLERCK e t  DEJICKER (13) est fréquemment 

u t i l i s é e .  E l l e  donne une i d é e  va lab le  de c e  que l ' o n  observe dans 

l a  pra t ique .  

Pour l e s  méthodes d ' i n j e c t i o n  de COZt le  choix est '  a l o r s  

t r è s  l a rge .  En e f f e t ,  depuis  gue ELOM e t  PRIP (14)  on t  trouvé que 

le logarithme du volume de mousse s ' a f f a i s s a n t  est une fonct ion 

l i n é a i r e  du temps, de  très nombreux auteurs  o n t  présenté  des  

méthodes de  mesure de s t a b i l i t é .  L e  pr inc ipe  r e s t e  l e  même. A l ' a i d e  

d'une bougie poreuse, on i n j e c t e  dans des condi t ions  s tandardisées  

du CO2 e t  l ' o n  mesure le  volume de b i è r e  r é s u l t a n t  du drainage de  

mousse en fonct ion  du temps. Les méthodes les p l u s  employées son t  

c e l l e s  de  ROSS e t  CLARK (15) e t  de  GRWU e t  STONE ( 1 6 ) .  

Toutefois ,  pour appr6cier  la s t a b i l i t é  de  mousse d 'une 

b i e r e  entiSx-e ou de  f r a c t i o n s  i s o l é e s  de b i & r e r  PIERCE, PURSELL ( 1 7 )  

e t  LAUWERS (la), proposent une méthode physico-chimique dynamique. 

La s t a b i l i t é  de mousse est a l o r s  d é f i n i e  en se r é f é r a n t  au d é b i t  

gazeux nécessa i re  pour o b t e n i r  un éqp i f ib rc ,  e n t r e  l a  formation e t  

l ' e s s o r a g e  de  l a  mousse. 

L e  c o l l a n t  ou adhérence de  l a  mousse d é f i n i t  sa capacitt5 

de l a i s s e r  un f i l m  de  b u l l e s  c o l l é e s  à l a  p a r o i  du v e r r e ,  Au f u r  e t &  

mesure de  son affaissement ,  l a  mousse l a i s s e  d e s  anneaux success i f s  



correspondant à chaque s tade  de l a  dégustation. C e  f i l m  de bul les  

s e r a i t  dQ a des substances rendues insolubles par oxydation de 

polyphénols ou par dénaturation de protéines, la  formation de ce 

f i lm n ' e s t  pas encore connue. 

C e t t e  qua l i t é  mal d é f i n i e  est évaluée à l ' a i d e  de méthodes 

basées s u r  l 'observation v i sue l le .  On apprécie à l f o e i P  nu les 

d&p6ts sur les parois  du verre.  Récemment, des arn6ricains de 18équipc 

de HOLSTROM (19) ont  m i s  au point  une méthode évaluant l a  re f lec -  

tance de l a  mousse sechGe su r  une lame de microscope. 

La mousse de b i é r e  est une e n t i t é  m a l  de f in ie .  Aussi, 

pour l a  ca rac t é r i s e r ,  de  tres nombreuses méthodes ont é t 6  proposées. 

Pfatiquement, t r o i s  qua l i t é s  sont  3 connartre : l ' a spec t  v isuel ,  l a  

s t a b i l i t é  e t  le col lant .  L e s  appréciat ions r e s t e n t  trés subject ives.  

Seule l a  s t a b i l i t é  peut ê t r e  mesurée " 2i 5 à 10 % près.  

Les  méthodes ac tue l les  de l ' i n d u s t r i e  brass icole  sont des 

méthodes empiriques s a t i s f a i s a n t e s  pour les besoins de l a  prat ique 

mais non pour les travaux de laboratoi re .  Seuls LAUWERS (20) e t  

RUYSSEN (21) ont  consid6re l e  probleme d'un point  de vue physico- 

chimique. 



1 2  - I N F L U E N C E  DES FACTEURS TECHNOLOGIQUES SUR LES QUALITES DE - 
LA MOUSSE - 

Le problème de la mousse de la bière est préoccupant 

pour le brasseur. Pratiquement, Zi chaque essai technologique on 

détermine son incidence sur la formation et la stabilité de la 

mousse. 

De même, lorsqufune nouvelle technique est proposGe, Les 

protagonistes envisagent dês les premiers essais, les répercussions 

sur la mousse. Ainsi, le brassage a l%ide d'orge non maltée et 

d'enzymes a fait l'objet de nonbreuses publications (HARRISON (221, 

BREWNZYME (23), WfEG ( 2 4 1 ,  WIELSES (25)). D'ores et déjà, 11 sem- 

blerait que l'utilisation d'orge crue ne nuise pas Z i  la mousse. 

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

phénomènes notables sur la mousse de la bière (JENKISS (26)) . 

L'influence des facteurs technologiques sur les qualités 

de la mousse fait l'objet dt6tudes très nombreuses. Les faits 

rapportés vont de L'observation courante aux experiences r6alisées : 

- en usines ; 
- en installations seni-industrielles ; 
- en micromalterle et microbrasserle. 

Ces études destinées à un public de techniciens tentent 

d'apporter des éléments de réponse, en faisant varier un paramètre 

unique dans le cycle de fabrication. 

Toutefois, la fabrication de la bière est liée à tant de 

paramètres que l'interprétation des résultats est dglicate et 

conduit parfois à des conclusions divergentes. Des essais 



syst6matiques en micromalterie et microbrasserie seraient a mettre 

en oeuvre pour obtenir des conclusions valables. 

SCRIBAN (26bis) a effectué récemment une étude biblio- 

graphique dont les conclusions mettent en lumière l'influence des 

principales étapes de la fabrication de la bière sur les qualités 

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

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

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

La temp6rature de germination de l'orge en malt vert 

n'aurait pas d'influence alors qu'une température élevée du coup 

de feu au touraillage améliore le moussage. 

Cette amélioration s'expliquerait par la formation de 

m6lanoïdines ou par l'inhibition de peptidases. 

Les auteurs KF!AUSS (27) et LAUWERS (28) montrent qu'il 

n'existe pas de corrélation statistique entre les principaux indi- 

ces 2e désagrQgation du malt (indices KOLBACH (29) et HARTONG (30)  1 

et les stabilités de mousse correspondantes. 

La proportion optimale de grains crus (maïs, amidon de 

maJs, riz) est discutée. Toutefois, les anglais BRITWISTLE, 

BUDSON, MAC WILLIAM (31) et les finlandais ENARI et MIROLA 

(321,  ont trouvé une am@lioration de la mousse de brassins 



expérimentaux par  l 'emploi  d 'orge non maltee,  vo i re  de blé. Mai 

c e s  études t ransposées 3 l ' échelon  i n d u s t r i e l  donnent des r é s u l t a t s  

va r i ab les .  

- Les condit ions d'empatage du malt (suspension de  l a  f a r i n e  dans  

d e  1 'eau chaude) n' a u r a i e n t  que peu d' inf luence.  

- L a  cuisson du moût e t  l e  houblonnage sont  des  phases importantes 

de l a  f ab r i ca t ion  de  l a  b i è r e .  

Un nouveau paramètre i n t e r v i e n t  a l o r s  : l e  houblon. L c  

houblonnage améliore de façon considérable  l a  s t a b i l i t é  e t  f~ 

c o l l a n t  de  l a  mousse. Corne l e  suggérent ANDERSON ( 3 3 )  e t  KAYM C3-i) 

les substances amères e t  les tannoides formera ient - i l s  des 'xitaqr * -  

e n t r e  molécules mousse p o s i t i v e s  ? 

L' inf luence  de l ' emploi  t o t a l  s u  p a r t i e l  d ' e x t r a i t s  d e  

houblon est é tud ié  dans l a  revue génera le  d e  HAUTKE (Pl e t  

PERRICEK [Dl (35) . 

L e  métabolisme de l a  levure èiminue les qualités de 

moussage, a u s s i  bien en fermentation hnuke qu'en fermsntation bar; ,:, 

Enfin, une f i l t r a t i o n  excessive,  de  m k e  que t o u t  mussage  en 

cours  de  t r a n s p o r t ,  provoquent une diminution de  mousse. 

P l  e s t  t r è s  i n t é r e s s a n t  de noter que le  t r a i t ement  

raisonna par des  enzymes pro téoly t iques  Zi des doses normales, p u r  

préveni r  l e s  t roub les  col loïdaux dus à des complexes protéotanniqü;: 

n ' a  pas d ' inf luence  s e n s i b l e  su r  La mousse. Les substances mousse 

p o s i t i v e s  s e r a i e n t  donc d i f f é r e n t e s  de c e l l e s  a f f e c t a n t  l e  t r o u b l e  

au f r o i d  de l a  b iè re .  



Le g ic lage  est une maladie de  l a  b iere .  11 se t r a d u i t  

par  un d6bordement intempestif  d e  l a  b i g r e  à l ' ouver tu re  de  l a  

b o u t e i l l e ,  on p a r l e  a u s s i  de b i è r e  sauvage. D'apras RUDIN (35) e t  

GJERSTEN (36) des ions  N i  en excès induisent  c e  ph6nomène.A l a  

s u i t e  d ' acc iden t s  nombreux en 1964, les danois  GJERSTEN, TROLLE 

e t  ANDERSEN (37) ont  incriminé l a  r é c o l t e  de  l ' o r g e  pour expl iquer  

l e  gushing. La microflore  de  l ' o r g e  e t  p r i n c f p a l m e n t  une moisis- 

s u r e  du genre fusarium sont r s s p o n s a b l ~ d u  giclage.  Ces conclusions 

son t  en accord avec c e l l e s  de  CURTIS (38) e t  des  japonais de l a  

Socié té  K I R I N  (39 ) .  D e s  p rodui t s  de  dégradation du houblon aura ien t  

un rôle an t i -g ic l age  pour GJERSTEN ( 4 0 ) .  Mais l e  rappor t  annuel 

1970 de l a  BREWXNG INDUSTRY RESEARCH FOUNDATION, s i g n a l e  que l a  

maladie du gushing pourraxt provenir  des  substances dé r ivées  

des  r é s i n e s  du houblon, notamment dans les e x t r a i t s  commerciaux 

isoméris8s ( 4 1 )  . 
C e t t e  d e r n i è r e  cons ta ta t ion  soul igne l ' i n f l u e n c e  des  

d i f f e r e n t e s  mat ières  premiGres in tervenant  dans l a  f a b r i c a t i o n  de 

l a  b iè re ,  e t  rend compte de  l a  complexité du problème posé par  

l a  mousse d e  l a  b ig re .  11 r e s s o r t  d e  ces 6tudes que l ' o b t e n t i o n  

d e  l a  mousse e t  les q u a l i t é s  de celle-ci r é s u l t e n t  d'un é q u i l i b r e  

entre substances antagonis tes  a g i s s a n t  dose infime. L e  probléme 

serait donc essent ie l lement  d 'ordre  q u a l i t a t i f  ; il f a u t  d i f fg ren-  

c i e r  les substances % a c t i o n  bénéfique e t  les substances à a c t i o n  

i n h i b i t r i c e  vis-a-vis de l a  mousse. 



En 1967,  KLEBER (42)  a dress6  une revue tres généra le  

des améliorants synthgt iques ; i ls  son t  trQs nombreux mais l e u r  

usage e s t  i n t e r d i t  en France. 

A l a  s u i t e  d e s  travaux de LUYKX e t  al ( 4 3 ) ,  on connazt 

bien l e  r ô l e  des ions  Co e t  N i .  RUBLN ( 4 4 )  préc i se  que c e s  sels 

n 'ont  d ' e f f e t  qu'en présence drisohumulones apportges par  le  

houblon en donnant des  chéla tés .  Toutefois  une t r o p  f o r t e  concen- 

t r a t i o n  de N i  i n d u i r a i t  le  phénomène de  giclage.  

Outre ks i o n s  méta l l iques  Fe, Co, N i  s i t u é s  dans l a  

8ème colonne côte-3-côte de l a  c l a s s i f i c a t i o n  @riodique des  

élCiments, s ignalons  l 'emploi  d ' a l g i n a t e ,  d ' aga r  agar  (F3iIBLE ( 4 5 ) ) ,  

de polyéthyléne oxyde (RUCH e t  ( 4 6 ) ) .  SUNTRUP (47 )  f a i t  une 

comparaison de  ces am€iliorants synthé t iques  e t  envisage a u s s i  

l e  r ô l e  n é f a s t e  de d i v e r s  agents d e  nettoyage. WINTER (48 )  é t u d i e  

l e s  améliorants très e f f i c a c e s  que s o n t  les propylene g lyco l  

a lg ina tes .  

A c ô t é  d e  c e s  a r t i f i c e s  " c l a s s i q u e s  " signalons les 

récen t s  brevets  amgricains : l ' u n  ps6conlse le  trakement du malt  

avant t o u r a i l l a g e  par de l a  gomme arabique,  l ' a u t r e  recommande 

l 'emploi  de  p rodu i t s  obtenus par  hydrolyse 100aC des  drêches  

de malt e t  de houblon, (KüRTH MALTING and Co, XAMM (49) ) , Bnif i n ,  

d 'après  BRENNER e t  a l  (50), l ' a d d i t i o n  de melanges d e  s u l f a t e  de  - 
zinc e t  d ' a l g i n a t e ,  c o n t r i b u e r a i t  B améliorer  l e  c o l l a n t .  L e  

r ô l e  exact  de t o u s  c e s  adjuvants nkes t  pas connu. 



Une mousse est une d i spe r s ion  d'un gaz dans un l iqu ide .  

E l l e  r é s u l t e  de l ' é q u i l i b r e  i n s t a b l e  de p lus ieu r s  f a c t e u r s  physi- 

ques e t  chimiques. 

L a  mousse de  bigre est formée de b u l l e s  de  gaz carboni- 

que limitees par un f i l m  de  mati&res t ens ioac t ives ,  donc de f a i b l e  

tension s u p e r f i c i e l l e .  La s a t u r a t i o n  de l a  b i g r e  d é f i n i t  Za teneur  

en CO2 dissous .  comprise e n t r e  4 , s  e t  5 , s  g / l .  E l l e  joue un r ô l e  

prgpondérant vis-à-vis de  l a  formation de l a  mousse. La  rg ten t ion  

du CO2 a f a i t  l ' o b j e t  d'une revue d'ensemble par  ANDERSON (J.H) (51) 

Deux t h g o r i e s  son t  émises. KIEh9ENS (52)  pense que l e  CO2 a des  

p o s s i b i l i t é s  de l i a i s o n  avec des co l lo rdes  p ro tec teur s .  Par contre  

GUGGENBERGER (53) e t  'lANGRANDRO ( 5 4 )  es t iment  que l a  carbonatat ion 

de  La b i e r e  est un ph6nomCine purement physique. C e t t e  d i spers ion  

d'un gaz dans un l i q u i d e  sous forme d'un entassement de  b u l l e s  

n ' e s t  p o s s i b l e  que par L i  ac t ion  d'un agent de su r face ,  de s t ruc tu r i  

appropriée.  Par adsorpt ion d e  cet agent de sur face ,  un f i l m  se 

c o n s t i t u e  aux p a r o i s  e x t é r i e u r e  e t  i n t é r i e u r e  d 'une b u l l e .  

Cer ta ines  p ropr ié t é s  physicochimiques de  ce f i l m  condi- 

t ionnent  principalement l a  formation et les q u a l i t é s  des  mousses ; 

c i t o n s  : l a  tens ioac t iv i t i3 ,  l g 6 1 a s t i c i t é ,  l a  v i s c o s i t é  de  sur face ,  

l ' a c t i o n  é l e c t r o s t a t i q u e  par les doubles couches é l e c t r i q u e s  

form6es d e s  deux c ô t é s  des lamel les ,  l a  dénatura t ion  des protéines 

les coLloldes pro tec teurs .  



RUYSSEN (55) diffgxencie Les mousses stables, snetastables, 

sphériques et polyédriques. Au débuto la mousse de la bfére est 

sphérique mais sous l%ctfsn de forces sur les couches lamellaires, 

forces q u i  tendent à réduire la surface externe et à Qgaliser les 

forces de tension, La mousse devient polyédrique. KAMM (56) d6f init 

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 rôle dans la composition d'une mousse 

armée. 

La mousse est un systéme colloïdal polydispersé et résulte 

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

- forces genératriceç (schaumerzeugende) 
- forces formatrices (scha 

- forces sta$ilisatrfces (sckaumerhaltende) 
Ces composants, sous l'action de forces exterieures 

minimes, varient dans de larges proportions. KAMM (581 précise 

que l'action positive de deux substances génèratriceç de mousse 

ne s'additionne pas. 

LOERS et MONINGEW (595, d$s 1935, ont Btudié un modéle 

constitu& de cyQlatlrme, d'alc~ols et de kannins, LAUWRÇ (60) quant 

3 lui, prend pour mo9éle pratélcfue de la P lactoglobuline. L'action 



des sels mi5tafliques eut envisagee par ÇCRUSTER ( 6 1 ) .  Quant à 

DAENECRINDT e t  DE FJAGKTER (623 i l s  é t u d i e n t  l ' i n f l u e n c e  du p H  e t  

de  la force i on ique  sur l c l  stabll i t t5 Ge mousse, Pour SUNTRUP ( 6 3 )  

l e  pouvoir  moussant d ' une  substance est s o i t  t o t a l ,  s o i t  l i m i t é  

s e l o n  que l e  passage d'un gaz d i v i s a  i n d u i t  la t r a n s f o r m a t i o n  

t o t a l e  ou non du l i q u i d e  en  mousse. 

I N H I B I T I O N  1 3 - 4  - ---------,..- 

D e s  que P a  c o n c e n t r a t i o n  de  l ' i n h i b i t e u r  a t t e i n t  une 

v a l e u r  c r i t i q u e ,  les molecules  des agents rnousçants son t  expulsées  

d e s  couches  s u p e r f i c i e l l e s  e t  t a ta len ien t  remplacées p a r  les molé- 

c u l e s  de  l ' i n h i b i t e u r .  D-NECKINDT e t  DE WACHTER (64) déterminent 

l'inhibition induite par les p r o d u i t s  v o l a t i l s  e t  les f r a c t i o n s  

l i p i d i q u e s .  

ê s m  pour les substances mousse p o s i t i v e s  les subs tance :  

i n h i b i t r i c e s  de la mousse a g i s s e n t  2 dose  inf ime,  e t  l e u r s  a c t i o n s  

r é s u l t e n t  d ' i n t e r a c t i o n s  c~mplexes. Wous somes Là a u s s i ,  en f a c e  

d 'un problème q u a l i t a t i f .  



14 - ETUDES DES COMPOSES JOUANT UN ROLE VLS-A-VIS DE LA MOUSSE - 
De nombreuses substances  son t  impliquées dans l a  forma- 

t i o n  e t  l a  s t a b i l i t é  de l a  mousse. KLEBER et & (64 b i s )  en donne 

une revue géné ra l e  en 1972 .  

1 4  1 - &ES-MEHGlEZNES 

L a  formation d e  mélanoxdines r 6 s u l t e  de  l a  combinaison 

d 'un  ac ide  amin6 e t  d 'un sucre ,  l o r s  d e  l a  r é a c t i o n  ae MAILLARD. 

TrSs importante pour les p rodu i t s  a l i m e n t a i r e s  ayant  s u b i  un chauf- 

fage ,  cette r g a c t i o n  d e  brunissement a e t& g tud lée  d'un p o i n t  de  
4 

vue g6néral  p a r  CAMPAGNE (65)  , MARKUSE f 66 )  , HOLTERMAND (67) e t  

HODGE (68)  . D e s  é tudes  technologiques (KAISER (69)  , DWORSCHACK (70)  , 
MALZEN e t  (7 1 )  ) , r a t t a c h e n t  l a  formation de mélanoXdines, aux 

d i v e r s e s  6 t apes  d e  l a  f a b r i c a t i o n  du mal t  e t  de La b iè re .  L e  tou- 

r a i l l a g e  du m a l t  Zi 8 5 ' ~  l o r s  du coup d e  f e u  e t  l a  cu isson  du moût 

l o r s  du houblonnage jouent des r ô l e s  prépond6rants. 

L e  r ô l e  d e s  mélanoXdines s u r  l a  formation d e  l a  mousse 

est d iscu t6 .  Pour PETIT (71 b i s ) ,  elles i n d u i s e n t  peu de mousse 

a l o r s  que pour CAMBAGNE ( 7 2 ) ,  leur i n f luence  n ' e s t  pas négligeablc 

Notons, t o u t e f o i s  qu'une bière bmne b ras sée  à l ' a i d e  de  m a l t  brur 

a une mousse blanche.  

La ques t ion  d e s  Lipides est très d i scu tge ,  e l le  a f a i t  

l ' o b j e t  d r u n e  revue géngra le  r é c e n t e  de  BANASIK ( 7 3 )  , Selon DELIZB 

( 7 4 ) ,  l ' e x t r a c t i o n  d e s  ma t i è re s  f i p i d i g u e s  donne une amel iora t ion  



considérable  de l a  mousse. Pour KOLBACH ( 7 5 ) ,  cette ami5lioration 

est minime. 8: a AYRAPAA (76) , l a  f a i b l e  teneur  en matigras gras- 

ses présentes  n ' a  pas  d ' i n 2  luence. 

Le récent  t r a v a i l  de thése  de  ZURCHER (76 b i s )  f a i t  l e  

point .  L e  r81e n e f a s t e  vis-a-vis de  La mousse des  ac ides  g r a s  

i n f é r i e u r s  e t  de l e u r s  esters est confirmé. 

L e  japonais WAKAIZUMI (77) a isolé, % p a r t i r  de  l a  mousse 

du moQt, une j3 Lysol6c i th ine  qui a u r a i t  une inf luence  favorable  su r  

l a  formation e t  l a  tenue de  mousse. XAMLMURA (78) a poursuiv i  l t é -  

tude  en suivant  l e  métabolisme de cette substance. E l l e  est dégradée 

d e s  les premiers s t a d e s  de  La fermentat ion,  e t  ses produi t s  de 

dégradation n 'ont  aucune inf luence su r  l a  mousse. Des a u t e u r s  

Allemands, SILBEIUELSEN e t  AEJTHON (79) o n t  é t u d i é  les phospholi- 

p ides  de  chol ine  du mal t ,  du mgdt, de la  drèche e t  l e u r  inf luence  

s u r  l a  s t a b i l i t é  de  l a  mousse de  l a  b i é r e ,  Contrairement aux conclu- 

s i o n s  de  WAKAIZUMI (80), Pa s t a b i l i t é  de  l a  mousse est moindre 

aprés  add i t ion  dans l a  b i è r e  de l y s o l é c i t h i n e  ; en e f f e t ,  les 

phospholipases in te rv iendra ien t .  

S i  l i o n  se r é f è r e  il CLZSKMAAl (81) , le  terme gomme, d6f i n i t  

t o u t  polym&re, qu i  d i s s o u s  ou d i spe r se  dans l ' eau  donne des  solu-  

t i o n s  visqueuses su des dispers ions .  Les glucanes et  gommes bien  

que peu é tud iées  pour ra ien t  jouer un r 6 l e  i n t é r e s s a n t  vis-à-vis  

de l a  mousse comme le suggèrent ÇCHOSTER (82)  , KUNDIG (83) (pour 

l e  b l é )  LETTERÇ ( 8 4 )  e t  GJERSTEN (85) . 



Les protéines et les glycoprotéines sont généralement 

consid6ri5es comme des substances mousse p o s i t i v e s .  Nous expose- 

rons présent en d é t a i l  l 'h i s tor ique  de leur découverte. 
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! 2' - LES PROTEINES ET LES " GLYCOPROTEINES t# I 
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I EN L I A I S O N  AVEC LA MOUSSE DE LA B I E R E  8 
I I 
t 
-----------i----i-------i--l-------------------*---- 

1 

Depuis l a  cglèbre  gremiére étude généra le  par OSBORNE (85 

en 1895, les p ro té ines  de  l ' o r g e  ont  é t 6  t r 2 s  é tud iées .  A mesure 

que de nouvel les  méthodes é t a i e n t  u t i l i s e e s  pour l ' é t u d e  des album, 

nes e t  d e s  globul ines ,  l e u r  complexité a p p a r a i s s a i t  de p lus  en plu8 

grande. 

Devant l a  m u l t i p l i c i t é  des  f r a c t i o n s  prot6iques i s o l é e s ,  

l e  sous-comité d e s  pro té ines  de l ' o r g e  de 1'E.B.G. ( 8 6 ) ,  dans un 

souci  de  s t andard i sa t ion ,  a pub l i é  un système de référence ,  qui 

permet d e  c a r a c t é r i s e r  par i m u n o é l e c t r o p h o r W ,  17 f r a c t i o n s  

protQiques so lub les  dans l ' e a u ,  e t  dans une s o l u t i o n  aqueuse de 

s e l s ,  

Par con t re ,  si. les prott4ides de  l ' o r g e  e t  du m a l t  sont  

bien C O T B Z ~ U S ~  ceux de l a  bigre   nt éeé t res  peu BtudlGs, et  à 

f o r t i o r i ,  les c o n s t i t u a n t s  psotgidlques respsnsables  de La tenue 

de  mousse. Cet te  carence peut skexpliqer par k a  f a i b l e  teneur  en 

azote  de l a  b i è r e  (580 mg. par l i t r e ) ,  Ea b i é r e  é t a n t  avant t o u t  

un l i q u i d e  glucidigue.  

Nous envisagerons d ' &ssd les travaux q u i  on t  por t é  sur  

les f r a c t i o n s  prblé%dfqt=ies Inousse p o s i t i v e s  d e  l a  bière, puis  nous 

décr i rons  les protéides de b'osga e t  des a u t r e s  c é r é a l e s  qui ,  de 

près  au d e  l o i n ,  peuvent Gtre impliqugç dans l e  problème de l a  

mousse de bigre 



Une remarque p ré l imina i re  s'impose. L 'exis tence de 

glycoprotéines n ' a  pas  é t b  démontrée. D e s  f r a c t i o n s  c o n s t i t u é e s  

de  p ro té ine ,  e t  de polysaccharide on t  Bté mises en évidence, mais 

l e u r  homog6néité n k  pas et& démontrée e t  une l i a i s o n  glycanne- 

p r o t i d e  n ' a  pas é t é  e a r a c t é r i s 6 e .  C ' e s t  pourquoi, l e  mot 

glycoprotéine se ra  6 c r i t  désormais e n t r e  gui l lemets .  

l Q  - En 1953, SCALLET, ÇTANÇBWY, S W L  e t  GIBBS (87)  

s o n t  les premiers chercheurs  q u i  a i e n t  isole de l a  bigre des  

compos6s prot6idiques,  e t  q u i  a i e n t  envisagé l e u r s  r ô l e s  vis-à-vis  

de  l a  mousse. Par s a t u r a t i o n  2 O°C de b igre  de  fermentation basse,  

à l ' a i d e  de  s u l f a t e  d'ammonium, les au teurs  obt iennent  un e x t r a i t  

hydrosoluble de  pro t6 ines  de bibre .  Ces proto ines  q u i  se rbvélent  

hétérogènes en 6lectrophorése en veine l iqu ide ,  son t  soumises 

a l o r s  à un fractionnement s t h a n o l i p e  s ' i n s p i a a n l  de  l a  méthode 

de  COBN (881, u t i l i s é e  pour l e  plasma sanguin. L e s  sous-fract ions 

son t  a l o r s  e tud iées  en B l e ~ t r o p h o r S s e  en ve ine  l i q u i d e ,  e t  en 

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  E l l e s  s" r&vè len t  hétérog8nes. Les c a r a c t é r i s -  

t i q u e s  de  c e s  f r a c t i o n s  son t  r a s s e ~ l e e s  dans Xe tableau  n" 1 P. 20 

Les p r o p r i é t é s  moussantes de s f rac t ions  s o n t  f l luç t r t5es  par la 

f i g u r e  1. D e s  f r a c t i o n s  protgidigues ad ia lysab les ,  d e  poids malécu- 

la i re  élev6,  compris e n t r e  35 000 e t  7 3  000 i ndu i sen t  donc un pouvoia 

moussant 3 l a  bigre.  



TABLEAU 1 

TRAV.?.UY DE FCALLET 

FRACTIONNEMENT ET CARACTERISTIQUES 
DES PROTEINES HYDROSOLUBLES DE LA BIEHE 

1°) Obtention d'un extrait de protéines hydrosolubles par saturstion 
de bière à O°C en S 0 4 ( N f 1 4 ) s  

2 O )  Fractionnement de cet extrait, en sous fractions 

alFraction V soluble dans 80% dlETOH obtenue par dialyse et lyophili 
sation 1 

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

r -- 



FIGURE n O 1  

TRAVAUX de SCALLET 



2' - En 1956, DAVIES et - al (89) à partir de produits 

obtenus en microbrasserie expérimentale (moût élaboré par infusion, 

bière de fermentation haute) ont effectué un travail de fraction- 

nement de protéines. Dans une premiére série de recherches, ils 

(90) ont déterminé l'action d'agents précipitant les prot6ines : 

acides tannique et phosphomoLybodique préconisés par LUNDIN (911, 

sulfate de magnésium et acétate d'uranium utilisés par MYRBACK (92). 

DAVEES (93) a substitulç aux techniques précitées jugées trop 

brutales* la méthode de COWEJ (94) modifige par SCHMID (95) pour 

étudier le pouvoir moussant des fractions protéiques. 11 a utilisé 

des solutions di6tkanol a 20 %, en présence d'acétate de sodium 

ou de zinc, à concentration variable, de pIf compris entre 5,8 et 

9,U b des températures de o'C ou - 5'~. Aprgs précipitation chimique 

isolant 6 fractions le surnageant est passé sur un couple d1échan- 

geur d'ions AmberZite IR 128 et erlite IR 4 B. IL a obtenu au 

total 9 fractions dont les pouvoirs moussants sont étudBBç selon 

la technique de RUDIN (96), Les 6 fractions, obtenues par précipi- 

tation chimique, contiennent entre 20 et 49 % de protéines non 

dialysables et toutes des glucides, E l l e s  sont toutes mousse posi- 

tives. Quant aux fractions Gluées des résines 6changezuses dPions, 

elles ne jouent aucun rôle vis-à-vis de 1â mousse, Les sous-fractionz 

1 à VI ont une activité mussante dans le moQt non houblonné, dans 

le moût houblonné et ggafement dans la bigre correspondmte. Elles 

proviennent vraisemblablement il.u malt et de IPorge. En utilisant 

directement, sur le moQt et Ia bf$re,  les conditions expérimentales 

nécessaires à l'obtention de la f r a c t i o n  VIC (Ethm01 20 % en volume, 

- 5 ' ~ ,  pH 9, O AcNa 0,02 $4, Zn Cl2 0#02 M) on concentre en une seule 

fraction les fac teurs  mousse positifs, Ils constiWuent moins de 

14 % des solides o~iginaux de la bi8re. 



L e s  r é s u l t a t s  de DAVIES e t  Col l .  confirment ceux de 

SCALLET ; d e s  f r a c t i o n s  p r o t é i d i w e s  non d ia lysab les  p résen tes  en  

quan t i tg  minime sont  mousse-positives, elles c m t i e n n e n t  en outre 

d e s  glucides.  

3' - En 1959, Tes i r l a n d a i s  PIERCE e t  PURSELL (97)  ont  

i s o l é  des c o n s t i t u a n t s  mousse p o s i t i f s  3 p a r t i r  d 'une biBre brassée 

par  infus ion  en microbrasser ie .  X l s  ont  confirme l ' importance des 

composés adiafysables .  

L16tude du pouvoir moussant est r é a l i s & s e l o n  une nouvelle 

technique, mise au poin t  par les auteurs ,  basee sur l a  vitesse de 

réso rp t ion  de  l a  blêre. La f r a c t i o n  l a  p l u s  mobile, brune, est l a  

p lus  a c t i v e  vis-à-vis  de l a  mousse, E l l e  c o n s t i t u e  en poids 1 2  % 

d e s  s o l i d e s  non d ia lysab les  de  L a  bière m a i s  s a t h e n t  4 5  % de  

l ' a z o t e  t o t a l ,  

4 '  - En 19643, R1'SBERSOM et m R R I Ç  (98) o n t  poursuiv i  les 

travaux de DAVIES e t  a l  (991, 11s ont u t i l i l ; $  1a tsehniqhle de - 
g e l  f i l t r a t i o n .  L e  ma té r i e l  de  d é p a r t  denonumg f r a c t i o n  X est 

obtenu par  fractionnement O"&: de bi&-e de fermentation haute  

à l ' a i d e  ds6%hanoL 805 % contenant de rb%ac6ittckl;és de sodium O,k6 M 

e t  du chlorure  de zinc OrOb M a pH 7,8, C e t t e  f r a c t i o n  X corres-  

pond l'ensem2sle des f r a c t i o n s  I à V I  rasse-lant toutes les 

propr iQtés  moussantes signalées par  DAVIES I100).  Une soXutiton 

aqueuse de X est fractionnée par tamisage moléculaire sur 

Sephadex G 2 5  par Gin%$an à I k a u *  Le  gel f i l t r a t i o n  donne 5 

f r a c t i o n s  d i s t i n c t e s ,  

La f r a c t i o n  A, %a g l u s  lourde (Poids moléculaire supé- 

r i e u r  à 10 0 0  dgtem-lné par ~Lttracetntrifugatiorr)  serai% l a  p lus  



homogène. L e s  deux de rn ié res  f r a c t i o n s  s e r a i e n t ,  dhaprès l e s  

s p e c t r e s  d 'absorpt ion dans l'ultra v i o l e t ,  des  nucli5oprotéines ou 

des  ac ides  nucléiques. L e  r ô l e  vis-a-vis de l a  mousse des  substances 

i s o l é e s  par  g e l  f i l t r a t i o n  est envisagé par secouage d e  so lu t ions  

d i l u é e s  e t  par addi t ion  de ces camposés à des h i s r e s  d i l u é e s  2i 

25 %. La majeure p a r t i e  d e  Igaas t lv i t6  vis-à-vis de l a  mousse 

e s t  concentrée dans environ IO % de l a  f r a c t i o n  de  dépar t  X e t  

r ep résen te  mhins de I % des solides de l a  b i g r e  totale. E l l e  cons- 

t i t u e  l a  f r a c t i o n  A exclue du gel  de gephadex G 2 5 .  L'ensemble des  

r é s u l t a t s  d'ANDERSON est pr$senté f i g u r e  2a e t  au t ab leau  II pages 

25 e t  26.  

La f r a c t i o n  A,  qui a un r â l e  prépondérant vis-8-vis 

d e  l a  mousse est un complexe " protéine-sucre " comportant 50 % de 

pro té ines  e t  50 8 de poiysaecharldes,  ElLe est à noweau f rac t ionnée  

par chromatographie dqéchange d-isns, sur DEN3 cel luLose forme 

bora te ,  comme B s i l l u s t z e  l a  figure 2b page 2 5 .  Des 4 sous- f rac t ions  

obtenues seu les  Les f r a c t i o n s  contenant des prot6 ines  e t  des glucides 

jouent un r ô l e  mousse p o s i t i f ,  

En 1966 ANDERSOH (10l) amelfore l e  fractionnement du 

composé A, exc1u d~ Séphadex G 25 ,  11 emploi du s t g b i f i x ,  adsorbant 

u t i l i s é  indus t r ie l lement ,  pour é l iminer  les p ro té ines  non f ixées  d e  

c e  composé. Le surnageant est alors ckromatographié sur DEAE c e l l u l o -  

se, en tampon acetate de &odim, pH 4 ,  Or u : 0,02, La f r a c t i o n  f i x 6 e  

s u r  l'échangeur d'anions,  puis Gluéer con t i en t  a l o r s  30 % de  sucres  

e t  70 % de  pro té ines .  C e t t e  f ract ien " glycoprotéique " e s t  t r è s  

mousse p o s i t i v e  ; elXe contient des acides  phéneliques dont l ' u n  

e s t  i d e n t i f i é  2% de l ' a c i d e  f é r u l i g u e .  Le tableau 1x1 page 28 récapi-  

t u l e  Les données expérimentales d' AEEaERSON, 

* * * / .  . . 
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TABLEAU II 

TRAVAUX F'ARDERSON ES HARRIS 

C A R A C T E R I S T I Q U E S  DES F R A C T I O N S  
I S O L E E S  P A R  GEL F I L T R A T I O N  

F R A C T I O N  

Rendement 

Glucides p 100 

O s e s  pr6sents 

Formation de mousse 

S t a b i l i t é  de mousse 



L'auteur  envisage a l o r s  un t r a v a i l  r e l a t i f  aux p ro té ines  

de  l ' o r g e  en l i a i s o n  avec l e  pouvoir moussant des compos6s 

" glycoprot6iques " i s o l g s  de l a  biere. Nous d & t a i l l e r o n s  dans 

le  paragraphe su ivan t  les perspect ives  entrevues grace a c e  

t r a v a i l .  

Donc pour mDERSQH, un composé A exclu s u r  Sephadex G 25,  

représentant  10 % en poids de l a  f r a c t i o n  b r u t e  de  dépar t  X ,  

obtenue par r e l a rgage  3 l ' é t h a n o l ,  est doué d9uun haut  pouvoir 

moussant. Ce composé hétérogène enckramatogsaphfe d'gchange d ' ions  

con t i en t  des p ro te ines  e t  des g luc ides  en $rroportiorns.égales, 

5' - En 1966 SPWONDS (PO21 a détermin6 le  poids molé- 

c u l a i r e  d'une f r a c t i o n  prstgine-sucre '' d e  b i è r e ,  

À p a r t i r  &le bière i n d u s t r i e l l e ,  l ' a u t e u r  a f r ac t ionné  

les pro tg ines  ad ia lysab les  par chromatographie s u r  DEAE c e l l u -  

lose  3 l ' a i d e  d'un gradient  de p H  e t  de force ionique. IL s'est 

i n s p i r a  d 'uns p a r t  des teehnig-~es  d e  ENARI e t  MIKOLA (103) . 
u t i l i s é e s  pour l e  fractionnement des  p ro te ines  de lkorge,  e t  

d ' a u t r e  p a r t  de celles u t i l i s & e s  poux l e  blé par  CQATES ( 2 0 4 ) .  

De cette chromatographie sur échangeur d8anions  tamponné pas un 

tampon phosphate de sodium 5 x Pom3 M. 2 f r a o t i o n s  sont é t u d i é e s  : 

l a  f r a c t i o n  A non retenue à pH 7,s e t  l a  f r a c t i o n  G re tenue  pu i s  

élu&@ à pH 4 , 0 .  Ces deux f r a c t i o n s  se rBvBXent très hétérog2nes 

en u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  La f r a c t i o n  A est étudiée  par l a  technique 

d ' é q u i l i b r e  de ~Qdfmerxtatiun, L e  poids mol6culaire au ménisque 

d é c r o i t  en fonc t i an  du temps de 19600 à 9650 Lemoignant d lune  

grande bé térogénéi t6 ,  Cette fraction A " protgine-sucre " joue 

un r ô l e  mousse positif important e t  a les m b s  p r o p r i é t é s  chroma- 

tographiques qu'une f r ac t fon  albumine de l'orge, C o r n e  il semble 



TABLEAU III 

TRAVAUX D'ANDERSON 

Gel filtration sur Sephadex GS.5 Elution à l'eau 

Exclue sur G25 Glucides 50 % Protéines 50% 

1) Echange d'ions 1) Adsorption sur 
* 

DEAE Cellulose forme borate 

EAU 0.04 M 0.4 M 0.5 N 
NaOH 1 

STABIFIX 
# \ 

protéines non 
liées fixées 

I . 
1 

* 
t Glucides 70% 

t 
1 

I I Protéines 30% 
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improbable que cette f r a c t i o n  albumine t r a v e r s e  les opéra t ions  de 

maltage, brassage et f er~mentation , sans changement, SIMMONDS (105) 

a conclu que l a  f r a c t i o n  A " glycoprotéique " c o n s i s t e r a i t  en un 

agrégat  de produi t s  de dégradation de p ro té ines  l iees & des 

polysaccharides. C e s  polysaccharides plus ou moins complexes 

cont iennent  les suc res  : g L u ~ o s e ,  xyloser arabfnose.  Les  chroma- 

tographies  e t  les u l t r a c e n t r i f u g a t i o n s  suggèrent que l e  système 

" proteine-polysaccharide non d ia lysab le  de  la  b i g r e  est non 

seulement tr&s polydispersé mais a u s s i  capable de  donner des  

u n i t é s  p l u s  p e t i t e s  sous l ' i n f l u e n c e  de f o r c e s  p u r m e h t  physi- 

ques. 

6' - ER 1969, LEACH (106) a u t i l i s é  l a  nouvel le  technique 

d l é l e c t r o f o c a % i s a t i o n .  Les prot6fwes ad ia lysab les  du moût e t  de  

l a  b i s r e  sont  f rac t ionnées .  Des diagrammes s o n t  comparables e t  

révbzlent s i x  csmposés dont les p H  i s o é l e c t r f q u e s  ben& s u p 6 ~ i W r s  a 

5,0 comme l ' i l l u s t r e n t  les f i g u r e s  3 e t  4 page 3 0 .  

L'auteur a étudié l s  inf luence  du brassage sur l a  mousse 

de  l a  b i è r e r  des matières premières : m a l t  ou succ€ildanés 

(orge, mals, b lé )  . Par r appor t  aux b i è r e s  pus m a l t ,  les moûts 

e t  l e s  b f a r e s  b rassees  à p a r t i r  de mouture contenant de  l a  

f a r i n e  de froment poss6daient des  q u a n t i t e s  p l u s  grandes de 

p ro té ines  de  pH i s o é l e e t r i q u e  7 ,2 .  Les mousses de  c e s  b i è r e s  

é t a i e n t  de q u a l i t é  supér ieure ,  
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Le trouble colloZdal définit le trouble qui se dépose 

aprgs un trés long s&jour de plusieurs meis d'une bière en bouteille 

Ce probleme, aux incidences commerciales de première importance, 

a fait l'objet de nombreuses 9tudes. Dans le cadre de llEuropéan 

Brewery Convention, une commission Trouble de la biére ' a été 

cs66e des 1956 . CURTIS (107) et COOK (108) ont 6tabli un paraz- 
-lale entre la mousse et le trouble. 

Le trouble consiste principalement en substances protéi- 

ques et polyphiholiques. 

Les traitements qui scindent les protéines ou reduisent 

le taux de poIyph6nols permettent d9amélio~er la stabilitg des 

bières. Toutefois, on ignore si Les complexes protéotanniques 

existent tels quels dans le matesiel brut et traversent les diver- 

ses étapes te~hnologiques sans altération ou si les complexes se 

forment 3 partir d'entités séparées. 

De toutes fa~ons, il est établi que l'oxygène du col de 

la bouteille joue un role néfaste en induisant la formation de 

trouble, ce qui explique le traitement par des antioxydants de la 

biére. Comme des matières azotées complexes scmiblent jouer un 

%aïe a la f o i s  dans le trouble colloZda1 et Ta mousset les bras- 

seurs sont toujours perplexes ; en éliminant des protéines respon- 

sables du trouble, ne lèse-t'on pas le pouvoir moussant ? D a n s  



que l l e  mesure la  p ro tec t ion  par  lferniplol d%enymes pro téoly t iques ,  

ne n u i t - e l l e  pas 3 l a  mousse ? 

L e s  substances responsables  spécifiquement du t r o u b l e  

ou de l a  mousse n ' é t a n t  pas fsol(ses, il est d i f f i c i l e  de conclure 

f oxmellement . 

Travaux d e  SAVAGE - ----------------- 

11 a f a l l u  a t t endre  l a  f i n  1971, pour d i spose r  d 'une tech- 

nique simple permettant de v i s u a l i s e r  les f r a c t i o n s  ibsues de 

b iè re .  SAQAGE (189) par é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  en g e l  a pu é t u d i e s  

l ' i n f l u e n c e  des t r a i t e m e n t s  i n d u s t r i e l s  s u r  les f r a c t i o n s  b i è r e .  

L e s  t r a i t ement s  u tS l i sEs  pour a s s u r e r  une mei l leure  s t a b i l i t é  Zi 

l a  b i è r e  son t  : adjonct ion d ' ac ide  tannique, u t i l i s a t i o n  d'enzyme 

protéoly t ique  (papazne) , a joué d 8  agent i n d u s t r i e l  A , T ,  Les g e l s  

é iec t rofocaPiça t ion  montrent des d i f fé rences  selon le  mode de 

s t a b i l i s a t i o n  empLoy6. P a r  c o n t r e p  Za m u s s e  n ' e s t  pas a f fec tée .  

A l ' i n v e r s e  des  conclusions de SAVAGE, GRAElAR et 

DAUSSANT (110) & a b l i s s e n t  une i d s n t f t 6  e n t r e  deux f r a c t i o n s  

i s sues  d e  mousse et des f r a c t i o n s  du trouble. Les  raccordements 

d ' a r c s  en inmiuno&lectrophorSse u t i l i s a n t  un s6sum a n t i  t r o u b l e  

prouvent que deux f r a c t i o n s  provenmt  de lkalbumfne et  de l%or -  

deine sont communes au t roub le  e t  3 La mousse, Une t ro i s i eme  

f r a c t i o n  mineure p u r r a $ t  aussi être cornune au t r o u b l e  e t  à l a  

mousse. 



Signalons en ou t re ,  que LOISA et - a l  (111) a l'aide 

dgimmunserum anti t roub le ,  prapose une technique dVmuno9lsc t ro -  

phorsse q u a n t i t a t i v e ,  permettant de d6temfner dans une b i&re  l a  

q u a n t i t é  de pro té ines  i n t e m e n a n t  dans l e  t rouble .  

D e s  c o n s t i t u a n t s  protéiques son t  responsab3;es du t roub le  

colloXda1, e t  de l a  mousse de l a  b igre .  

L ' i d e n t i t é  de ces pzotdines e t  l e u r s  latportances relati- 

ves  r e s t e n t  posées. 

En 1953, l e  chercheur Américain SCALLm fï .12)  a 1s 

premier f r a c t i o m é  pas v~3.e chfmiqexe les prot&ixkes de l a  b igre .  

Il a é t u d i é  l e u r  r ô l e  vis-8-vis d e  l a  mousse. mite à une s é r i e  

d 'expérimentations s % t a l a a t  sur 15 ans, les chercheurs a n g l a i s  

de l a  Brewing Indus t ry  Research Faundation sont a r r i v é s  aux 

conclusions su ivantes  : dans La b iése ,  des  compos6s adla lysables  

" protéine-sucre " de p ~ i d s  moléculaire sup8xfeur B 10 000 son t  

m u s s e  p o s i t i f s .  Une f r a c t i o n  de composition razlilaSlaire, %solGe de 

l 'or$& e t  du blé a elfe a u s s i  un rsle mousse p o s i t i f .  

Une f i l i a t i o n  e n t r e  les " glycoprotéines des c é r é a l e s  

u t i l i s G e s  comme rnatisres premières pour l a  f a b r i c a t i o n  de l a  

b i g r e  e t  les " g*coprot&fnes " de Ea biFtre ~reçpnsablers  de  l a  

mousse est-elle possible 3 Wraalys~as donc les &tudes r e l a t i v e s  

aux " glycoprotéines de  l%osgep du bl6,  du mafs, 



PROTEINES ET GLYCOPROTEINES DES CEREALES UTILISEES DANS LA 

Nous citerons dans cette courte 6tude bibliographique, 

les références ayant trait aux glycoprotéines vgggtales. Nous 

développerons les rares travaux réalisas sur le blé, le maPs, 

l'orge t céréales entrant dans la composition de la bière. 

La quantité des informations relatives B la composition, 

structure et synthgse des glycoprotéines animales progresse de 

façon exponentielle. En contraste il n'existe que très peu de 

pubfications sur la présence et la nature de glycoprotéines végé- 

tales. Les rares vggetaux étudiés possèdent des proprigtés impor- 

tantes justifiant l'&tude de leurs eositposés glycoprotidiques. 

- Ainsi, l'ananas a été étudié pour la bromél ine qu'il 
renferme. Les équipes groupées autour de MURACHI (3.13) 1 OTA (114) 

FEINSTEIN (1 15) SCOCCA (1 16) ont Btudié la structure glycoproti- 

dique de cette brom6line. 

- Le soja, souvent utfllsé dans Les aliments, (WOLF 117) 
a été étudié pour son composé responsable d'hémagglutination. 

LIS et - al (118) décrivent l'isolement daun glycopeptide de soja. 

- PUSZTAL (119) , quant à lui, rapporte l'isolement 8 

partir d'haricot, d'une glycsprot6ine et d'un inhibiteur de 

llactionbrypsique. IP fractionne et earact6rise des glycoprotéines 

contenant de l'hydroxyproline Zi partir de feuilles d'haricot (120). 

D'un haricot rouge BORSESON et al (121) isole une glycoprot6ine - 
stimulant la mitose. 



- Par analogie  avec l e s  c e l l u l e s  animales, il est 

vraisemblable que l e s  pa ro i s  des  c e l l u l e s  végé ta les  s o i e n t  gly- 

coprot idiques . M O R T  (122) s igna le  une l i a i s o n  hydroxyproline 

O glycosidique d'une glycoprotékne de pa ro i  de cellule de tomate* 

- L e s  t ravaux les p lus  nombreux sur les glycoprotgides 

végétaux sont r e l a t i f s  aux paro i s  des levures .  

L 'h i s to r ique  de la quest ion est dgveloppé par PUAFF (123: 

e t  MAC WILLIAM (124), Un composé glycaprotéidique a été i s o l é  de  

l a  membrane de c e l l u l e  de  levure ,  une mannane-psotéioe a é t é  

e x t r a i t e  de  l a  p a r o i  de d ive r ses  v a r i é t é s  de  Levures, (KORN e t  

NORTHCOTE (125)  - SENTAMDEPEU et NORTMCOTE (12S)f, Les chaines l a t é -  

r a l e s  de  mannane v a r i e n t  se lon  Les scmchea de levure.  Cette subs- 

tance est Importante car par  pontages mettant  en jeu du calcium 

e t  des groupes phosphate, Les lemreç de bière f loceulent ,  La 

conf igura t ion  de  c e t t e  glycoprotéfne pormrralt expl iquer  les 

d i f f é r e n c e s  de fXoceuXeaee des d ive r ses  souches de levure (LYONS 

e t  HQUGH (127)). 

Pour MAC WILLZAEa e t  CLAPPERTOH (328) l a  levure libêre 

dans l e  moat des  glucomannanes-prot6ines e t  c e s  composés mis en 

s o l u t i o n  a i % sont t e n s i o a c t i f s  et mousse positifs La synthgrse 

de  ces  composés est t u é s  variable selon l g 3 g e  e t  l a  souche de 

levure.  L e  métabolisme de cette substance exudée n ' e s t  pas connue, 

e t  l a  teneur dans l a  bière de mannane protBine serait de quelques 

mg par l i t r e .  

Signalons en a u t r e  que Lqinver ta se  de l a  levure l o c a l i s g e  

extérieurement sur La p a r o i  ce l lu la i re  est une glycoproti5ine conte- 

n a n t  une l i a i s o n  glucosylaminylaçparag1ne [NEU 129)- 



- 36 - 
Cette structure expliquerait d'après STUMEYER (130) 

la résistance de lDinvertase à la dgnaturation par les tannins 

31 est connu à la s u i t e  des travaux de GHAPOM (131) que les tannins 

s'associent fortement avec les polyamides, les polypeptides et 

les protéines par des ponts hydroggne, Ces interactions per turbent  

la conformation de la protaine native et conduident à une precipi- 

tation, Pour Pes glycoprst$ines,  une protection de l'armature 

protéique par les polysaccharides renGend l k a c c e s s i b i l i t é  des tan-  

nins aux polypeptides plus difficile, En outre, il est % penser 

que les tannins se lient plus facilement 2 la partie polysaccharidi- 

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

reversible, 

L e s  glycoprotéines de la paroi cellulaire de la levure 

de biere sont donc susceptibles de Laisser diffuser en qantit8 

infime dans la biBré?, des composés glyeoprotidiguq qui pour- 

raient jouer un raie dans la fnûusse de bière. 

Développons maintenant les travaux relatifs au glycoprotéi 

nes des cér6ales pouvant enkrea dans la composition de la bière. 

22.2 - LES GLYCOPR(3TETNES DU BLE ET BU ,MAIS 
------a----------------------------- 

On appelle succédan6a amylacés ou grains crus ,  Les 

céréales susceptibles de remplacer le malt dksrge au brassage. 

Les plus fse~enunent u t i î b s t i s  son t  h e  maXs et le riz. L8utiiLsa- 

tion de blé a montre une sens ib le  amG2ioration de la q a E E t 6  de 

la mousse aussi bien en microbrasserie ~ ' i n d u s t r i e T l e m e n t ~  

(HARRIS 432)  - BRITWISTLE (133) LEACH (134) )  . Lsutikisation d u  orge 



c r u e  corne succ6dane envisagée par les f i n l a n d a i s  ENARI e t  MIKOLA 

(135) a u r a i t - e l l e  a u s s i  un rÛLe béngfique vfs-a-vis de la mousse? 

L e s  glycoprotéines  des cérfiales n 'on t  Bté que tr6s 

peu Btudiées . 

BOUMBY et al. (136) o n t  é t u d i 6  le ma%s. Un complexe - 
proteine-polysacchasidi-fue est isolé du pér icarpe  de mazs, il 

p o u r r a î t  s ' a g i r  d'un mcapolysaccharbde,  L'hydrsxyproline,  la 

s e r i n e  e t  la t k ~ B o n i n e  cançtitiae l e  tiers des acides aminés de 

ce complexe. 

L a  copule polysacckaridique est essentiellefhient g luc i -  

d ique  e t  prgsente  des traces de galatosep arabinosep  xylose e t  

glucosamine. 

ANDEWSOM ( 1 3 7 )  s i g n a l e  une f r ac t i on  " glycopgcstéique '' 

du b l é  douge dPun pouvoir moussant QXev6, Etant  donné 3e raie 

mousse p o s i t i f  a t t r i b u 6  au blt5 iX naus a paru intAressant de mentfc 

n e r  l e s  travaux de XUNDIG, NEUKBt4 et DEUEL (P38j. @es a u t e u r s  ont 

i s o l é  a p a r t i r  dPun e x t r a i t  aqeuw de far ine de $16 clna fractions 

done q u a t r e  s o n t  des complexes prs tg ines-sucses ,  En présence 

d'oxydants, l'extrait aqueux de fa r ine  de bl6 se gél i f ie .  C e t t e  

g e l i f l c a t i o n  est  due 3 une s e u l e  f ract ion " glycogrot%ique " 

contenant  des acides p h @ n o % i q e ç  dont  de l ' a c i d e  f9rulicyuee Les 

au teu r s  supposenz que l a  réaekion d'oxydation provoquent l a  forma- 

tion d'un réseau complexe te idirnent ionnel  q u i  augmente eonsidé- 

sablement l a  viscosité e t  facilite a i n s i  L a  g e l i f i e a t i o n .  



L'hypothèse fsrmui4hz- par R3NDIG (139)  paurragt expliquer lfam4!lio- 

ration de La mousse de bf8re korscr,uyûn emploie du blé au bsas- 

sage. AEèDERSON (140) a repris cette supwsitfon pou%- expliquer le 

r61e mousse positif d'une fraction pro tg ine  sucre de Pa bigre, 

contenant elle aussi de l'acide fémfiwe, 

ANDERSON (141) a mis en gvidencrr. un c=o%nposé " glycopro- 

téique " isolé de Za bière. t9 a retrouvg dans un exerait aqueux 

d'orge, une f r ac t i on  serblable douée dsun N U Y O ~ P  )il~)~ss&nf: interes- 

sant.  Nous exposerons dans ce paragraphe Eea travaux de WaLBSCMMIDT- 

LEITZ et ~011. (142) . En effeti ces aulerrr~s ont montre liexistence 

de glycoprotéines dans lqarge. 

En 1 9 6 I e  ces chercheurs ont i s s l g  2 p a r t i r  de l'albumine 

de l'orge, des conçtftuclrrks glyvoprat6iaiquas d m t  Sa teneur en 

glucides variait de 4,4 % 3 0 , 6  %, WQCZSTRWÇSER (143)  a propose un 

mode de liafsoar. glysccnne-paskside du type esker a alariyl 4 - xylost?, 

puis en 1963 des m d e s  de liaison 6 - giycasidfwe où les acides 

aspartique et glutamique fntemLen9raSent. Dés 1961 extrapolant les 

résultats de lkarge au bLQ, au ma3s et au rlz, W;AIEDSCHMfDT-LEbTZ 

(144) avait é m i s  I'hypothBse que la prgsence d'un. maif Lon glyc-anne 

protide constiVaeraak l a  preuve de â%emplsf de grains crus dans La 

bigre. Lwsenence ite ma3Zlon glycanne-protide dans la bigre pur- 

lait nomale aux auteurs car déclaraient-ils " ce maillon 

est de toute évidence d é t w i t  au maltage ta prgsence de 

" glycoprûtéine " dans Pa bigre  pur malt n'est pas pssçfble dsaprés 

kaALBÇC6IPTZM"-LEfTZ; et colSe (145) . 



L'étude des compos6s glycaprodéidbgtaes des c8réales 

u t i l i sQes  dans  l a  fdbrieation de l a  biera, nous apportent deux 

Bléments intBressants, m N B I E  (L46) 8 la suite de ses travaux sur 

l e  b lé  émet une hypathgse gai plzarsraxt esaliquer l a  fomatfon d'une 

mousse. L'oxydation d k n  campos6 glycoprotgique peut  se t r a d u i r e  pa 

un changement spectaculaire de structure, 3 savair une gélification 

drune solut ion.  WTU.JDÇCf4MIDT-LEZTIi: et CoL%, (147% trouve des glyco- 

protéines dans l'orge me l % o n  ne retrouve pas dans Ea bière pur 

ma-Lt, 

La revue ggngra le  des coqos&s protg iques  et glycopro- 

téicpes 6ventuelLement responsables de l a  mausse de La bière, 

nous permet d e  conclure. La formation de mousse de bigre sgsulte  

d'un @quilibre entre compos6s mousse p o s i t i f s  et mousse n é g a t i f s .  

Les interactions physicsch3miwes s o n t  multiples et nous ssntmes 

en face d'un problème p a f i t a t i f  et non cyuantftatbf, 

Des composés adialysables, protéidiqe~~ riches en 

polysaccharides sont  mousse positifs, Toutefaes la nature 

glycsproléidique de ces eomgasgs n% pas été Bémontree, 

En outre, une c a n t r a d i c t f s n  apparaat. En e f f e t ,  deux 

groupes de chercheurs, adop ta% deux voies expgrbmtales inverses 

aboutissent à des conclusions diffgrentes, bill par t i s  de bigre, 



ANDERSON (148) a monCr6 l e  rôle mousse p o s f t i f  d'une f r a c t i o n  

* proleine-sucre Une f r a c t i o n  moussante, de composition simi- 

laire a &té retrouvge dans Eargc, e t  L'auteur, émet l%ypoth&se 

d'une f i l i a t i o n  possible entre ces deux comps@s.  A p a r t i r  

d'orge WASIDSCHMLDT-LEETZ (149) a montrés Zfexii;-t;ence de compss6s 

albumines glycoprotéidiqueç. Ces compsés ne se retrouvent  pas 

dans La bigre pur malt, et LBexistence drun m i l f o n  glyeanne-protic 

constitue k a  preuve de LDempLsO de gra ins  crus, 

L'@rude bibfisgraphique nous montre v a i l  a f a l l u  

attendre $953 pour F e  des fractionnements de b i g r e  s o i t  envisa- 

gés  en liaison avec le prablgme de la mousse de l a  b ig re ,  Les 

t ravaux sont peu no~bseux sus %es proteides de La bdkre, car ce 

milieu est avant tout glucidique, De plusl les chercheurs se sont 

heur tés  3 deux dffflcult6s majeures : 

- la mousse rgsulte d'un Q ~ i l i b r e  p h y s i c o - c h f m i ~ e  complexe d i f f i .  

c i le  3 apprécier ; 

- les f r a c t i o n s  i s o l é e s  de bière sont d i f f i c f l a e n t  " v i s u a l i s a -  

bles ", par une technique simple d%BfectrophorGûe de zone par 

exemple, Aussi les dennges bibliographiques sont gén6ralernent 

éparses. 

Bans nos travaux personnelsr nous naus somes e f f o r c é s  : 

- de f rac t ionnes  une e n t h t é  mausse positive ; 

- de fa i re  un f i e n  entre arts cens.t%.tumts mousse positib e t  lkorge 

- enfin, dans une dernière partie, naus avons cherché % nous rap- 

procher du monde industs i e l ,  en envisageant les r6percussfans de 

traitements de ba b%ère, s u r  les comws6s wassanta,  
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MATERIEL 1 1 -  ,, - 

Notre matériel de départ est la biare bock de la bras- 

serie des ENFANTS DE GAYANT de DOUAI. Elle est bra~seé classique- 

ment selon une methode par décoction une treape de grains crus. 

Les versements sont de 800 kg, de maJs pour 3 200 kg, de malt 

pour un volume au ldcher de 250 hectolitres, La trempe de grains 

crus (MaXs) , est liquéf 96e à l'ai&? d'enzymes anrylolytAepes corn- 

merciales du type Supesclasta~e (dgtruites ensuite a l'dbullition 

du moût). La fermentation est une fermentation basse. L a  bigre 

obtenue n'est pas pasteurisée. 

Les bières au-jourd%ui sont toutes fabriqu6es en utili- 

sant du malt d'orge et une fsactfon de succ6danés amylac6s appelés 

grains crus. Néanmoins, pour fabriquer des irmnunsé-ums anti-biére 

pur malt, nous avons pu obtenir de la blase pur a n a l t .  Elle fat 

brassQe @galerne#& lVaide d'enzymes ~efales, 

du type superclastase, 

Ces deux types de bigre ne sont pas pasteuris6s. Aussi 

pour les conserver longtpement, nous avons cherché 3 les concentrer. 

Il faut signaler que Les enzymes du malt sont détruites lors de La 



cuisson du mo0t. L e s  seu les  enzymes suscep t ib les  d ' ê t r e  encore 

présentes  dans l a  b i è r e  proviendraient  de l a  levure Saccharoniyces - 
Carlsbergensis  e t  son t  des phosph e t  de l ' i n v e r t a s e .  

12 - METBODES 
_s 

Nous ne c i t e r o n s  que les methodes spéci£iques de n o t r e  

i n d u s t r i e  . 

La teneur  en azote  est déterminge à l'aide de  la  méthode 

KJELDAHL. Ltaz@te protéique est  minera l i s6  e t  dosé sous forme 

d ' i o n s  ammonium. L e s  pro té ines  de l ' o r g e  e t  du malt  contrennent en 

moyenne 16  % d ' a z o t e ,  On m u l t i p l i e r a  l a  teneur  en a z o t e  par 100/16 

s a i t  Q F 2 5  pour avoir l a  teneur  en protéines. 

L e s  i s a h u m l s n e s  de l a  b i è r e  dé r iven t  des  ac ides  amers 

apportés par l e  houblon au brassage, E l l e s  sont  dosges selon l a  

technique de 1 'E .B.C.  (150) aprgs e x t r a c t i o n  de 1.a biGre par de 

l ' i s o  octane e t  l e c t u r e  au spectrophotamStre 2 255 nm. 

Les polyphénsls de l a  bGre dé r iven t  principalement des  

enveloppes du malt  e t  des  fo l io les  de houblon. La m6thode de dosagf 

u t i l i s é e  est actuellement en cours  de s t andard i sa t ion  pax l e  Comiti 

des  analyses de ~ ' F . P . c .  (151). 

. ./.. . 



A 10 m l .  de  b i é r e  son t  a j o u t é s  : 

- 8 m l .  d 'une so lu t ion  à 1 % de carboxy-methylcePlulose sodique 

contenant 0 , 2  % d'EDTA disodique.  

- 0 '5  m l ,  d 'un r é a c t i f  h 2,s % de c i t r a t e  f e r r i q u e  ammoniacal. 

- 0,s m l ,  d-oniacpe d i l u é  au 1/3. On cornpléte à 25 m l .  e t  

après  a g i t a t i o n  vigoureuse e t  10 m. de repas ,  les l e c t u r e s  

sont  e f f e c t u é e s  à 600 nm. La concentrat ion en polyphgnol expr i -  

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

JJ. - RESULTATS - 

Notre matér ie l  d g é t u d e  de dépar t  est c o n s t i t u é  de  bières 

i n d u s t r i e l l e s  suscep t ib les  de ne pas conserver des caract65ristiquer 

constantes .  C e s  biGses ne  son t  pas pas teur i sées .  P l  nous a f a l l u  

c o n s t i t u e r  un s tock  homgène, inaLt6rable.  

L'évaporation sous press ion  réduite de CO2 a e t 6  abandon- 

née en r a i  son : 

- des volumes importants il $vaparer ; 

- du moussage incont ro lé  provo*& bnu début d-vaporation. 

Tcukefois, nous avons pu mettre en Gvldence l ' e s t ima t ion  

de l a  concentrat ion d'une bfBre en r é a l i s a n t  un s p e c t r e  d 'absorpt i r  

du concent ra t ,  en mesurant l e  minimum de densité optique 745 nm. 



La b i è r e  c o n t i e n t  un f a i b l e  taux  d ' a l coo l ,  environ 3 ,5  

degrés  GAY LUSSAC, Toutefois ,  aux press ions  extrêmement r é d u i t e s  

de lyoph i l i sa t ion ,  l e s  vapeurs dbaZcool repxgsentent un volume 

important que brasse  l a  pmpe  à vide inut i lement ,  L e  temps d e  

l y o p h i l i s a t i o n  passe a l o r s  de 24 2 32 heures. 

Pour remédier 3 c e t t e  surcharge de La pompe à v ide ,  il 

f a u t ,  aprés  6 heures de  l y o p h i l i s a t i o n ,  repasser  en congélat ion,  

c a s s e r  l e  vide e t  é l iminer  l e s  eu tee t iques  de L'alcool  condens6s 

s u r  l e  p iège  f r o i d ,  On purge l a  pompe. L'ensemble des  opéra t ions  de  

l y o p h i l i s a t f o n  dure a l o r s  26 heures. La b i è r e  donne une poudre 

jaune c l a i r e .  L ' e x t r a i t  s e c  par L i t r e  est d'environ 2&,5 g. 

Xl est connu depuis  ~ongtemps que Les c o n s t i t u a n t s  de  

c e r t a i n e s  so lu t ions  son t  en t ra inab les  par  les mousses que c e s  

s o l u t i o n s  peuvent produise,  Des techigues de moussage ou de  

moussage e t  d 'essorage ont  permis des fractionnements (ABRIBAT 

(1521 ) . Certa ins  au teurs ,  SCHUTZ (1531 BABER (154) , on t  u t i P i s 6  

c e t t e  technique pour f r a c t i o n n e r  des s o l u t i o n s  protéiques.  Comme 

nous cherchons à en r i ch i r  l a  b i è r e  en compos$s mousse p o s i t i f s ,  

nous avons préparé de Sa bigre  de mousse. 

Nous avons s u b s t i t u 6  à l a  techni-e diseontifiue de GRAY 

et STONE (155) une methode en ccsntintz pour produire de la b i è r e  

. . ./. . . 



de mousse. La b i è r e  de mousse r g s u l t e  du drainage de mousse de 

b i è r e  essorée ,  elLe est produite dans une t o u r  de  mousse cons- 

t r u i t e  sebon Les plans aimablement m i s  à notre d i spos i t ion  par 

GJERÇTEN (156) de chez CAmSBERG* 

Cette tour de mousse nsus permet l%obeentisn en cont inu 

de b i è r e  de mousse. A partir d5un f a t  de 50 Iftres de biare i n i t i a l  

l 'autonomie de foncthonné;raient est çup6sieuze à 10 heures, Mous 

avons modifié 1' admission de bi&rc? initiale et l' bvacuation der 

bière r é s i d u e l l e  de faqon % rendre l a  production de bière de mous- 

se qas i -automat ique ,  Une p o q e  p é r i s t a l t i q u e  adme% l a  b i è r e  en rai 

son dB1,5 l i t r e  a l ' h e u r e  e t  simuktanément &vasue la bfêre  &puisée,  

L e  moussage est r6aiisli par d i f f u s i o n  dBazote sous pression de 

7 cm.  d e  mercure a t r a v e r s  Gn verre f r f k t 6  na 3 ,  L a  b igre  i n i t i a l e  

du fQt est sous une contre-presasior, de gaz carbonfq.de de 15 cm. 

de mercure. I l  f a u t  signaler toutefois que l e  niveau de 

b ig re  dans l a  tour de rnousse e s t  difficilement stable, Aussi, 

f a u t - i l  l e  corriger par siphannage L 2 2 f o i s  toutes les 8 heures.  

La photo no 5 (PI, 4 6 )  montre %a argalisatioa de c e t t e  

t o u r  de mousse. 

L e s  diSf6rentes caractéristiques des bières obtenues 

par  moussage puis  essorage s o n t  rasse~b'(ses, dans l e  tab leau  IV 

p. 47 Plus ieur s  points  son t  h souaig~lcra: : 

- l a  b i è r e  de  mousse r é s u l t e  du drsfnage de La mousse, 11 est 

important dF6vitier 18sxydialion Lies constituants du f i lm des 

b u l l e s  de mousse ; c'est gourqo i ,  nous réa99sons le moussage 

e t  Xa récupBratian sous azote* 

.*./... 



TOUR DE MOUSSE 

FABRiCATION EN CONTINU DE BIERE DF MOUSSE 

Biere 
de 

Mousse 

admission 
Pompe pèristaltique 

refoulement 
fu t  5 0 t ; t r e s  

Bidre normale Bi6t.e r&sidud le 

Oif  fuseur 

CO2 
cantre 

pression 

F I G U R E  5 

TOUR DE MOUSSE SELON GSERSTEN 





- L a  b i è r e  de  drainage présente  toujours  un l é g e r  t roub le  e t  des  

depa t s  brunât res .  C e  t r o u b l e  est dû Zi des  complexes proteotan- 

niques.  

- La b i é r e  de mousse est considérablement e n r i c h i e  (7 3 10 f o i s )  

en mat iêre  ameres provenant du houblon. 

- Du p o i n t  de vue teneur  en a z o t e  , l a  b ig re  récupérée après  deux 

moussages success i f s  est e n r i c h i e  l,? f o i s  a l o r s  que l a  bi5re 

de  mousse fabr iquée  en cont inu n ' e s t  e n r i c h i e  qufl,3 f o i s .  L'es- 

sorage l o r s  du drainage d e  l a  mousse joue 3 notre a v i s  un r ô l e  

important.  

Nous avons c h o i s i  l a  f a b r i c a t i o n  de  b i e r e  de mousse e n  

continu c a r  l a  f a b r i c a t i o n  e s t  p lus  r égu l i é re ,  beaucoup p lus  re -  

product ib le  e t  p lus  pra t ique .  

Notre matgrle1 de dépar t  est c o n s t i t u é  de b i è r e  indus- 

t r i e l l e .  Pour t r a v a i l l e r  sur un l o t  EiomogSne e t  i n a l t é r a b l e ,  nous 

avons l y o p h i l i s &  La b i é r e  e t  c o n s t i t u é  un s tock conservé au congé- 

l a t e u r .  

Pour étudier ultgr ieurement  l e s  c o n s t i t u a n t s  responsa- 

b les  de  l a  mousse de b i e r e ,  nous avons pensé concent res  ces  cons- 

t i t u a n t s  en fabr iquant  de l a  bi$re de  mousse, r e s u l t a n t  du drainage 

de l a  mousse. Nous avons adopté pour des r a i sons  pra t iques ,  une 

méthode de fabrication en continu. La b ig re  de mousse est a l o r s  

lyoph i l i sée .  

Nous avons donc à n o t r e  d i s p o s i t i o n  d e  l a  b ig re  l i q u i d e  

e t  de l a  b i s r e  " en poudre " lyophfl is6e.  
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Comme nous l'avons défini dans Xe paragraphe précédenti 

notre matériel dr&tude est constitué par : 

- de la bière normale liquide ; 
- de la bière normale concentrée, reconstituée après lyophilisation 
- de la bière de mousse Liquide ; 
- de la biére de musse concentrée, reconstituée aprSs lyophilisa- 
tion. 

Les recherches antérieures présentges dans l'historique, 

montrent que les compassés responsables de la mousse de la Sière 

seraient : 

- adialysables ; 
- des complexes protéine-sucre 

Nous exposerons uniquement La technique retenue pour la 

suite de notre travail. En effet, les mgthodes de précipitation 

chimiques classiques, au sulfate dFamonium, au phgnol, n'ont pas 

conduit à des fsactians moussantes intéressantes, L e s  techniques 

inspirées de celles décrites par BOURGEOIS (254), utilisées pour 



ob ten i r  des compos6s glycoprot idiques à p a r t i r  de blanc d'oeuf 

de  poule, n 'ont pas conduit  2 des  r g s u l t a t s  va lab les .  

Fraotionnsment  origZnaZ d'ANDERSON fZ58)  

Preparat ion de l a  f r a c t i o n  - 

- C e t t e  méthode s ' i n s p i r e  du made de  fractionnement d e  

COHN (159) pour l e  plasma sanguin, en u t i l i s a n t  d e  l ' é t h a n o l  conte  

nant  d e s  s e l s  a O°C. 

- 767 m l .  d ' é thanol  (80 % V/V B O ° C ) ,  contenant de l ' acé -  

t a t e  d e  sodium O , f 6  M e t  du chlorure  de  z inc  0,0% M, sont  a j o u t é s  

sous a g i t a t i o n  a 2 , 3  l i t res  de  b i è r e  r e f r o i d i e  2 O°C, Apres a jus-  

t age  du p H  à 7,O il l ' a i d e  d 'un tampon ammoniaque, l e  precbpi té  se 

déposant pendant t r o i s  heures 2 O°C est r6cupGrG par  cent r i fuga-  

t i o n .  L e  c u l o t  d e  p r é c i p i t a t i o n  est d issous  dans 700 m l .  dtEDTA i? 

3 % (poids/volume). La  s o l u t i o n  brune est m i s e  3 d i a l y s e r  en 

présence de merseptyl, pendant t r o i s  jours con t re  eau d i s t i l l g e  ; 

l ' a d i a l y s a b l e  est a l o r s  l y o p h i l i s é .  G e  mode op6ra to i re  est u t i l i s é  

t a n t  s u r  l a  b i è r e  normale, que s u r  l a  b i è r e  de mousse. 

F~actzonnernent  d d r i v d  de  Za m d ~ h o d e  d'ANDERSON. 

Prépara t ion  de l a  f r a c t i o n  X - 
- L e  chercheur b r i t ann ique  de la Brewing Industry Research 

Foundation, d ispose  corne m a t é r i e l  de dépar t ,de  biére brassee par 

infus ion  de fermentation haute  obtenue en microbrasser ie .  Nous 

u t i l i s o n s  quant 2 naus, de l a  bigre i n d u s t r i e l l e  brassée  par déeoc 

t i o n ,  de fermentation basse.  Hous avons exposi! l e s  ra i sons  (p.43 ) 

q u i  nous ont  amené l y o p h i l i s e r  l a  b i è r e  pour disposer d'un s tock  

homogène i n a l t é r a b l e ,  



- MOUS reconduis~ns  18exp6rimentation d'ANDERSON sur de 

la bigre reconstituée, par t i r  de poudre de biare Zyopkilisae. 

Disposant de " bisre en p e ~ d r e  ", nuus avons reconstitu6 l a  biare 

normale en la concentrant seLon des  proportions variables. L a  

bière concentrée t rais  fo i s  E u t  u t i f i a é e  s y ~ t é m a t i q u m e n t ~  car elle 

conduisait 2 des fractions adkalysables cornparables B celles ab- 

tenues selon l e  procédG original, et en outre, le  rendement en 

poids est plus i n t É r e s s a n t ,  

- 75 g. de p u d r e  de bfere sont solubilfs6s dans 825mml. 

d'eau distiLlée,Apr&s refroidisse%ent 3 O ' C ~  art ajoute sous agita- 

tion, 275 ml. dQalcool et sels, et L'an coa thue  ie protocole 

original  dBcrit pr@cédenunent, C e  mode sp8ratoire est u t i l i s e  tant 

sur l a  bigre normale lyophilis&e, que sur la bigre de mousse 

lyophilisée. 

Cette f ract ion lyaphilis6e se prBsente sous fome de 

poudre brun pâle, B i e n  que Xfmpide avant la lyophilisation, elle 

laisse, en solut ion  B 10 %, apparaitre un trouble. Celui-ci de 

6 2i 8 % en poids e s t  dPorig5ne protéotmnlque et sa teneur en 

azote par rapport a la poudre inàliale est enrichie de l e 6  fois. 

De plus, la solut ion  abandanaGe 24 heures 3 2OC IaLsse appraftre  

un nouveau trouble 2 rapprocher vxaise:xbEab2ement Cku %rouble au 

froid des industr ie ls  brasseurs. 



Selon les pH, les solutions 2 10 % prennent des aspects 

différents : 

2 Solution limpide brun c la i r  

10 Solu t ion  limpj-de brun très Sonci5 

T e s t  E ,  N. S .  I . A .  

Pour suivra Lraspecé mousse positif des fractions i s ~ l é e i  

à partir de bigre, nous avons mis au p o i n t  un disposfeff simple 

consommant peu de produits, Ce test est prGf6r6 aux mesures longue: 

de viseositi3 selon HOPPLER ( 1 6 Q ) ,  car les u s r r & l a t i o n s  viscosité 

3 ml. d'une so lu t ion  8 , 2  % sant mis 2 mousser dans 

un tube cyliadrs-conicye sigoureusem~nt propre ek soigneusement 

bouché. Le moussage est produit par ag i t a t ion  pendant 3 minutes 

à l'aide d'un vortex de labaraéoixe i% vitesse maximale, Après 

repos d'une minute et dPuwe heure,  des photos son% prnses, ce qui 

permet de visualiser ka formation et la s tabLEit& des m~)ussss. 

l'aide du t e s t  E . M , S . & . A .  

. . ./* . 



En comparant 19 f r a c t i o n  X 3 de  l a  b i è r e  normale recons- 

t i t u é e ,  de  l a  bière de mousse recons t i tuée  e t  à des  f r a c t i o n s  

obtenues par des  méthodes de p r é c i p i t a t i o n  au phénol, on se rend 

compte combien %a f r a c t i o n  X se d i s t ingue  par son a p t i t u d e  à 

former de l a  mousse stable. 

Pour les methodes c l a s s iques ,  on se repor te ra  aux mono- 

graphies  de MONTmUIL et Co l l ,  (163). L e s  dosages de pozyphénols 

e t  d'isohumulones spéc i f iques  à n o t r e  i n d u s t r i e ,  sont  d é c r i t s  

page 42  

Nous développerons l a  méthode de dosage du glucose e t  

c e l l e  de  pentoses en présence d'une grande quan t i t é  de glucose. 

C e s  methodes peu connues nous ont  donné s a t i s f a c t i o n .  

- Dosage s p d c i f < a u e  du qEucose 

Pr inc ipe  

Le glucose est dos6 çsLorimé.t;riguement. selon SCRIBAN ( T t  

à l ' a i d e  d'une glucose oxydase spéc i f ique  : LE FERMCOTEST >:. 
L e  Fermcoteçt mis dans L e  commerce, pret 3 l 'emploi ,  c o n t i e n t  une 

substance chromogène e t  une glucose agrodeshydragénase (dépourvue 

de  maltase,  d-nvertase ou d'amylase),  e t  en ou t re  des  substances 

tampons. 

FERMCQTEST : Fournisseur ÇEMLA CHIMIE : 20, rue  des  
Fossés Çt Jacques - PARIS (5") 
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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  Fermeotest. Après 

séjour de 30 minutes au bain-marie 30 OC, l a  réaction est bloquB 

par 12 ml dVHZÇOq 3 2 0  %. 

- La lecture est r6alisBe en densite optique Zi 540 m. 

L e s  peptides et sels nginterf&rant pas, on peut 

utiliser le femcotest sur un hydralysat dkosidesp évaporé 3 fois ei 

repris dans Lkau distillée en prenant soin d'établir l a  courbe de 

référence au même  pM que PBhyd~oLysat, 

Apres hydrolyse chlorhydr&que de la f ract ion X e t  

purification de l%ydrolysat ,  la chrorna&agraphPe s u r  papier révèle 

qu'à côté du glucose, P% ngexlsta que des pentoses. La quantite de 

glucose &tant la plus irnpostante, nous avons cherch& une technique 

autorisant le Busage des pentoses dans ces condf%ions. Ne disposant 

pas de mgthedes enzymatiques spécifiques, naus avons utilisé une 

méthode cûlorim6trique à %%anikine, 

La technique dé dosage des pentoses est due à TRACEY 

(1651, Les sucres, l'aniline en excgç, 1 koygGne, prendraient par t  

Zi la rGactfon colarée qui ne sera i t  pas due à des dérlvgs du 

furfural. 



- 2 ml. de solution renfermant 50  ug. de pentoses s o n t  

mtilanggs 3 6 m l .  de r6aetif contenant 500 m l .  d P a c i d e  acé t ique  

g l a c i a l ,  30 ml. d'acide oxaligue 2 5% ( p o i d s ~ v o 3 ~ e ) ,  24 ml. 

d'eau d i s t i l l é e o  16 mi, d%anikine. 

Le r$actif est Eil%rG mant emploi. La coloration se 

développe pendant 24 k ,  3 l k o b s c u s i t é  et à t a p é r a t u r e  ambiante, 

La co lo ra t ion  orange est mesurge $75 nm- L a  Loi de BEER-L-ERT 

e s t  respectée  gour d e s  taux de pentoses compris entre 10 et 100 y 

e t  de 160 2 i0W y pour he glucose. L a  f i g ~ u r e  4 p,  53 pr6sénte  

les spectres d 'abçsrp t ion  des pentoses et de mélange glucose- 

pentoses, L e  glucose donne une 16gSre culoration jaunet son i n l e r -  

férence,  Zi poids égal de xylose, se c h i f f r e  à L,7 % comme le rap- 

porte Le tableau V p, 58, 

Four aec&lérer la r$actian, on peut jouer s u r  l e  couple 

temps-temperature. L e s  meil Jeuas r g s u l t a t s  sont obtenus en 6 

heures à 30 a C* En augmentant l a  tempgrature, Te temps de réactiur 

est r é d u i t  au detrinent de %a s e n s i b i b i t 6  de l a  technique, L'inter- 

ference du glucose croissant, 

23.2 - mÇULTATÇ : CQMPOSPTZOM CHIMIQUE DE LA FMCTION X - 
--------II-------------------- ---- II...------------ 

Les dssages sont  e f f e c t u é s  sur de  l a  poudre lyophi2is$er  

desséchée sous vide en  prgsence d'anhydride phosphorique. 

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



E s PECTRES D~ABSORPTDN DES PENTOSES 

Methode à 19aniline pour 50 Jig cuve lem 

2 Xyl , 1 Ara 1 , gtc 5 s 25-.25#5Qdg 

FIGURE 7 

DOSAGE DES PENTOSES SELON T W E Y  



TABLEAU V 

DOSAGE DES PENTOSES A L'ANILINE 

DENSITE OPTIQUE à 475  nm C W E  1 CXR POUR 3.00 ug DE PENTOSES 

100 ug de pentoses 

Xylose 

Arabinose 

Xvlose 1 

Frabisnose 1 

Xv3.ose 1 

Arabinose I 

Glucose 5 

Xylose 1 

au Xvlose 

I 

Arabinose 1 

Glucose 10 

Glucose 



.m. 

Le taux d%oçes totaux est de 51,3 %. 

AprGs purification s u r  couple de rgsines échangeuses 

d'ions, un hydsoaysat chlorhydrique 9500 mg. dans 50 ml, HCL 2 N 

pendant 2 heures à 160°C) de La fraction X esk é tud ié  : 

- par chromatographie sur papier (figure sus les photographies 

numéros 11 et 32 p, 57 et 7 8 de notre rnb-oiie) , 

- par dosages, 

L e s  chromatographies sur papier Whatman no 1 en 

tampon pyridine et sur papier Whatmari. no 3 en tampon de Partrridge 

ne révèlent à côté du g l u c ~ s e  que deux a u t r e s  oses a Pe xylose et 

l'arabinose. Nous n'avons pas trouvé de rhamose signalé par 

(166) ; quant 3 LVéventueL%e présence de galactose signal6 par 

HOCHSTMSÇER (1671 dans des fractions df  orger ou de mannosel 11 ne 

nous est pas possible dwémettre un avEs, ke magna de glucose g2ne 

l "interprétation des chroma%ogsé?,vmes, &"lution des chromat~grames 

avant révélation et dssage u l t é r i e u x  à la mEthode au ferricyanure 

(MONTmUEL ES) SCREPPLER (NJ 168)  f o u r n i t  Les r 6 s u l t a t s  suivants : 

- Glucose : 9Q,G & - Arabinose 2 4 , 6  % - Xykose : 4,8 % 

- L e s  dosages sp&cifiqueç du glucose et des pentoses 

sont Gvalués B : 

- Glucose : 87,6 % - Pentoses r 8 19 % 

En rapprochant &es valeurs trouvées par Les deux 

techniques, nous proposons corne rapports è 

- Glucose r 18 - Arabinase : 3. - Xyfsse : 1 



La f r a c t i on  X prf5parBe seLon 1a S e c k n i ~ a e  msdifige 

d'ANDERSON contient 3 b a  f a i s  un groupement protidique et un 

groupement p o l y s a s s à a a r i d i q ~ ~  L 8 a : ~ " , e u r  B r f t a n n i q e  e~p l s i t a l e  

terme de " gSycoprok4ine " çaav en  avancer l a  démons t ra t ion .  Psur 

prouver l ' é v e n t u e l l e  nature gLycopr0tidigue de ce carciposé nous 

avens  rechercht5 : 

- les oses substldués généralemen$ prGsents dans  %es glycoproté inez  

- une liafsozl glÿcanne-protide, asus renvoyons 3 notre  memoire (165 

pour les details expérinentaux, 

- La reconna i ssance  d'oses dérivés du type  acide u r sn ique ,  

a c i d e  çialique au osamine, c s n s t i t u e s a i t  un indice quant 3 la 

na tu re  gPycoprotidEque de la Rraction >::or, 

- &%absence d'acide uronique est m e n t ~ é e  par ba methode 

de DISCWE (190). 

- L'absence d'osamineç est mont-ée de deux façons : 

- par un dosage global. selon ETaSQPS e"bMOBGAnT (17P) aprgç hydrolyse 

par H G 2  4 N à iOOO@ pendant des temps de 2 #  4 r 8 heures. 

.. - par un dosage a ~ ~ t o m a t i q u e  s u r  auto-analyseur  Technicon - 
- L%absence d'acides s i a l i ques  est 9 n d i p B e  : 

- par dosage direct. à Ica. diphénylamine de 3TEmER et OBIH (172) 

- par desage, selon APIINQFF (193)  aprss ac t ion  dc 3.23. n e u r m i n i d a s e ,  

.. - Nous t enons  à ~ * o m e r e i e r  Monsieu2- CNABREI  6% L a b o ~ a t a i r e  d e  Chimie 

BioZogique de LiZZe q u i  a e f f e e f a d  c e s  a n a l y ~ e 8 ,  



Pour t e n t e r  de  t rouver  une l i a i s o n  glycanne-protide, e t  

a t t e i n d r e  l e  ou les maillons glycopeptidiques,  nous avons u t i l i s e  

une dégradation enzymatique à l ' a i d e  de pronase. Nous avons repro- 

d u i t  l a  méthode de I ~ R Ç N I N A  e t  MAKINO (174) e t  conduit  4 d i g e s t i o  

pronasiques. AprSs érosion de l a  p a r t i e  pro t id ique ,  nous avons 

abou t i  à une f r a c t i o n  purement pslysaccharidique.  

Donc, pa r  d iges t ion  pronasique, nous n'avons pas pu 

met t re  en évidence de  maillon de jonct ion glycanne-protide, l a  

f r a c t i o n  X protéine-sucre ne noua a p p a r a l t  pas comme une glyco- 

pro té ine .  

L a  f r a c t i o n  X est obtenue aprsç  une d i a l y s e  de  t r o i s  

jours pour é l iminer  les agents p r 6 c i p i t a n t s .  Pourtant des  p e t i t e s  

molécules, q u i  devra ien t  d i a l y s e r ,  s u b s i s t e n t .  Nous avons dose les  

polyphlçnols e t l e s  isohumlcrnes selon les m6thodes EBC d é c r i t e s  

p. 4 2 .  

Les polyphénols peuvent être l i é s  3 des proté ines .  

Quant aux isohumulones, produi t s  apportés  par  Te houblon on peut 

supposer qu'elles sont  " adsorbees " s u r  des mol$cules supports.  



- La f r a c t i o n  X e s t  un composé protéine-sucre (pro té ines  4 7 '  

oses  5 1  % )  dont l a  na ture  glycoprot idique n ' e s t  pas prouvée. 

L'absence d t o s e s  d é r i v é s  du type  ac ides  uroniques, s i a l i q u e s  ou 

oçamines e t  l'Bchec r e s u l t a n t  de l 'hydrolyse  pronasique pour 

met t re  en gvidence des glycopept-idesr prouverait le  c o n t r a i r e .  

- LETTERS ( 1 9 5 )  é t u d i a n t  l e s  p r é c i p i t é s  polysaccharidiques 

de l a  bière dec la re  que les a glueanes semblent préférent ie l lement  

ê t r e  sédimentéç avec l a  f r a c t i o n  p ro te ine  polyphénol. O r ,  à l a  

s u i t e  des t ravaux de CRAMER (176) et  de HENNRXCH (i7?), il est 

connu que les oligosacchaulcles dé r ivan t  de l'amidon peuvent se 

p l i e r  en d e  l a r g e s  anneaux formant des  eyclodextr ines .  Ces l a r g e s  

anneaux peuvent insérer d % u t r r e  composés s t a b l e s  en so lu t ion .  

La  f r a c t i o n  X ne s e r a i t - e l l e  pas un complexe polysaccharidique 

enfermant dans s a  tranie cornpos6s pro té iques  e t  phénoliques ? 

Nous nous sommes a t t a c h e s  à mieux connaztre c e t t e  

f r a c t i o n  X p a r  des méthodes é lec t rophoré t iques  e t  i.mmunologiques. 

A l ' excep t ion  des électrophorGgrammes en ve ine  liquide 

publiés par SCALLET (178) aucun auteur  2 no t re  connaissance n ' a  

présenté  de  diagrammes simples v i s u a l i s a n t  des f r a c t i o n s  i s o l é e s  de  

b i è r e .  

. . ./. . . 



I l  a f a l l u  a t t e n d r e  1971 e t  l e s  t ravaux d e  SAVAGE et 

THOMPSON (171) d e  DRAFiERT e t  RADOLA (180) pour o b t e n i r  un é lec t ro -  

phorégramme de  composés i s o l é s  de b i è r e .  Nous avons r e p r i s  c e t t e  

technique en g e l  é fec t rofocaEisa t ion .  Comme nous avons apporté des 

modif icat ions e t  des méthodes o r i g i n a l e s  de  co lo ra t ion ,  nous d é t a i l -  

le rons  l e  mode opéra to i re  paragraphe 243 p.66. 

Auparavant, nous rappel le rons  nos premiéres expérimenta- 

t i o n s  : 

2 4 . 2  - E & E ~ T ~ Q P H ~ ~ S E ~ - C ~ A ~ s ~ Q ~ E s  

- EZectrophordse s u r  p a p i e r  

Des e s s a i s  r é a l i a e s  en tampon véronal  pH 8,2 - pH 8,65 

montrent une t r a r n é e  co lo rab le  à l'amidoschwarz s e  dgplaçant v e r s  

l 'anode (+). La co lo ra t ion  à l l o x a l a t e  d 'anl i l ine r é v è l e  une t a c h e  li 

l'emplacement du dépgt. 

- BZectrophorèse  sur g e l o s e  

En tampon VéronaL pH 8,65 - pM 8 , 2  par co lo ra t ion  à 

l'amidoschwarz, on décè le  deux zones d i f f u s e s .  L a  p l u s  importante 

migre v e r s  l 'anode e t  l ' a u t r e  vers  l a  cathode. L e  cnangement de l a  

p o s i t i o n  du dépôt par  rapport  aux Glectrodes n'iimdllore guère 

l v i n d i v i d u a l i s a t i o n  des zones. 

- EZeetrophor4se sur g e l  de poZyacryZarnide 

A l ' a i d e  de cyanogum en tampon T r i s -  a c i d e  borique de 

pH 8,4 un g e l  v e r t i c a l  de polyacrylamide de 5 % 3 15 % ne donne pas 

de sdpara t ion  va lab le  en pr i sence  ou non d 'u rée  6 M. 



- EZectrophordse en a c é t a t e  de ceZZuZose 

AprSs l'étude systématique de différents tampons, il 

s'avère que le tampon classique véronai pH 8 , 6 5 ,  force ionique 

0,05 donne les meilleurs rBsultats après migration pendant lh.30f 

sous une différence de potentiel de 170 V. Pour des dépbts de 

10 u i  d'une solution 3 LO %, 1a coloration à L'amidoschwarz montre 

une zone anodique diffuse et une zone cathodique prgsentant deux barn 

des. 

La coloration P.A.S. (Periodie Acià Schiff] marque les 

zanes cathodiques et montre une tache à ltextr8mité de la zone 

anodique. Ce mode de visualisation utilise dans le milieu médical 

pour déceler Les glycoprstéines du sérum serait-il un indice 

quant à la présence de gly~opr~tides dans la biere 3 

La prernasre étape de ce mode de coloratfon P.A.S. 

implique une oxydation par Lbaefdg périodique 3 7,25 %. L*oxydation 

ouvre un maillon glucase, permettané alors la fixation du colorant. 

Les poiysaccharldes purs doivent donc rgagir positivement au P.A.S, 

Nous avons condui t  dans les conditions dgcrites ci-dessus, une 

électrophsr5ae sur acétate de ce$lulase 3 l'aide de fractions poly- 

saccharidiques les plus pures possibles : amidon solubLe, glycogène, 

inuline (Merck), amidon de mars, amilys, prodaitits industriels de 

la société ROQUETTE contenant moins de 0,01 % de protéines. Les 

résultats sont prgsentes figüse 8 page 65, Les poJysaccharides non 

seulement réagissent positivaent 3 la cûloratian P . A , S .  mais aussi 

Rous tenons  à remercier Monsieur BUCHETTE  pou^ l ' e n v o i  des  

&ehank% ZZons. 



FIGURE 8 

ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE 

COLORATION PAS. 

Véronal pH 8,65 - p : 0,05 - 10V/cm lh.30 
'd 



L'électraphor&se sur acétate de cellulose constituait 

avant l'avènement de l'électrofocaliçatfon en gel de polyacrylami.de 

le made de visualisation le moins mauvais pour des fractions issues 

de bière. 

La rgcente teehniqe dfélectrsfscaliçation en gel a ap- 

porté enfin une mgthode d'analyse tx&s fine. 

Les méthodes de gel électrofocalisation ouvrent une 

nouvelle voie la s6paration et B Pa caractérisation de protéines, 

D h a p r è s  LAMY (481) la technique en disque est due 3 DALE 

et LATNER (182). Mais pratiquement en même temps, en 1968, d'autres 

auteurs WRIGLEY (183)  GATÇIWOQLAS (184) ont publie des méthodes 

analogues. La technique d@électsofocalisatisn en gel de polyacry- 

larni.de en plaque fut préconis6e par X I W B  (185) , Les auteurs 

britanniques SAVAGE et THOMPÇON (186) sont les premiers à avoir 

utilis6 fin 1971 ce praeGd$ de fractionnement pour les proteines de 

bière. Nous avons apporte des modifications 3 la méthode originale. 

Nous avons pu colorer les gels de façon spécifique, enfin il nous 

est possible de les vitrifier et de conserver ainsi des glectropho- 

régrammes saus forme Be film. 

Un gel  B 5 % de pslyacrylmfde est cou16 en prgsence 

de 1 % à 2 % (poids/volume) dhpholines dans Ea gamme de pH 3.10. 

Après photopo2ymdrisation, le gel  est place horizontalment dans 

une cuve à électrophor&se normale. 

L'électropfiorBse dure 16 à 20 heures à 4 ' ~ .  

. . ./. . . 



Les f r ac t i ons  sgparges son t  a l o r s  repérées : 

- s o i t  par  observation d i r e c t e  des  zones pr6cip i tdes  Zi l ' a c i d e  

t r i ch lo racé t ique  ; 

- s o i t  par co lo ra t ion  des p ro t ides  par  l e  bleu Coomassie, selon 

un m o d e  rap ide  ou selon un mode l e n t  ; 

- les polysaccharides sont  repér6s par  l e  P.A.S. ; 

- enfin,  une double colora t ion  est poss ib le  combinant b leu  Coomassie 

et P.A.S. 

Les g e l s  sont  a l o r s  v i t r i f i é s  pour l a  conservation. 

- Mode opd~atoire : Constitution du gel 

L ' u t i l i s a t i o n  de  cyanogum et  l a  polym6risation chimique 

n 'ont  pas donné de r é s u l t a t s  valables .  

Le geX est coulé dans un moule de p lexiglass ,  recou- 

v e r t  d'une plaque de verre  soigneusement degraissée,  se lon l e  

mode opgra to i re  pr6sent6 tableau V I  page 68. AprGs polym6risation 

le ge l  se déco l l e  du moule r e s t a n t  adhesent au verre .  L e s  bords 

la teraux son t  découp6s 3 l ' équerre .  Un gel de dimensions u t i l e s  

210 x 180 x 1 mn e s t  obtenu. 

L e s  dgpôts, 35 u l  d'une so lu t ion  a 10-20 % sont  réali- 

s é s  dans des fen tes  de 15 x 1 x 1 mnr à 4 cm de l a  cathode. La 

m6thode du c a r r e  de papier  d ' l  cm2. imprégné de 1 t 8 c h a n t i l l o n e t  posC 

directement s u r  l e  g e l  ne nous a pas donne s a t i s f ac t i on .  

- Conduite de Z'&Zectrophorèse 

L'electrophorèse se déroule pendant 16  h 20 heures a 
X 

 OC. La cuve est une cuve normale t and i s  que l a  méthode o r i g i n a l e  

requ ie r t  une cuve spécia le .  

. . . / . . O  
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GEL ELECT ROFOCALf SAT LON 

CONSTITUTION DU GEL 

Conservés a l ' a b r i  A : 32,4 g acrylarnide ) 
) 1 0 0 m l .  

de l a  lumiére à 0 , 9  g b i s  acrylamide ) eau d i s t i l l e e  

C : Riboflavine 89  mg pour 
100 m l .  eau d i s t i l l é e  + 1 goutte acide acgtique 

AMBHOLINES : 40% (P f v) LKB. 8151 p H  3.10 

PROPORTIONS POUR UN MOULE 230 x 200 x 1 mm. 

- 9,O m l .  so lu t ion  A .  

- 0,3 m l .  so lu t ion  B .  

- 1 , 5  m l .  ampholines pH. 3.10 

I?EGAZAGE : Trompe a eau 

- 2 , 7  m l  r ibo f lav ine  

- 

- PHOTOPOLYMERISATION 4 heures 



Les aontacts électriques sont assurés par des ponts 

de papier MN 271 plongeant dans la zone Cathodique (-) contenant 

de l'éthyl&ne diamine 5 % et la zone anodique constituée d'acide 

phosphorique 0,06 8 .  Les solutions Qlectrodes de pH 2,8 et Ll,3 

ont une résistivité comparable de 740 mhos. 

- Le tableau VIX p. 70 résume les caractéristiques 
électriques d'une gel électrofocalisation, Les ampholines se 

repartissent selon un gradient de pH au cours des 5 premi@xes 

heures. Le voltage de 2OV/cm au depart, varie bien que l'on 

utilise une alimentation stabilisée LKB Ref. : 3371 D. Il atteint 

après les 16 a 20 heures d S G l e ~ t r o f ~ c ~ 1 7 a - t 4 ~ ~  23,s V/cm* 

A %'arrêt de l'électrophorèse, il se peut que le gel 

presente des " vagues " ; crêtes de gel perpendiculaires au champ 

électrique. 11 faut alors procéder à la purification de l'acrylamida 

et du bis acryiamide, selon MAURER (187) . 
Le qradient de pH B 1' intérieur du gel est déterminé 

de façon indirecte. Le gel est découpé latéralement a l'aide d'un 

perce-bouchon. Les disques obtenus sont rnis en suspension dans 

1 ml d'eau distill6e pour laisser diffuser les ampholines. Bien 

qu'en toute rigueur, il faudrait les 1Sre 4'C, temp6rature de 

l'électro~t~Qsation, les pH sont mesures a 20aC. Le gradient 

de pH prCsaent6 figure 9 p. 7 0  enregistré pour l'utilisation d'am- 

pholines dans la gamme 10-3 nsest pas rigoureusement linéaire. 

TROMPSON (188) incrimine le COi, qui se dissolverait dans l'eau 

de diffusion. Quant à VESTERBERG (189) il a'rtcrer,t i;m graarent quasi 

. O O / .  . . 



CARACTERISTIQUES ELECTRIQWS D'UNE GEIjt 

ELECTROFOCALISAT ION 

anode + H3P04 O , O 6 %  2 ,8  580 
ELECT RODES 

PB mhos 
cathode - CZHBNZ 5 % 11,3 5 80 

GEL - : 210 x 180 x 1 mm. 

Temps E - 
heure VoXt/cm 

CHUTE D'INTl3NSXTE EN FONCTION DU TEPTS 

m A 

12 

9 

6 

3 

4 6 10 1 4  heures 



l i n é a i r e  e n t r e  p H  4 , 0  et  $,O en mélangeant p l u s i e u r s  gammes 

d'ampholines de  p H  3.10 - 5,7 - 4,6 - 8,lO 

r e s p e c t i v e m e ~ t  dans l e s  propor t ions  : 7 - 1 - 1 - 1 

- VisuaZisation des f rac t i ons  

- Malgr6 son e x c e l l e n t  pouvoir de réso lu t ion ,  l ' é l e c -  

t r o f o c a l i s a t i o n  en g e l  de golyacrylamide n ' a  pas eu l e  r e t e n t i s -  

sement p r é v i s i b l e ,  Nous y voyons t r o i s  r a i sons  : 

- son p r i x  ( l ' ana lyse  de  4 échan t i l lons  r e v i e n t  à 20 ,OO f rancs)  ; 

- l ' absence  de méthodes de co lo ra t ion  ; 

- l a  conservat ion d i f f i c i l e  du g e l  qu i  se p résen te  tou jours  sous 

forme d'une masse visqueuse. 

- En e f f e t  , de nombreux auteurs ,  dont RILEY (190) , 
ADWEH (1911, SAVAGE (192) on t  s i g n a l é  des  d i f f i c u l t é s  d e  co lo ra t ion  

des p r o t i d e s  séparés .  La présence d*ampholines i n t e g r é e s  dans l e  

ge l  provoque des r éac t ions  de p r é c i p i t a t i o n .  

- Cependant, nous avons pu met t re  au po in t  des techni-  

ques d e  c o l o r a t i o n  pour des e x t r a i t s  d 'orge e t  d e  b i è r e ,  transpo- 

sables  au  sQrum i n  et 3 1 8 a d i a l y s a b l e  u r i n a i r e .  Enfin,  aprés  

l 'expérimentat ion,  il nous est poss ib le  de v i t r i f i e r  l e  g e l ,  q u i  

s e  p résen te  a l o r s  sous l a  forme d 'un film archivable .  

Nous disposons donc de  quatre modes de v i s u a l i s a t i o n  : 

- Observation directe aprés  p r é c i p i t a t i o n  à l 'acide t r i ch lo racg-  

- Colorat ion de substances P.A.Ç. (Per iodic  Acid Çchiff)  p o s i t i v e s  , 

- Colorat ion de  p r o t i d e s  pa r  l e  b leu  d e  C o o m a s s i e  ; 

- Enfin, une double co lo ra t ion  est r é a l i s a b l e  : P.A.S. e t  b leu  
Coomass i e  . . . ./. . . 



Ces techniques cons t i tuan t  un apport  o r i g i n a l ,  nous 

d é t a i l l e r o n s  l e u r s  modes opéra to i res .  L e  fractionnement d e  l ' e n t i t é  

mousse p o s i t i v e  X est présenté  sur  l a  photo !& p. 73. 

- Observation directe 

Après une heure,  les bandes pro té iques  p rbc ip i t6es  par 

l 'acide t r i c h l o r a c é t i q u e  12 ,5  % sont  photographiees s u r  fond n o i r  

Zi e c l a i r a g e  rasan t .  D e s  bandes de  l a  Frac t ion  XI i s s u e  d e  b i é r e  

irisees de  couleur  brune témoignent de  l a  présence de  polyphénols. 

Au t o t a l  25 bandes peuvent être d6nombrées s u r  les 2 0  

cm. de longueur du gel temoignant de l a  grande hé térogénei té  de 

cette e n t i t é  mousse p o s i t i v e  X. 

- CoZoratiort des substances P.A.S. positives 

La  co lo ra t ion  P.A.S. (Periodic  Acid Sch i f f )  est u t i l i s g e  

dans le domaine M d i c a l  pour r é v é l e r  les glycoprotéines du sang. 

Bien que d é l i c a t e ,  nous obtenons des r é s u l t a t s  reproduc- 

t i b l e s  Zi l ' a i d e  du pro tocole  expérimental ,  schématisé tab leau  VI11 

L e s  f r a c t i o n s  i s s u e s  de  b i g r e  présentent  d e  nombreuses 

bandes P.A.S. pos i t ives .  Pour l a  f r a c t i o n  X,  10 s o n t  dbncz&rables 

e t  s o n t  r e p a r t i e s  su r  t o u t e  l a  longueur du ge l .  S u i t e  aux restric- 

t i o n s  apportées  page 6 4 ,  su r  l ' i n t e r p r b t a t i o n  a donner à c e  carac-  

t è r e  P.A.S. p o s i t i f ,  nous avons ireaanduit une g e l  é lec t rofoca l i sa thx .  

s u r  des f r a c t i o n s  purement polysaccharidiques.  C e s  f r a c t i o n s  se pré- 

s e n t e n t  a l o r s  sous forme de t ache  P.A.S. p o s i t i v e  d i f f u s a n t  dans 

l 'ensemble du g e l .  En aucun c a s  il n'apparazt d e  bande q u i  p o u r r a f t  



ACTA 12,5% P.A.S. Bleu  
Coomassie 

FIGURE 9 

ELECTROFQCALISATION 
EN GEL DE POLYACRYLAMIDE 

DE LA FRACTION X 



MANLPDLATION DU FEL TEMPS (mn) 

- Fixation des protBInes et élimination des amphdlines 
- Lavaae du ael dans FTCA 12,5% 30 3 6 0  

- Rinçaqe a l'eau distillée Q , 2 5  

- Oxvdation périodiaue 
- Acide p8riodiaue; 1% en solution acétiaue à 3% 

(fabricrué extemporanément) 

- Lavage : eau distillée 
Le rinçage est vérifié par Pq NO3 Q,l Pl 

- Coloration de Schiff 
- Réactif de Schiff 50 

- Lavage : métabisulfite de Na 0,5% 3 x 10 

- Rinçage a l'eau distillée jusqu'à élimination de 
17excés de colorant 

COMPCSITIOH DU PEFCTIF DE SEHIFF f 

4,5 g Fuchsine basique pour 1.500 ml 

. Fprès:~dissolution ajouter : 
9,6 s Métabisulfite de K puis 

40 ml PZsnq 6 N 

. Bien mélanger et laisser reposer 1 nuit à 4 '  C 

. nécoloration par 3 9 .  de charbon actif 

. Filtration sur Büchner 
a Ce r6actif jaune paille, trSs sensible A l'oxydation est conserv8 .# 

4 '  C a l'obscurité. 



traduire la formation de complexes de molécules d'ampholines et de 

polysaccharides purs. 

- CoZoratdon des protddes 

Le bleu Coomassie (Coomassie Brillfant Blue Gurr) 

permet une coloration satisfaisante, Deux techniques sont proposGe$ 

par MAUnER (1931, l'une lente nécessitant un séjour d'une nuit 

dans le colorant, l'autre rapide, mrhins résolutive, mais qui 

permet drinterpr&ter les électrophorégrammes 1 h.20 aprss la fin 

de la migration. Nous utiliserons à la suite d'essais sur des 

extraits d'orge présentés figure 27, p. 135, la méthode 

lente. 

Le tableau IX precise les protocoles expérimentaux de 

ces modes de coloration. 

Les fractions issues de bière, se colorent au bleu 

Coomassie, 27 bandes sont déno&rGes. En outre, il est à remarquer 

que certaines bandes sont P.A.S. positives et fixent le Bleu Coomas 

sie. Cette double coloration repose le problGme de la présence de 

glycoprotides dans la bière. La technique de gel 6lectrofocalisatio 

nous permet d'envisager le probléme sous un angle nouveau, discute 

en conclusion de ce paragraphe. 

Les gels électrofacalisation colorés au bleu Coomassie 

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

- CoZoration doubZe : P.A.S. et BTeu Coomaasie 

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

Bleu Coomassie difficilement réalisable sur d'autres supports. 



Nous conduisons les colorations de façon classique en commençant 

par la coloration P . A . S .  définie ci-dessus, puis par la coloration 

Bleu Coomassie, méthode lente. 

- Conservation des gels dZectrofocaZisation 

Pour réduire la consommation d'ampholines, produits 

coûteux, nous coulons des gels d ' l  mm d'épaisseur. La Beneur en 

5 % d'accrylamide donne un gel flexible, fragile. Il est possible 

de vitrifier ce gel en coulant au-dessus de l'agarose à 1 % et 

en le recouvrant ensuite d'une feuille de papier ou d'acétate de 

cellulose humide. Après trois jours,kes gels sont secs, ils se 

decollent et se présentent sous forme de film. 

La vitrification du gel est rgalisée plus simplement, 

en plaçant le gel apres coloration dans du glycerol à 2 % et en 

disposant au-dessus une feuille de papier cellophane trempde dans 

du glycerol à 3 %. 

Grâce 3 la technique de gel électrofocalisation et aux 

méthodes de colorations spécifiques que nous avons mis au point, 

nous disposons maintenant d'une technique très fine d'analyse de 

fractions d'orge et de bière. 

- Cette nouvelle methode analytique ouvre de nouveaux 
horizons à la recherche brassicole. Pour la première fois, des 

fractions issues de bigre 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 : 



- la méthode est parfaitement reproductible ; 
- la variation de la position des dépats, la variation de la teneur 
en ampholines dans le gel conduisent toujours aux mêmes dia- 

grammes ; 

- si, après une première électrofocalisation en gel, on élue une 
zone que l'on soumet 3 une seconde analyse, les résultats restent 

inchangés. 

Enfin, des essais prgliminaires montrent d'autres pos- 

sibilités inexplorées telles que : 

- l'insertion d'une solution a analyser dans toute la masse du 

gel ; 

- l'inclusion d'un gel polymérisé contenant un échantillon dans une 
nouvelle plaque ; 

- la séparation bidimensionnelle. 

25 - CARRCTERISTIQUES IFIMUNOLOGIQUES DE LA FRACTION X - 
INTRODUCTION - PREPARATION DES IMMUNSERUMS 2 5 . 1  - .......................................... 

- Les techniques utilisées d'immunodiffusion et dlimmuno- 
électrophorèse ont nécessité la fabrication dfimmuns6rum. 

- Nous avons préparé : 
- un immunsérum anti-bière normale ; 
- un immunsérum anti-bière pur malt, 

Le milieu inject6 pose des problèmes. En effet, d'une 

part, la bière est un milieu glucidique et d'autre part, des compo- 

sés polyphénoliques ou tanniques peuvent induire des ph6noménes 



GEL ELECTROFOCALISAT ION 

COLORATION DES PROTIDES 

Méthode au b l e u  CoomassLe 

METHODE LEHTE 2O0t* 

- F i x a t i o n  d e s  p r o t 6 I n e s  e t  6 l i m i n a t i o n  d e s  a r n ~ h o l i n e s  

. A . T . C . F .  12,5% 

OU 

. Acide  s u l f o s a l i c v l i s u e  208 

- C o l o r a t i o n  

. Bleu Coomassie R Q ~ 0 1 8  dans  un mélanqe é t h a n o l ,  

eau ,  a c i d e  a c & i a u e  7.11.2 

- n é c o l o r a t i o n  

1 n u i t  

. Sous a g i t a t i o n  dans  un rnélanse b t h a n o l ,  e a u ,  a c i d e  

a c é t i q u e ,  q l v c 6 r o l  5:13:2:5 2 heures  

METHODE FAPIDE 6Ç°C 

- F i x a t i o n  e t  6 l i m i n a t i o n  d e s  amphollnes 

. Voir c i  d e s s u s  

- C o l o r a t i o n  

. Bleu Coomassie P. 0,28  dans  un niélanse (s thanol ,  e a u ,  

a c i d e  a c é t i ~ u e  45:  45  : 1C 3 0  mn 

- D6colora t ion  

Mélange é t h a n o l ,  e a u ,  a c i d e  a c é t i q u e  25:65:10 2 0  rnn 

VITRIFICATION 

- Rinçage eau d i s t i l l é e  

- P a p i e r  c e l l o p h a n e  imprégné de g l y c é r o l  3% p o s é  s u r  le g e l .  



d'enkystement ou d'abcès. Malgr6 tout, les lap.ln8 supportent bien 

l'injection du mélange de 1 ml dBa4juvant de FREUND et de 1 ml. 

de bigre reconstituée après lyophilisation et concentrge 2 fois, 

- La fraction X issue de bière et intgressante pour la 
mousse, a été utilisée pour préparer un immunsérum anti-fraction X. 

- Enfin, pour établir une éventuelle filiatior. entre 
les composés mousse positifs et l'orge, nous avons fabriqué un 

immunserum anti-orge E.N.S.1.A". En outre, 1'EBC (194) met 3 la 

disposition des chercheurs, deux immuns6rums anti-orge, présentés 

sous forme lyophilisées, prgpargs par GRABAR (195) et ENARI (196) 

Le premier immuns6rum stamdard EBC obtenu 3 partir d'un lapin 

équivaaait 21 lvimmunsérum E.M.G.I.A. Par contre, le second sérum 

anti-malt anti-orge,obtenu rikxmunent par immunisation d'un 

cheval donne une meilleure +#isolution, 

Des essais préliminaires d*inununodiffusion classique 

et dvimmunodiffusion selon OUCHTERLONY (197) montre quela fraction 

X réagit immunologiguement, 

- Contre les immunserurns anti-biere pur malt et anti-bière 
normale, une reaction est visible pour une concentration aussi 

faible que 1,25 %. La meilleure résolution est obtenue pour m e  

concentration de 10 et 15 8 .  

- Contre l'immunserum E N  cheval, anti-malt an%i-ofger 

la fraction X montrent plusieurs arcs à des concentrations supé- 

rieures % 2,s 8 .  



La f r a c t i o n  X r i c h e  en polysaccharides rgaght en 

innaunodiffusion con t re  les seruas a n t i - b i è r e  e t  antl-orge.  Par 

extension,  nous avons i n j e c t e  c e t t e  fraction X en so lu t ion  il i0 % 

à des  l ap ins .  Ces animaux donnent un irrrmuns$reaxr a n t f - f r a c t i o n  X e  

Un e x t r a i t  d 'orge e t  l a  fraction X r6aqissenk d&â 1 # 2 5  % contze c,l 

immunsérum a l o r s  qu'il f a u t  des  cctnc@n.%ra&-isnis supBrLe~res 2 30 

mg/ml de biere lyoph i l i sbe  pour sbten9r une ~@p-n.-?c-,. 

L e s  expériences pr&l%nr%naises de d652usion niontsmk do. 

l e  pouvoir antigénique de composants de la f r a c t i o n  X. 

L e s  inrmunoblsctraphsr&ses sont r6alSsQes salon la 

mgthode c las s ique  de G W R R  e l  caEl. (198) madifige per SZZJEIDEGOU 

(199). En tampon véronal  pH 8 , 2  u : 0,05, PP61eetropharèse sur 

lame de microscope en gelose 2 2#5 % dure 2 h;urcs dans un eha~i?? 

é l e c t r i q u e  de 4 ,s  V/cm. Après r éac t ions  fmi?nalogiques et G l i m i -  

na t ion  de  l'exces de  s 6 r u m ,  Ieç plaques s m t  coPa.Ses 2 ltamPda- 

Schwarz. 

Les photos pxesentges figure 10 alSussrcnG les rdac- 

t i o n s  iranunologiques de l a  fraction X ,  conkse lez Smw~nsdYums, 

an t i -b iê re  normale, an t i -b i&re  pur ma%%, an&i-fr~~aion X ,  (p. 82). 

Contre l e  sérum anl-i-biére normale +:rc=.+ -, m:xs  sûrrt 

d i sce rnab les ,  L 'arc  majeur est an&ique, un ~trgtrc arc tr&s res- 

seré s u r  lui-même entoure  l e  d6p6t quant  an troisi&;ke arcr  tr&s 

peu marqué, il est t r è s  18garment  cathodique. 



Contre l ' an t i sérum bière pur m a l t  l a  fraction X 

réagit en donnant deux a rcs .  L'&arc majeur anodique apparaet 

bif ide,  l ' a u t r e  a r c  mineur est a u s s i  cathodique, par cont re ,  

l'arc entourant  le dépQt n'existe plus. L ' u t i l i s a t i o n  de grains 

crus (mars) pourrrnlt induire d "apiri3s DONNHAUSER (3.-4)9&4 l a  f orna- 

t i o n  d e  ce t rois igme a r c  e x i s t a n t  pour l a  biere nomale. 11 

convient de rester c i rconspect ,  las  qualites &as imuns6rums 

an t i -b ig re  sont trBs variables selon les lapins, Pour répondre de 

façon formelle a l a  q u e s t i o n , i l  nous a u r a i t  fallu dér iver  n o t r e  

étude sur 1'6tude d ' e x t r a i t  de mafs. 

Contre lVantiç9rum a n t i - f r a c t i o n  X ,  un arc trés anodiqu~ 

est révélé. 

25 .4  - DOSAGES QUmTXTATIPS DE LA FmCTIBH X PAR DES mTHODEÇ --.,.----- -----I--LI-----Y-I-~.------------------------- 

Ie-O&ObEQgES - 

L e  dosage de f r a c t i o n s  par des methodes Smunologi~es 

peut se r a t t a c h e r  B deux types : 

- méthode pas d i f f u s i o n  dans un gel contenank I 'munsé r lun  ; 

- methode par imuna&Lectrophsrèse q u a n t i t a t i v e ,  

Le principe de JYmunaélectsûphor&se p a n t i t a é i v e  e s t  

da à LiAUREZL (200)  : l ' a n t i g è n e  migre sous l'effet dDun champ 

t5lectrique dans un gel  contenant  1 1 i m ~ s 6 r u m .  Pour un anti-sérum 

donné, les arcs de p r é c i p i t a t i o n  dess inent  un câne dont la hauteur  



FIGURE 1 0  

IMMUNOELECTROPHORESES 

DE LA FRACTION X 

Véronal pH 8,2 p 0,05 4V/cm 2 h. 



est proporeionnelle à la quantité daantigBnes, 

- En recherche brassfcole, deux auteurs ont repris 

ce t t e  technique : EOISA e t  CUPQ, tS01) pour Ea d6teminat ion 

q u a n t i t a t i v e  des protéines intervenant dans la Esmation des 

troubles de Xa bigre a G AR et DAUSSAET (202)  pour Btudier La 

réaction des bi5res de musse et  r é s i d u e l l e  contre un immunsérum 

anti-trouble de Ia bi8re.  

- Parall&lenzent à la technique orLyineXle de LAURELL 

(203) nous avons utllis6 une autre ngthode quantitative, baptisée 

technique de LOISA modfff&e E,N.S.I.A, 

P a r  éeenomkser Las Pam~~nsBrumâi nous csvâns inversis 

la rQpartition antigène et mticorgs, L ~ c h a n t i f l o n  3 analyser est 

%nelu dans fe g e l  coulë sur la plaque de microscope. 5 ul d'immun- 

sérum sont d6poses dans un puits de 2 mm, de diamétre, Pour que les 

rapports ant iganes anticorps s o i e n t  c~nvenaBles~ nous diluons 

2'inununsBrm au 112 et au 113 pas du t a m p n  v&ronal pH 8,2. 

Lss m1BEthMss da das~ge vaatFkat i% par des x&aceifs 

immunaLogiques sont illustrées par les photos n' Z k  p. 85 

E l l e s  appellent  Les cornentaires suivants : 

- LPirnun~dkE%~sion radiale  montre ( f i gu re  11 a p. 85 1 

que La fractksn X ~ G a g i t  en solut ion  à 2, 5 ,  10, 1 5 ,  20 % pour des 

dgpôts de 5 MI, dans une gelose contenane IO# 20 8 dPl~muns6rm 

anti-orge antl-malt EBC. Les meilleurs rgsultats sant obtenus dans 

une gi4fose contenant 18 % d'imuna9rw. EBIV. Trois cercles 



concentriques s o n t  dticeL6s et pour des c o n c e n t r a t l ~ n s  de la 

fraction X supérieures à 10 % r  deux cercles se dgdoublent. L e  

composé X con t i en t  donc au maans t r o i s  c o n s t i t u a n t s  seagissant 

avec l'immunsérum anti-orge, 

- EPimun~Qleclrtra>phsr2se quantitative selon LAURELL (204) 

r e p r i s e  par LOISA (205) necessite de couler une gélose contenant 

5,lQ ou 2 0  % d'un imunsGrm. Les mei l l eu r s  résultats sont enregls- 

trés pour une gélose con tenmt  16 % d*un immunsérum a n t i - f r a c t i o n  X 

les dépdts  représentant  5 ul d'une ça lu t fon  X a 10, 5, 2 %. Deux 

cônes de hauteur prsportisnnelle aux dép8ts sont visibles sur Za 

photo 2 2  b p, 85. Pour mener à bien cekte techniquer  nous u t i l i s o n s  

de 1' indubisse 37OC " 3 2 %  8, L%$&eetroghosèçe a Pieu pendant 18 

heures à 4OC s sus  4 ,s  %'/cm. Pour é v i t e r  des phénom&nes p a r a s i t e s  

de xéophorSse, une dérnni-heure aprés Le départ de l a  migrat ion,  l a  

gélose est recouverte d'un plastique S a r a  wrap. 

- Pour économiser les précieux %muns~rrrms antifrackion X 

nous avons modlffg la technique d~nndnuno~leet3~ophsrrSs~ q u a n t i t a t i v e .  

L%gchantilfon a analyser l a  f r a c t i o n  X est coulé dans de lY.ndubiosé 

3 7 ' ~  fabriquée en tampon vgrsnak p K  8 , 2  1-10,05. L e  dépigt est a l o r s  

conçtltu6 de 5 u l  de le imuns6rum anti-£rac%Pon W, tel. quel ou 

dilu6 2 013 3 fois. L e s  photos 11 c mantrerik l a  sezasSbiLit6 e t  

%a finesse de la technique, Deux canes sont dGcelés pour des échan- 

t i l l o n s  coulés dans l e  gel  reprYçentant O r Q 5  ml, 0,02 ml et O , O J  ml 

de f r ac t ion  X à 10 S dans le tampon dgéleetrophorèse. La migrat ion 

électrophor6t ique se dBsoule corne c i tae  ci-dessus, 

GrSce aux techniques lpn,r~un~Loglques, nous disposons 

" Paurnisseur ; ZtIndustrie hioZagique f ~ a a n g a i s e  : 36-49,  Quai du 
MouZin d e  Cage - 9 2  GBNNEITILLIERS 



PMT I 

FIGURE 11 
DOSAGES QUANTITATIFS DE LA FRACTION X 

PAR METHODES IMMUNOLOGIQUES 
lla - Immunodiffusion radiale 
llb - Immunoélectrophorèse quantitative selon LAURELL 
llc - Immunoélectrophorèse selon LOISA modifiée ENSIA 



d'un outil q u i  pour rax t  permektre de doser des composés de la 

f ract ion X e  

L a  f r a c t i o n  X possgde donc des c o n s t i t u a n t s  an t  igéniques 

E l l e  r é a g i t  c o n t r e  des imuns6rums anti-bière normale, a n t i - b i è r e  

pur malt et anti-orge. Grdce ei lqimunsBram a n t f - f r a c t i o n  X, des 

dosages pour ra i en t  Gtre ~ b ~ r d é s  soit en ImitaxnodEf fusion, s o i t  en 

immunoéiectrophor2se quantitatives. EP importance des caractéristiqtnc- 

inamunologiques de c e t t e  e n t f t g  mousse p o s i t i v e  sera d i s c u t 6 e  

uit6rieurement dans L e  paragraphe : filiation entre la f r a c t i o n  X 

de l a  bière e t  les protéines de l'orge 

26 - CONCLUSION - 
Paur aborder le problame de Pa nausse de la bière, nous 

avons pensé concentrer les facteurs mousse pasktlfs en r6aÉisant de 

La b i è r e  de mousse. Le moussage est assuré en continu 2 l k a i d e  d 'ure 

t o u r  de mousse, Pour conserver cette b i g r e  de mousse et  constituer 

un s t o c k  hsmgène, nous $a Byophllisons, 

La hière reconçtituge csncentu6e 3 fois, es t  EractionnGe 

chimiquement, HOUS g l i t f 3 i s ~ n ~  une mgahode de relaxgage Ci Iqétkzanczl. 

Une f r a c t i o n  déno-m6e fraction X est obtenue B xaison de 75 I@ par 

l i t r e  de bigre  fnldiale, 



C e t t e  e n t i t é  se révè le  au %est de moussage E.N.S.I.A., 

corne une f r a c t i o n  mousse pos i t ive ,  trés i n t e r e s s a n t e  t a n t  pour l a  

formation que pour l a  s t a b i l i t é  Se mousse, 

- Du point de vue chimique,  La f r a c t i o n  X c o n t i e n t  à e6t6 

de molécules v r a i s d l a b k e m e n t  adsaxbées ( I s a h m u l s n e s  e t  polyphgna 

47 % de pro té ines  e t  51 % dksscs t o t aux  dacç l e  rapport  glucose 18, 

Arabinose 1, xyZose 1, La nature glycoprot idique des composés de 

c e t t e  f r a c t i o n  reste posée : Les oses habi tuelIrnent  p résen t s  dans 

l e s  glycoprot ides  (acides uroniques , osmines, acides sgal iques)  

n ' e x i s t e n t  pas.  

Une hydrolyse pronasique aen6e dans des condi t ions  

peut-Gtre t r o p  d r a s t i q u e s ,  condtllt. à ixne f r a c t i o n  polysaccharidiqzl@ 

pure. Cependant, en électrophor&se une co lo ra t ion  P . R e S .  p o s i t i v e  

est possible .  

- L'absence de mgthode @bectrophorétique permettant de 

v i s u a l i s e r  des f r a c t i o n s  issues de baère, nous a condukt 3 nous 

i n t g r e s s e r ,  f i n  1971, à l a  technique d"$luctsofoca$isation sur gel 

de polyacrylamide en p l a q ~ e ,  Pour palbier les difficultés de visua- 

l i s a t i o n ,  nous avons m i s  au poin t  sur c e  suppozk (gel de polyacry- 

lamide 5 %, ampholineç L 8) des mgthodes de csLoratlons sp6cifiquen 

D e  même pour l a  conse~vaQion, noua avons trouve une technigue d e  

v i t r i f i c a t i o n  des g e l s .  L a  gel é$eetrofocalisatlon révi3Le combien 

l ' e n t i t é  X e s t  h6tércgSne. Dazs t ou t e  l a  g m e  de pH 10-3,25 bandes 

son t  révélees ,  Bien que le problgme de complexes ampholines f r a c t i n t  

de l a  b i è r e  s o i t  pose, il e s t  certain que l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  d e  la 

technique de gel QZectrofocalisatLon permet d'affirmer que c e t t e  

méthode c o n s t i t u e  un exce l l en t  moyen analytique, 



- L'imuno6lectxopho-Bse nous apporte de precieux 

renseignements. 

Graee à P'EBG a nous disposons à cbté de ltimmunsérum 

anti-orge E , N . S . I , A . ,  d'un sérum cheval anti-orge anti-malt. 

La fraction X reagit contre set im~unserm en donnant, pour des 

solutions à 20 5 arcs en diffusion radiale. 

Nous avons risqué l'injection à des lapins, de biéres 

normale et pur malt reconstituees après lyophiiisation. Nous 

obtenons des immunsérums anti-bigre normale et anti-bière pur 

malt comparables. De m&ec la fraction X .  induit la formation 

dfanticorpsror la fraction X est issue de bière de mousse. Dans 

la bigre resultant du drainage de Pa mousse, il subsiste donc des 

composés antiggniques. 

- Enfin, B l'aide de l~munsérum anti-fraction X, 

nous avons pu conduire des essais prëliminaires d'immunoélectro- 

phorèse cpantitative, soit en faisant migrer lE$chantillon dans 

une gélose impr9gnée d'imunsémm, soit a l'inverse, en faisant 

migrer l'ispmunsérum dans une gélose contenant 1?6chantillon, 

L'ensemble des résultats présentés dans ce chapitre : 

Etude d'une fraction mousse positive est rassembl6 au tableau 

synthétique X page 89.  



P R E P A W  ION - 

Biére de Mousse 

Reconstitution de l a  b i h e  x 3 

Poudre brune Pouvois mussant 9 i + 

O.ones 51,4 PoLyphéasls 0,1S% 

(G9c 18- A r a  1- X y L .  11 

Nature GPyc~poLidigue ? 

- AcQtate de celZuLose Gel 6leetrafoealisâtisn 
++-BAS bO bandes 

-WCA 25 bandes 

- Ant i  bière normale 

- Anti bigre pur malt 

- A n t S  f ract ion X 

- wnei arge EBC 
EMSLA 



La fraction X abtenue par rel.argage 3 l'éthanol de 

bière de muusse rasseable les composés mousse p o s i t i f s  responsa- 

bles de la formation et de la stabEli&B de Ia mousse. 

Mous avons cherché B f r ac t ionner  ce t te  ent i t é  mousse 

positive de façon 3 mieux loca%fmx les eomptss8s moussants. 

Quatre types de techniques aat &té utilfsi5es r 

- Ee tamisage noL@culaise ; 
- la chrsanatsgsaphie daéchanges dyionç ; 

- l%ëlect~ophorése pr6parative ; 

- I Vlectrofocâaisation, 

A notre av$s ,Iw &le~-%_rofocéitLisatfcbn~ en colangle et 

sus gel de polyacrylmide ont apport6 les neilleurs résuîtats. 

Pourtant ces m6lhodes n e  san t  pas ps6paratives, Pour isoler 3 

p a r t i r  de Ea fraction X I  mBlan-e biologique céanpleareo un cons- 

tituant p u r i f i @ ,  91 faudra coupler plusieurs techniques, en t enan t  

compte des dernieres conclasians apportgcs par L*&li~4ctro£ocalisa- 

t ion. 

Bien que nous ne soyons pas paxprtcn-9 issler un cons- 

t i t u a n t  remarquable vis-3-vis de $a mousse par lerrs  t ro i s  premiGreç 

techniques, nous les citerons car elles permettent be comparer 

nos travaux avec ceux dtMDERSOM ( 2 0 4 1 ,  et elles constituent rn 

travail de pra%r!.lBre approche indispensable 3 la poursuite de nos 

recherches, 

. * * f . * .  



Les industriels brasseurs imputent aux protéines 

adiaiysables et de haut poids anoléculaire de la bii3xe la respon- 

sabilitg de la formation et de la stabilite de La mousse. Or en 

Eait,  peu de chercheurs ont &&temin6 Xe poids mol6cuXaire de 

fractions issues de blèse, ÇCB&LET (voit: p. 19 ). classe les 

poids mol6culatres des proteines prOcipit6es de bigre par §O4 

entre 34 000 et 7 3  000. ANDERSON (Voir p. 23 ) u t i l i s e  le 

tamisage moZéeuLaEre sur gel  de sephadex. Une fraction exclue de 

6 25 est étudige par u l t r a c e n t r i f u g a t h .  D'après lPauteur, elle 

contient des ~t5séacces ' presque hamog&nes " de poids malBculâfwe 

d'environ 10 000, Le britannique poursuit Ieéeude de ce composé 

en utilisant des resines échangeuses d'ions avec su sam t z a i t e m e n t  

par adsorptio~~. 

Le t r a v a i l  dsAEaDERÇOH constituant la seule réfQrence 

a servi de poigt de départ a nos recherckes. Naus avons voulu 

reproduire les rfisuitats présentbâ en L963 et 1966, puis nous 

avons Glargi l'étude en gel EiLtratisn en utilisant plusieurs 

gels : G25# G 5 0 ,  d75, de façon 29 connartre Ja distribution dans 

lS6ahelbe des poids rtiolBculaires des composes de l'eettite mousse 

pos?.tive X. 

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

distillée. Aps& c ~ n t ~ f f ~ g a t i o x a . ~  ils saat dépos8s sur une coSonne 

. i. . /* .  . 



chromatographique de 2 x 40 cm thermostatée 3 4OC. La colonne est 

éluee par le haut 3 raison de 25 mlfheure. L'Bluat passe par un 

absorptlom&tre enregistreur à 280 nrn et est collect6 par fractions 

de 6 ml. Les oses sont dosés sur chaque fraction par le phénol 

sulfurique. Une courbe d'absorption ent.re 400 et 220 nm est réa- 

1Psée sur les pics chrornatographiques poux déceler d'éventuelles 

nucléoprot6ines ou des compos6s renfermant  de l'acide £&ruXique. 

Les fractions regroupees et lyophilisées sont alors 

soumises : 

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

- aux dosages chimiques d'oses totaux et de proteines ; 

- il l'électrophorèse sur acétate de celluLose ; 
- a l'immunoélectrophsrëse~ 

La figure 12  p. 93 prgsente un diagramme dV6lutio 

d'une colonne de Sephadex G25 super f k n e .  Environ 75 % de la 

poudre déposge est récupérge a p r h  lyophilisation. Le pic A 
v 

d'exclusion représente près des 3/4 de la poudre rgcuperée. Le 

composi5 B2 brun très sombre, tri% hydwoscoE;.ique est difficilement 

Aucune fraction ne prfsente de pic d'absorption autre 

que le pic '' protéique b 280 nm. L'assertion d'ANDERSON concernant 

la présence de nucléoprot6ines et d'acide féruligue, repérés pas 

un spectre d'absorption 3 254 nm et 320 nm, n'est pas vérifi6e. 

Le pouvoir moussant des diverses fractions est apprécié 

pas le test E.N.S.I,A. 

. . * / .  . . 



GEL FILTRATION 
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FIGURE 12 

GEL FILTRATION 

Elution d'une colonne de 2 x 40 cm 

de G 25 Superfine 



Les photos rassembk6es figure 14 p. 96 montrent Le 

comportement di f fèrent  des diverses fractions quant 2i la formation 

et fa stabilité de moussel La fsae?tfon A est Ta plus moussantec 

mals ses caract&ristiguës sont  vois ines  de celles de l'entité 

moussante X constituant le csmpas6 de d$part ,  Les é1ectrctphorGses 

sur acBtâte de cellulose et les imunoé%ectrophoxèses f i g u r g c s  p.9.5 

(figure 13)  ne diffGrenc3erat wgse les diverses fractions.  En 

imuno61ectrophur&seII les quat re  fractions rgaqissené en solut ion 

à 10 % contre X'lanmunsérum an t i - f r ac t ion  X en donnant un arc 

anodique. Par contre. Les f ract ions  B et Bî ne réagissent p1.u~ en L 

s o l u t i o n  à 5 % i  alors que les constituants Al et .A2 donnent toiijoiir: 

un arc à cette concentsal-,ion.En modi f ian t  les condi t ions  expérimen- 

tales du tamisage ~rtalgcuiaire s u r  G 2 5 ,  le fractionnement interprets 

à l'aide dix diagramme d'élution et de Ht&lectrophorZtsh; sur acéta.ke 

de ceLZulose n'est pas am6liorGi- Par contre, Z'empEoi d'autres 

gels t e l s  que GSO, G75, Gb08, permet des f r ac t ionnwlen t s  u l t 6 -  

r i e u r s  de la f rac t ion  Al, mais le pouvoir moussant des sous~frcict iur  

obtenues est moindre que ce lu i  du campos& A 3"" 

La f ract ion i n i t i a l e  X et la sous-fraction A sont I 

traitées alors par le s t a b i f i x  selon ANDERSON. Lê s t a b i f i x  est 

un adsorbant saynékr6tJLque, u t i l E s 6  fndtrs.t;rielXexnent pour assures 

une meilleure s t a b i l i t g  coilo%dale 2 Ta bière, Si corne lPaffi~.x:t.e 

l'auteur britannique, le s t a b i f i x  f i x e  bien 3 0  B des pratgines de 

X k n t t i t C i  X, i1 n'en r g s u l t e  pas paau a u t a n t  une améliorat%on des 

qualit& de mousse, irant de la fraction brute X que de la sous- 

f r a c t i o n  Al. L e s  photos de la figure 14 le prouvent. 
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FIGURE 13 

ETUDE DES FRACTIONS ISSUES 
DE GEL FILTRATION 

13a - Electrophorèse sur Acétate de Cellulose pH 8,7 p 0,05 lOV/cm 1 h 3 0  
13b - Immunoélectrophorèse pH 8,2 p 0,05 4V/cm 2 h. 



FIGURE 14 

POUVOIR MOUSSANT DES 
FRACTIONS ISSUES 

DE GEL FILTRATION 



Si la technique de tamisage moLéculaire n8apparaXt 

pas comme une méthode pr6parative d'une sous-fraction exceptionnelle 

du point. de vue mousset elle permet de d65barasçer l t  e n t i - t é  de dBpaix-t 

X de substances peu moussantes. La fraction AL exclue sur Sephadex 

G25 rassemble les qualit& mousse positives, elle nous appaxazt 

beaucoup plus hétérogsne que ne le pense ANDERSON/. L e  t ra i tement  

au stabifix, s'il fixe préférentiellement des proti5Enes n'aapyzorte 

pas, 3 notre avisr d1iuriél2oratfon de la mousse. 

Le tamisage moléculaire peut se r évé le r  IntGreçsant 

couplé 23 une a u t r e  méthode, le fractionnement par échanges d'ions pas 

exemple. 

La f r ac t i on  X r  mwisse posi t ive ,  est preparée par relar- 

gage chimique à I%Qthana% (voir  page 5 0 )  , EELe contient 47% de 

pxol$Xnes (M x Gr25 pas KjeldahZ) et 511% dsases totaux. 

Si une fraction purement po2yçaccharidique est co-prQcl- 

pikée avec les protides, une technique de chromatographie d'&changes 

d'ions devrait permettre d'éliminer une fra6tion neutre sans protide: 

En recherche en brasserie, les e e l b u l o s e ç  modifiées ont  étGutilfs&es 

pour le frcwetionnement des crlbumiaes de l'arge (ENAM et ( 2 0 5 )  r 

PREAUX (206) )et L' étude cles fractions ksasllques de 1 ' orge (MZERON 

(207)). Pour l%élude de csanpesés de la bi6rep les seules ~Qf6retl- 



ces sant apportges par R O m E  et (208 )  p u s  l'btude des compo- 

sés du trouble et par P4MDERSBN ( voir page 271, Rappeluns qu'-DER- 

SON a attribue B 6 e s  campas6s 38% glucidique, 70% pxatidiçpres, 

baptisés hâtivement glyc~grodêXnes, un puvoir moussant Smportank , 

Dans Xe cadre de nos travaux de prmi$re approchet nous avons repris 

exp6rimenitatisns similaires. 

- Deux éypes de celluloses m & i f i & s s  ont B t $  

- %a D,EIW.E,  cellulose @changeur d'ani~ns. 

E39es sont  trait8es se lon  les m&e% og&ratoire~ ps6- 

conis8s par La fime WHAT 34 
I 

- L a  DE= ee%luXoçe est utglisge pour fraction- 

ner l ' e n t i t é  mousse posit9ve X i s sue  de bi8re de mousse, dans Xe8 

conditions suivantes, La cePBulose échangeur d'aaions bmilfbr6e 

dans la t a m p n  t 

Aç?&iiaLs de sadi- 0,82 24 pH 4 ,O, 

est placBe dans une colonne chxomatographfque thermestat&e à 4'6 ,  

Apr$s passage du tampon de depart p ~ n a a n t  L2 heures mini~urm, le S f t  

de LI est de $0 x 2 cm. 1 g, de la f r a c k f ~ n  X en safution dans Ze 

tampon de dgpart est appliqug au sfpmet de 1s colonne. L'&kutian de 

haut en bas est  r@aZPsée 3 l'aide d'une pompe p8riwtaltiwe B ra ison 

de $0 ml/h. L6s1ua% passe par un & s ~ ~ p k i ~ a ~ s & t ~ ~  enregi8tseür % 

280 rn et Les frackkons de 8 mB sen t  cslfeeQ&es koudea les 4 mi- 

nutes, Le I r a c l i s n n a e n k  shronatographiqae est r6alisé a pH constant 

par dbplacment du mat6riaX f i x a  & Igaida 6% gradient discontinu 

d e  force ioniquer en ajoutant dans le kmporm de depart &u N&Cl ,  

% Faurmisseiar ahMHA"Z', $98 rrtcr &te Jacques PmIB Vg- 



pour ob ten i r  dans les 3 tampons p o s t é r i e u r s  au tampon i n i t i a l ,  les 

molari t6s  en sel respectivement de 0,03 M E  0 , l  M, Q 1 5  M. L'esmpLoi. 

de DE= écpi lkbr&e en tmpan Ac: Na 0,005 M pH 4,0, et d'un gradient 

dri51ution de force ionique Ifneaire e t  continu, n'apporte pas dtmi5- 

l i a r a t i o n  aux Eract i~nnements .  

- D a n s  des colonnes e t  à des débits d1?2lution 

analogues, des  chromatograpMas sur CM c;elailelose ont &.te réalisêes, 

L e  tampon i n i t i a l  est une so lu t ion  d q  acétate d ' m o r r i u m  0,3. M, de 

p H  v a r i a b l e  : 3 , 5 ,  B r l  ou 5r5. L e  d@plaement chromatagraphique est 

effectué par P W p h i  d iun  gradient discontinu croissant de pH. 

- L e s  fractions obtenues par chramatographie 

dwchanges d'ions s o n t  a l o r s  dfa~ .ysBes  c o n t r e  eau d i s t i l l é e f  lyoph i l i -  

sées, Elkes sont alors  das&es, soumises au t e s t  de mussage et ana- 

lysées par &lectrephorése et imuno&%ectrsphsrGst?, 

3 2 . 3  - ESg&Tgs 

La figure 15 ps 100, présente le diagramte dt91ution d'u- 

ne DEAE cellulose tampannge en solutfan AG Na 0,0S % pM 4,0, Mss r6- 

ç u l t a t s  sant 3 coknparer avec ceux d8mDERSBN décrits page 27. 

Contrairement à ses csnclusions, il ne nous a pas ét& possible d-éluer 

une fraction purement palysaccharidique non r e t enue  sus la cokonnet 

a u s s i  bien i3 partir d'une fraction X brute, que dtunesûus-fract ion 

A exclue d'une colanne de Sephadex G 2 S F  obtenue 2 pa r t i r  de l'entitB 3 

mousse p o s i t i v e  X, Nous Gavons alors rraillis&d8audres systBmes tampons 

dans l a  but d ' é l iminer  un composa purement polysaceharidique cons- 

tittfankuun ba l l as t  pour Pa fxact ian  X .  Naus nous czsn.br-enterons de les 

c i t e r  cax aucune chro~tla%sgrap%3ie tant surDEAE e e l i u l o s e  que sur CM ce l -  

Ju lose  n% permis i%abtent%on d'une fraction p r a e n t  polysaccharidi- 

que, Pour %a DEAE nous avons opté  pour LQé$ution des colonnes 3 lhaf- 



D E A E  CELLULOSE dcIJa6,02M p u 4 0  

33 1 1.1 

t~ 12 (I 20  oses totaux 7. 

ti oses totaux? 

FIGURE 15 

CHROMATOGRAPHIE DIECHANGE D'IONS 

15a - Diagramme dlélution 280 nm. 
15b --Electrophorèse sur Acétate de cellulose 

Véronal pH 8,7 p 0,05 10V/cm 1 h 30 
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de d'un gradient de force ionique,le pE restant constant. L e s  dam- 

p n s  d16quilibrage des colonnes ont été les suivants : 

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

- tampon citrate de Ma O r O l  M p H  3e0. 

Pour la CM ce2lu lose ,  nous avons utiLisé les systèmes tmpans  décrits 

ci-dessus : 

. Le diagranme de la figure 15 p, 100 precise les rendements de ka. 

chromatographie et les pourcentages d'oses des différentes fractions, 

. Il faut noter que l'on obtfent, dans les mgmes conditions d'expg- 

r i enees ,  des diagrames d'6lution quasi superposables pour des dé- 

pets de 1 g. a u s s i  bien de l a  fraction brute X que de sa fraction 

der ivee  Al exclue su r  Sephadex G 25.  

. &e rendement global, de la chromatographie, apres dialyse et iyapki- 

lisation des fractions est de 65 p.160. L e s  3/4 de 3.a f rac t ion  X 

sont  glues par l e  tampon de départ. L a  sous-fraction B g f  gluée par 

le second tampon sous forme d ' u n  p ic  symétrique, reprgsente  10% du 

mate r i e l  r@cup&ré, l e  pic B3 c o n t i e n t  10,4 p. lW d'oses totaux dont 

l,9 p.100 de pentoses e t  8 , s  p.100 de gEucvae, d6terrnfnGs selon les 

techniques rappurdges p. 5 6 ,  Par rapport 3. la technique de tamisage 

molécuLaire, le fractionnement pas &changes d'ions conduit B des 

sous- f rac t ions  t r g s  notablement; diff6ren.fCe~ dtn point  devue composit3sx 

chimique. Le taux d'oses detemine par le ph&nal su l fu r ique  varie de  

7 1  p.100 pour 3a sous-fcactisn A l  B 2 p.kOQ pour Sa fraction mineure 

D. Aucune f ract ion n'est ni purement plysaccharidigue ni purement 

protidique. 

. Quant aux spectree d'absorption, les diverses fractions en s o l u t i o n  

à 2% ne montrent pas de pic 3 320 nm r&vélateur, dfaprGs ANDERSON, 

d 'acide  férulfque. 

. L%analyse él@edr~l.fior@tigue figurée scherna 15 P.  100 ne présente 

pas de bandes individualisées m a e  pour la fraction B pauvre en oses  3 

totauxp mais des zones diffirscs. 



. L'analyse  imuno~%ectrophoretiyue e s t r g a l i s é e  B lPafde de trois 

immunserurns anti bigre nomale, a n t i  fraction X et a n t i  orge ENSIA. 

Les photos prgsentées figure a6 y,103 appellent les commentaires 

suivants . c es diverses f r a c t i o n s  sont  Btudiées en solution 3 10%. 

Toutes les fractions rt5agissent, même la fraction Al, contenant 

71 p. 180 d 'oses  totaux.  Contre L'inmunst5rum anti-orge ENSXA, L'endii 

tg mousse p o s i t i v e  X étudiee donne deux arcs de p r é c i p i t a t i o n ,  alors 

que les sous-fractions A2 et Ag montrent trois arcs. Ces composes 

respectivement à 12 et 9 p .  100 d'oses totaux, rassemblent I'ensemblc 

d e s  prot6Xnes antig&niques de k a  f r a c t i o n  X. Un compas8 mineur de 

Xtentité mousse positive, sa i t  masqué par d-autres c o n s t i t u a n t s ,  

soit en concentration insuffisante dans Xa fraction brute X est donc 

r&velé 3 l a  s u i t e  d 'une purification sur Bchangeur d'ions. 11 con- 

vient  de rester circonspect sus L'interprétation des plaques d'immu- 

no6bectropher8se ; en effet, $1 faudrait  en taues r igueur  faire des 

e s s a i s  syskéma&iques d e  concentsations. 

- Les caractBristiques maussantes des f r a c t i o n s  

obtenues par &change dqfons çsnt visualisées figure 17 p ,  104. La 

mousse n'est pas fonctisn de 1â richesse en prat$Znes, Ainsi Pa 

fractian mineure {moins de 1,5 p.  EU0 de La poudre rGcupGréej D, 

tr&ç pauvre en ases totaux ( 2 % )  a usPe msuvaise mousse. La fraction 

B g ,  representant 10 p. 100 du materiel récupdré,  corrprenant 10 p.lM) 

d'oses totaux, se rgv&le  int6ressante pour la formation et ka stabi- 

lité de la mousse. Sa mousse toutefois  est XBg&rmenk s u p é r i e u r e  

3 celle de la f ract ion Al polysaccharidique 24 70 p. 100. 

- Bien que 1 ' ana ly se  im~u~iectrophorÉt9que 

montre un f ract ionnement  m6dhocre, la chromatographie d8Behange 

d'ions sur DEAE cellulese f o u r n i t  des composés de ccsmposition chi- 
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mkque tx8ç différente et de propri6kiZs moussantes t res  v a r i a b l e s .  

- Le pouvoir m u s s a n t  des fractions n'est pas 

lie à l e u r  r ichekse  en prot6lnes. L a  f rac t ion  Al, non retenue sur 

la DEAE cellulose 6guilibrée en tampon Ac Wa 0,02 M PIF. 4 ,O, tres ri- 

che en polysaccharide (71, p. 3 0 Q )  a un pouvair moussant t r 6 ç  l$q&re.- 

ment knfgrieur 2.i celui de La f r a c t i o n  B , pauvre: en akses tokaux(l0 
3 

p. 100). C e t t e  f r ac t i on  Bg,intéressante pour la mousse, es t  Bluee 

de l a  c e l l u l o s e  par l'emploi d.u tampon de depart additionné de Na C L  

fO,O3 M), Obtenue h raison de 1 0  p. 100 du materiel déposb, en 

t e n a n t  compte des 65 p. 100 de rendement de La chromatographie, elle 

represente environ 4 mg. par lfkxe de bière i n i t i a l e ,  

- Contrairement aux a s s e r t i o n s  d E m D E R N N N ,  l a  

chromatoyralE>hie dR6change d'ions t a n t  sur DE= cellulose que s u r  

CM ce l lu lose  ne nous  a pas permis d'obtenir B partir de la fraction 

Brute X, un composé purement polysaccharidique ou purment  protidi- 

que. C'est pourquoi naus nous somrnes tournés vers une nouvel le  

technique : l'&lectsaplzor8se prgparative, 

-- FRAcTXOWEmNT DE LPENTITE MOUSSE PQSITZ~-I-Pk?i_-E&ECz 33 - ,==-===,~====I===~===~IYIL==:II=:Y-I~I^".II==-Z% ------------- 

- LV@7ectrophor&se prgparative separe les 

colloïdes selon leurs charges &lectsiques, La fraction X, mousse 

positive, isolge de bi&re par relargage chimique 24 l%éthanol, con- 

t i e n t  plus de 50% droses totaux. Par ce mode de fractionnement, un 

camposé purement pokysacchasidique est-il ca-précipité avec les 

protides ? L%FYlectrsphor&k;e prGpasratEvcl3. clevraft apporter une solu t ion  

à ce probl&me, 



- Nous disposons dfune électrophorèse prépara- 
tive sur rideau de papier BECKMAN CP. Le support dï~lectrophorése 

vertical est alimente en tampon en continu, de même, 18&chantiilon 

est déposé en continu. Le champ électrique horizontal de 20 ti 50 

V/cm assure l e  fractionnement des molécules chargées 6lectriqument. 

A la base du rideau de papier de 39 x 35 cm, un découpage en 32 

dents permet la récupération des fractions 3 l'aide d'un collecteur. 

- Les param8tres % fixer de façon 2i obtenir un 

fractionnement étal6 sur toute la largeur du rideau de papier sont : 

- la composition du tampon d'électrophorèse ; 
- la vitesse d'écoulement du tampon créant la force verticale dren- 

traznement des colPoXdes ; 

- le champ électrique créant la force horizontale permettant la 
discrimination des particules chargBes ; 

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

Après une @tude prBliminaire des divers paramètres, 

les meilleurs résultats sont obtenus pour les conditions suivantes : 

Le tampon d'i5lectraphorèse d'ARONSSON et GROèJWALL (209) 

recommandé par la firme BECKMAN (210) et utilisé par JAICWCZAK (211) 

a pour composition : 

- TRIS  

- EDTA 

- Acide borique 4 ~ 6  ) 

- Eau q.s.p. 3.000 ml ) 

Le tampon refroidi .3  OC par le groupe frigorifique 

de l'appareil coule en flux continu, B raison d'environ 20 ml/heure 

(débit gbnéral graduation 8 )  . 
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L e  depôt est constitué, d'une fraction X, issue 

de bière normale reconstituée et concentrge 3 fois apres lyaphilisa- 

tion. Il est injecté en solution IO%, à la verticale de La dent 

no 3 0  sur la 2éme languette gauche du rideau de papier, au débit de 

0 , 5 5  mlfheure (§ample feed 4). 

- La migration électrophor6tfque sous 900 volts 
dure 72 heures. Apsés ce temps, il se produit a la verticale du de- 

p6t, m colmatage du papier par des substances brunes. 

Les fractions sQnt récup6rées et rassemblties 

pour être m i s e s  en dia lyse  et lyophi l i sées .  L e s  crittires du groupe- 

ment des fractions sont basées : 

- sur lvobservation du chromatogramme sous La lampe dr Wood, 

- sur la révélation du chromatogramme en amidoschwarz. 

- sur Les aosages systématiques dfooses totaux par la méthode au phé- 

nol sulfurique engrééevant 0,2 m l  de chaque tube collectt-. 

L%bbservation des chromatogrames en lwi6re 

ultra-violet montre un composé trils absorbant à la verticale du 

dépôt, lat6ralément la fluorescence est plus d i f f u s e ,  le reste du 

chromatogramme reste non color6. 

La coloration 2 lvarnidoschwarz ne rév8le pas de 

bandes majeures, elle reste diffuse sur tout le chromatogramms. Ce 

mode de révélation reste toutefois utile, car fJ. permet 6'apprécFez 

1'6talement du fractionnement. 

Le dosage d'oses totaux au phgnol montre, comme 

le t6moigne la figure 18 p. 108, la présence d'oses dans Iknsemble 

de l'électrophorégrme. 



1 :!;LE I 
E LECTROPHORESE P R E P A R A T I V E  : '..-/ 

S P E C T R E  D ABSORPTION DES F R I C ?  t O N $  

FIGURE 18 

ELECTROPHORESE PREPARATIVE 

18 a  - Dosage d ' o s e s  t o t aux .  C a r a c t é r i s t i q u e s  des  f r a c t i o r  - 
18 b - Spec t r e s  d ' abso rp t ion  d e s  f r a c t i o n s .  - 
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Les 32 tubes de l'éluat sont r ~ u n i s  en 5 frac- 

tions, Aprés dialyse pour Bliminer le tampon d'&1ectrophor8seI les 

fractions sont lyophilis6es et dosées, 

Les rbsultats enregistres figure 18 p. 108 ap- 

pellent les remarques suivantes : 

- Le rendement de l'€ilectrophorèse préparative 
est tr&s faible : 45% de la poudre d&posge est r$cuperée, le papie- 

retient des colloJdes, les nombreuses manipulations et la dialyse 

créent des pertes. 

Les fractions obtenues sont tr&s diff6rentes du 

point de vue composition chimique. Les conpas~s L et IX fluorescents 

3 l'ultra violet contiennent des polyphénols, comme l'indique leur 

absobption à 320 nm et leur coloration brun fonce. La figuxe 18 

p. 108 ps$sente les spectres d'absorption en cuve de 1/2 cm entre 

450 et 250 nm des 5 sous-fractions issues d'électrophorése px6pa- 

rative. Nous n'avons pas pu doser ces polyphénals, car les quantités 

de poudre récup6rées sont faibles, Le constituant II 3 la verticale 

du dépet est trbs riche en oses, mais contient tout de mgme 30% de 

psotéXnes. Le constituant V le plus anadique à 80% de prot$Xnes 

possgde encore des oses en quantité apprécfabÉe. 

- Le fractionnement de lBentit6 mousse positive 
X pax 6lectrophorése preparative, est visuaZis6 par électrophoxése 

sur acétate de cellulose et im~noCClec=troph~r~se, comme le presen- 

tent les figures 19 p. 110. 

Les acgtates de cellulose, en tampon classique 

Veronal pH 8,7 et en tampon citrate pR 5 , 2  montrent un fractionne- 

ment, mais il. faut remarquer qu'un constituant cathodique en pH 5 , 2  

subsiste dans toutes les £ractions. 



19a - E l e c t r o p h o r è s e s  s u r  acétate de c e l l u l o s e  pH 8 , 7  e t  pH 5 , 2  
19b - Irnmunoélectrophorèse pH 8 , 2  p 0,05  4V/cm 2 h .  
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L e s  f r a c t i o n s  X I ,  III, I V ,  en concentrat ion à 

IO%, r éag i s sen t  en donnant respectivement 1, 2 et 1 arcs en inmunoé- 

Lectrophorêse con t re  un immunsérum an t i -b iè re  normale. L'arc majeur 

cor respond- t ' i l  au composé visible sur  Z'électrophoxêse en acétate 

de c e l l u l o s e  ? Un composé posséaant un f o r t  pouvoir ant igénique 

p e u t - i l  6tre présent  dans les diverses  f r a c t i o n s  d1é1ectrophsrèse 

prépasa t ive  ? Une repense pour ra r t  etse apportée,  en faisant s u r  

chaque tube une é tude  systgmatique d'essais de concentrat ion,  

L e s  pouvoirs moussants des  f r a c t i o n s  I 3 V 

son t  testés selon l a  m8thode E . N . S . X . A .  e t  i l l u s t r 6 s  par l a  figure 

2 0  p. 112 .  Les r é s u l t a t s  s o n t  très symptomatiques et surprenants. 

Les pouvoirs moussants sont  t aus  comparables. D e s  f r a c t i o n s  ayant 

des taux  dtoses aussi d i f f g r e n t s  que les f r a c t i o n s  LI e t  V, respec- 

tivement 65% et y,$%,  donnent des mousses analogues, L e  pouvoir 

moussant d'un composé i s s u  de bigre n'est donc. pas lii- directement 

à sa  teneur  en protefneç. 

L8Blec t%sph~r@se  préparadive s u r  r ideau  de 

papier  BECECMaN CP, a confirmé L'hétérogénékt6 de l'entitg mausse 

positive X. D e s  composés polyphénoiiques sont rep6r9s par leur spec- 

t r e  d%absorption. L e  fractionnement conduit  Zi des cons t iéuants  de 

composition chimique t r é s  d i f f é r e n t e ,  

Le  pouvoir moussant n'est pourtant  pas localfs@ 

dans une Exaction. LVlectrophorBse préparatlve confirme la cample- 

x i t é  du probleme de l a  mousse de Xa biére. Pour repérer un cons t f -  

t u a n t  mousse p o s i t i f  exceptionnel,  il faudra procéder par un f rac-  

tionnement punctffome. L'BLeckrofocalisation naus a donc semblg 

une technique pouvant réaliser ee but.  



ELECTROPHORESE PREPARATIVE 

fractions: 

fraction x 1 a m 19: 51 

FORMATION 1 

FIGURE 20 

POUVOIR MOUSSANT 
DES FRACTIONS ISSUES 

DE L'ELECTROPHORESE PREPARATIVE 



- 129 - 
vons cherch6 à fractionner cette e n t i t g  mousse positive de façon 3 

mieux Focaliser les campos&s moussants. 

La gel biktratlûn et La chromatographie d'échanges dl -  

ions permettent de comparer nos r é s u l t a t s  2 ceux d'ANDERSON (voir 

p.27). La gel. filtration sur Sephadex G 25 superfine permet d'lslimi- 

ner des eomposQs peu moussants gui sont retenus par le gel de dex- 

tsan. La fraction Al exclue rassemble donc les élGments moussants, 

mais ses qualitgs de mousse restent toutefois comparables à celles 

de la fraction brute X. Le traitment par absorption à l b i d e  de 

Stabhfix n'm6klore pas, d'aprBs nos expériences, la mousse. 

La chromtagraphie d'échange d'ions, tant sur DEAE 

ceilulose que sur CM cellulose, ne conduit pas, contrairement aux 

assertions de 1'Illateu.r britamrrlque, Zi I%obtent.ion d'une f r a c t i o n  

purment pafysacchax-idfque. D e  m h e  une fraction 100 p.HOO p ro t i d i -  

que n % s t  pas obtenue. L a  chromatographie d'&change d'ions fou rn i t  

des Eractl,ons krGs différentes du p o i n t  de w e  chimique. Le pouvalwr 

mussan t  n'est pas Eoncrdtfon de %a teneur en pratéfries des f rac t ions ,  

pufsquCune Esaction à TO p.fOQ d'oses to taux repr6smtant 60 p.100 

de la fraction X a une musse comparable à celle de la fraction B j ,  

constituant 10 p.100 du compost2 brut, et dont %a teneur en oses nt- 

est que de 10 p. ZOO, 

E'Qlectrophor&se préparative sur rideau de papier 

BECIQ4AH LP, confirme que le pouvoir moussant nPëçt pas fonction de 

la teneur  en prot6fnes des fractions. E l l e  permet de repérer les 

constituants absorbant 3 320 am. Tsuteç  les fractions cont iennent  

des oses, dans cette serie dqexpéwimenta+2~ns, il nous a aussi  été 

impossible d'obtenir un compose purement protidique ou purement 

polysaccharidique, 

Lf6Qlectrofocalisatim en colonne, si elLe ne permet 
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pas la preparation de compos&s, autorise un reperage trés fin. Si 

le moQt dfahysé  possSde des constituants 3 pH 4,s  et 7,s remawqua- 

bles  du point de m e  mousse, la fraction X isol6e de bière de mousse 

se distingue particulièrement par son compose de pH 4 , s .  

L'entité mousse positive X se révdle B nos yeux, 

beaucoup plus hetérogane que ne Le pense ANDERSON. A la lumiere des 

expariences d'électrafscalisati~n, plusieurs techniques devront ê- 

tre couplées pour isoler Le composé le plus remarquable du point de 

vue mousse de pH iso45lectrique 4,5. 



-------- ili--~--LI-~--~~-..............................-......... 

! 4" - F l  L I A T I O N  ENTRE DES CONSTITUANTS 
I 1 

I 6 
I 
I ET DES CONSTITUANTS DE C'ORGE 
t I 

L e  problgme de l'origine des facteurs mousse positifs de la 

bigre  est pos6. L'ent i té  musse positive X rassemblant les const i -  

tuants moussants de l a  bière, il nous a semblé interessant d'&tu- 

dier l'éventuelle f i l i a t i o n  de composés de  La fraction X et des 

composés de l'orge. 

Trois methodes sont u t i l i s g e s  : 

- l a  gel électrofocalisation. 

- l 'analyse des  acides aminés des fractions. 

- les methodes imunologigues . 

- E n t i t d  mousse p o s i t d u e  

Q f L e  est constituée par la fraction X obtenue 

à partir de bii2re de mousse selon La mgthode décrite page 5 0 ,  

- Eztra5t d ' o r g e  

Afin de prgparer des extraits d'orge, nous a- 

vons suivi les directives de 1'EBC (227). L'orge est un grain vatu 

dont les b a l l e s  restent  adh6rentes. O r ,  ces enveloppes apportent 

lors des extractions aqueuses ou salines, des composés nuisibles, 

du type tanins ,  qui peuvent donner des prGcipit8s ult6rieurs pro- 



téotanniques. Nous nous sommes employ6s a 6liminer ces enveloppes. 

Pour d6cortiquer l 'orge ,  nous avons modifie 

l a  methode préconis6e pas LONTJE (228) ,  en r é a l i s a n t  un lavage contj 

nu pendant 15 h. a O b  C saus vide ; L e  vide permettant d 'arracher 

les bul les  bloquées sous les enveloppes, Aprés Ggouttage e t  Zyophilj 

sa t ian ,  les grains secs sont i n t rodu i t s  deux fois pendant 45 s dans 

mixer sous-volte, et les téguments, a i n s i  que l e  germe, se d6tachent 

facilement de l'endosperme. 

L'extract ion des protéxnes est rga l i s ée  en 

t r o i s  étapesr mouture du grain, dGlipidatfion, extraction. 

- l e i  mouture est r é a l i s é e  dans un mixer WARING en t ro i s  periodes d e -  

une minute, l a  température est  maintenue i n f e r i eu re  Si 15"C, par l'- 

emploi d e  neige carbonique. 

- la d@kiph&at&on, discutée pas: FEILLET (2291, est rt5alisée en deux 

étapes par 500 m l  dtac6tsne. a -LS°C, sous ag i t a t i on  pendant 30 m i -  

nutes. Apres f i l t r a t i o n  et aspiration su r  buchner pendant 2 0  minutes 

on l a i s s e  séjourner 38 heures 3 20°C dans une Gtuve ventilée pour ê- 

lirniner les vapeurs dka6tone. 

- l ' ex t rac t ion  de 100 g de f a r i n e  a l i e u  dans 500 m l  de tampon 2 

- Na CL 0 , 4  M 

- Phosphate dipotassique 6,1 N (amen6 p H  6p6 pax du phos- 

phate monopotassique O r 3  Ml pendant 2 heures CP 4 ' ~ .  

Après centr i fugat ion et dialyse contre le %ampont l ' e x t r a i t  

f i l t r e  est  lyophil is8.  

- La @ e t  .&ZectrofocaZisation auec raccordement 

d'arcs. 

- L'élect rofocal isa t ion en gel de polyacrylami 

de a fait l'objet d'une descrfption page 6 7 .  Bien que des ré- 
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serves puissent  être & m i s e s  quant aux p o s s i b i l i t é s  d ' i n t é r a c t i o n  

ampholines e t  composés électsofocalfsr5s,  nous consfdéront cet te  

technique corne l a  seule acceptable  pour l'analyse simple de  composé 

issus de bière, Rappelons que les f r a c t i o n s  analysees par cette teeh 

nique sant d6pasées dans un p u i t s  découp6 dans le  ge l  de 15 x 1 mm. 

En p laçant  deux p u i t s  c6te h cBte a 3 mm l 'un de l ' a u t r e ,  les bandes 

apres  migration d i f f u s e n t  lég8rement lat6ralement.  Cer ta ines  bandes 

se raccordent alors, prouvant qu'elles o n t  mhes pH isotS1ectrigues. 

Ce mode de jonct ion,  s'il n e  c o n s t i t u e  pas comme l e  raccordement 

d'arcs en immunoélectraphor$se, une preuve formelle de l Y d e n t f t 6  de 

deux fractions, peut Btre considéré corne une preuve nécessaire,  

mais non suffisante. 

- L'anaZyse dtacSdes  arninds des fractions. 

- L e s  pxatéfnes de l'orge sont  classées en 

albumine, globulines, prolamines et gluténines ,  Ces diverses f r ac -  

tions a n t  un s p e c t r e  d'acides amines c a r a c t e r i s t i q u e  (C00K(230)), 

Les teneurs en p r o l i n e  e t  acide glutamique permettent d ' i d e n t i f i e r  

les fractions. 

- HOUSTON (231)  , en 1971, rappor te  une nouveïh 

technique. Des fractions proteXgues, s$parées en i5lectrophori2se s u r  

g e l  de  po lyac ry lmide ,  co lorées  à l'amidoschwarz, sont soumises à 

l'hydrolyse t e l l e s  quelles, inserées dans le gel. Les acides aminés 

de l 'hydrolysa t  des f r a c t i o n s  contenues dans l e  gel sont malysgs 2% 

l ' a i d e  d'un auto-analyseur. Nous avons t ranspose c e t t e  technique en 

soumettant 3 l'hydrolyse en mi l ieu  chlorhydrique, 4 N a llO0C Pen- 

dans 24 heures : - l a  por t ion  de gel 6f .ec t rofoca l i sa t ion  reafemant 

les bandes correspondantes 3 La fraction moussante de pH t r S ,  obtenue 

par  d lec tvofoca l i sa t ion  s u r  colonne. 

- une portion de gel comparable, dépourvu d'6chanti.2 

lon, de façon 2 constituer un témoin blanc. 
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- Leu teneurs en acides aminés sont d6temi- 

nees 3 1' aide d'un auto-analyseur JEOL .* 

Mous avons u t i l i s e  Les techniques d'immodif-  

fusion, drimmunodiffusion quantitative, d'3.muno6lectrophor8st4, et 

d'imunoélectrophor6se quantitative décrites prGc8denanent page 79.  

- La figure 27 p. 335, presente plusieurs analyses 

d'extrait d'orgel compacges a celles de la fraction moussante X .  

- La photo 27 a,mantre une poss2bllité nouvelle de la 

gel électrofocal i sat ion,  La substance a analyser est répartie dans 

la masse du gel, car c'est une solution aqueuse de IVchantil lon 

qui sert 3 crger le gel de polyacryliunide. L'aspect courbe des bandeu 

est inbvitable. En effet, p u r  BvZter une trop grahde consommation 

dlmphoXines, la largeur du gel est rgduite 3 3 cm, ce qui occasionne 

des effets de bords. 

- La figure 27 b iilusdre 9% technique de coloration 

rapide des protides au bleu comassie décrite Gableau I X  p. 38. 

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

- Enfin, les clieh&s 27 c t6moignant du raccsxdement 

de 12 arcs. Les gels sont colorés à l'aide de $a double coloration 

* JEOL- A g a n t  en France 
JEOL Cs Europe - RZUIL 



27a - Orge 
27b - Orge 
27c - Orge 

FIGURE 27 

GEL ELECTROFOCALISATION D'EXTRAIT D'ORGE 

10 mg coulé dans la masse du gel 

(10%) Fractlon X 35 pl - Bleu Coomassie Lent 
[10%j Fractlon X 35 pl - Raccordement d'arcs 



P.AsS.,  Bleu Coomassie, mi5thode Imte dècrate page 79. 

La techique du gel BlectrofocalFsation nous apporte 

donc des informations imprtanles ,  L'entitO moussa positive X con- 

t i e n t  12 constituants, ayant mêmes pl4 fssélectriguas que des conpocfs 

de l'orge. Le raccordement de leurs ares en gel éfecdrafocalisatfon 

laisse 3 penser que ces fractions se correspondent. 

E l l e s  ont Gt6 r6ahisbtbr sur : 

- la fraction brute, enti té  mousse positive X. 

- le campase he pB fso6lectriqus isole par 

tilectrofocalisâtisn, dgbarassg des amphs1hes et du saccharose par 

passage sur Sephadex G 25 fine. 

- 2 portions de gel BleckrofocaLisation; Iqune 

sans 6chantillon qui constituait %e blanc, 1-atrtre contenant La 

fraction moussante de pH 4 p 5  obtenue par BZectrsfocalisatic3ns coneen- 

tsee 5 Eafs mais non purifige, 

L e s  t e n e u r s  en acides aminès ne permettent pas de 

conclure. La f rac t ion  X r  tr5s complexer ne peut pas &tre rattachée 3 

une fraction prot6Tque de l'orge. Quant B la E r a c t i s n  moussante ob- 

tenue par électrofocalisatisn, el le  ne peut pas Btre class&e dans 

une catégorie. 

La m6thode propos&% par HOUSTOM (232) pe2nte;ttsuotd 

l'hydrolyse d'un gaz de polyacniylmide contenant 1°&ckantillon, na- 

est pas traaiposabbe d i t e e t a e n t  a u  gels 6lectrofecaTisaefan. L e s  

ampholines presentes dons le gel  apportent aes pics non idemtff i$s ,  

et 1ê gel  de pslyacuylamide Lui-même Eibare un bal last  tras important 

de NH3. 



- Pour Qtudfer 1a filiation des sanskiéuants 

de la fraction X et des cmposés de X'orge, naus disposons de deux 

immsérums : 

- un imwnsérum lapin m t i  orge, prGpar6 3 L W S S A  et conservé cange- 

16 8 - 18OC. 
- l'immuns6rm antf-orge, antf-nald EBC prgparé par ibmmunisatasn dbun 

cheval, présente saus fame lyophilis6e. 

- En imaanodfffusion, ka fraction X réagit 

contre 1' Emmuns6rum ER@ d&s m e  ~ o ~ ~ e n L r a , t f o n  de TL,2 pl 1005 3. part i r  

de 2 , 5  p. 108, deux arcs de pxBcipidatlan sont visibEes. Gomme en 

tQmoigne la phato 11 page 8 5 ,  en imunodkffuslaa quant i t a t ive ,  la 

fraction X en sohut fan  3 20% Laisse apparaÉLre 3 arcs dans m e  gélose 

irnprégnge de 10 p. lCX3 dElmuns&rm EBC, $1 faut çodggnex que, si 

l'an tient compte da d&do@lement de 2 arcs, @ " e s t  alors 5 axcs qui 

sont  mis en évidence, 

- ~ l z  i.muare@lectaiaphorQxe, contre 2.' im~d,nsBrrarfi 

ante-orge ENSIA, la fraction X en so lu t i on  3. b 0 %  donne deux arcs d e  

prBcfp&latiaa anodiques en tampon véxonal pH 8,2 u O p 0 5 ,  La photo 

16 p. 183 r8vBle qu'il existe un k t r s i s i è m e  constituant minsur. Ce 

t roi~i&rne constituant minsur npapparaTb pas dans le cas de Iq&tude 

de la f ~ a c t i s n  brute X 1  mais il est mis en évLdmee par i 

trophorgse des fractions A2 et A3 en solut ion a 10%. Ces fractions 

sont issues de la chrsaalograph$e sur DEbghE cellulose de lgegfeit6 

mausse positive X, Rappelans cpe s i  la fraction X contirnt 51 p,  1053 

d'oses totaux, les sous-fractions A et Ag n'en cOaCiennent plus que 2 
9 et 12 p. 100 . mais ces composés A2 et A3 ne donnent pas une mousse 

int6ressante. 

- En ce qui concerne les Exactions moussan- 
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tes  obtmues par éLsctrsfocalfaation, une Beude en lmunodi%fuaion 

contre le sérum ankg-orge antl-malt ERC montre un arc de pr6cipita- 

t dan  p u r  Les saus-luackions conee~krgea 3 fois,  Be pH iseélectrfques 

campris entre pH d r 4 0  et 5,6. L~irnunoBlectsaphorB~e pr6senlGc figure 

18 a p, 108 prouve que Tes fractions moussantes de pH; iss8lectriques 

815x et 5,05 ont  au mains un c o q o s é  derivant de Itoxge, Les fmuno- 

électraphor8se ~ n n t i t a t i v e s  (fi-. 28b p. 139) selon ( 2 3 3 )  

apportent des informations @ompl6menLaSres, A k@aide des 

an t i -b ig re  numahe  et mti-fraction X ,  les composés 4,51 et 5 , 0 5  

i ssus  d'@l~ctr~fo~alisationl rbvèlent non pas un, mais deux conski- 

tuants ant igéniques,  Les sous-fractions moussantes isol6es pax élec- 

krofocalisaéian ne sant pas pures ; el les  cont iennent  deux c.iompos@s 

antiggnlques dont  un provient directment de l'orge, 

La queskian de la fiXiadfan de csmpasés responsabPcç 

de ïa ~ w x s s e  de ka bigre et eons t f tuan t s  de l'orge est abardée de 

t r o i s  façons, 

L e s  spectres des acides aminés de Xteneit-*é mousse 

positive X et d e  %a f r ac t i on  moussante rep@r@e par $IwtrofscaLfsa&e 

pie san t  pas sazff isinxment ccs~act&rSs t iques poux permettre le rappres- 

charken& de ~8mpis6s iifd6r88801nts v % s - ~ - v ~ s  de la mousse et les 

frac,kions albumines, glabulinee;, hosBilbxfnau; ou gluk&Liness de %*osrg@, 

la gel éSectrofscaXisation et 1n méthade $BrfvBe de 

raccordement d'arcs, indfquenk des analogies e n t r e  cmpûsés de I'arq 

et C O E ~ ~ O S & S  de Irentid6 X, puisque 1% basldes se  saceordent, 

La preuve d9  Ea fdkiation eak appark$e par &as m&tha- 

des Lmunolsgiques,  %a fraction X fnduft la fornation &"anticorps 



FIGURE 28 

IMMUNOELECTROPHORESES 
DES FRACTIONS MOUSSANTES 

ISSUES D'ELECTROFOCALISATION 



et réagit contre un PmunsGx\xnn andf-urge. En imuno-diffusion quan- 

titative, 5 arcs sant d&ncrmbrgs, si Z b o n  t i e n t  compte du d8doublt;aaieat 

de 2 arcs majeurs. Par i m u n o & l e c t ~ o p h o ~ ~ ~ e ,  91 la fraction brute X 

a 10 p. 100 ne donne que 2 arcs, un troisf$me arc mineur ;tpparaTt à 

l'analyse des sous-fractions A2 et Ag obtenues par fractionnement 

sur rBsines échangeuses d'ions de la fraction brute X .  Enfin, Les 

fractians moussantes dGcsl6es par électrofocalisatian rgagissent 

en immunodiffusiolr contre un s&rm anti-orge ; les fractions mous- 

santes de pH 4/51 et S r 0 5  donnent uxi arc anodique en fnmiunoblectro- 

pharbse contre le s6rum anti-orge? antîi-malt EBC, & r=&v&lent 2 

camposés antigéniques en imunoélectropharW guantktative contre 

las s6rums anti-biére nomale et ant i f rac t lon  X ,  

Un problème reste n6anmoins pos& : les composes 

mousse positifs interviennent-ils dans Le trouble de la bi&e 2 

GRAE3AR et DAUSSANT (234)  rCCpoadsrnt par l%affrna-b=lve. Pour etut, 

2 composQs et peut-être 3 sont 3 ka fois dans la mousae et le trou- 

ble de la bière. Ne disposant pas encore de fraction trouble/ et a 

fortiori d3fmmuns&run antitrouble, nous ne pavons  pas répandre. 

Toutefois, l'arc anodique rep8ré dans la fraction moussante i ss36e  

par BLectrofocalisation, sernblé carresponare % un Brc anoc3fguel dans 

Les miSmes conditions d~immuno6Eectrophor~ du trouble tel  que le 

présentent les auteurs citds précë8mment, 

- Pour assurer m e  meilleure stabilité la bière, 

les indus tr i e l s  brasseurs utilisent un traitement par enzymes pro- 

t6olytfques suivi d'une pasteurisation, Nous avons fait subir 3 L m -  

entité mousse positive des tra%temanls analogues, de faqon & 6tudier 

l'influence de ces proc@d&s technologiques s u  19s qualités mussan- 

tes de la fraction X, 
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j5' - INCIDENCES DE LA PASTEURISATION 
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I SUR L'ENTITE MOUSSE POSITIVE X t  
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- Le brasseur pour s'assurer d'une bonne conservation 
de la bière se préoccupe de garantir une bonne stabilité biologique 

et colloïdale. 

- La stabblit6 biologique est obtenue par pasteurisa- 
tion. Deux techniques sont rencontrees, la flash pasteurisation et 

la pasteurisation tunnel. 

. La flash pasteurisation ou traitement de la bière en vrac est 
r6alisée dans un échangeur de chaleur à plaques; la bière, en absence 

d'air, est portée quelques secondes à une température de l'ordre de 

. La pasteurisation en tunnel traite 3 la fois le contenu et le 

contenant. L'ensemble subit un séjour d'un quart d%eure h une tem- 

pérature d'environ 60°C pour obtenir un traitement de 15 2i 20 unités 

de pasteurisation. 

- La stabilite colloldale est préservée généralement 
par l'emploi d'enzymes proééolytiques, ajout@es, soit en cave de 

garde, soit après filtration de la $Lare finie. Pour combattre les 

effets néfastes de l'oxygène, on a parfois recours & l'acide ascorbi- 

que en action combinée au non avec du métabiaulfite de Na, ces subs- 

tances jouent en outre un r d l e  d'effecteurs vis-a-vis des enzymes 

protéolytiques, 

- Toujours pr6occupg par 1'6guilibre bonne çtabi- 



lit6 colloXdale et bonne stabilite de mousse, l'industriel brasseur 

craint toujours de nuire aux qualites de mousse en voulant assurer 

une bonne conservation 2i la bière. C'est pourquoi. nous avons étudié 

la pasteurisation en présence d'enzymes protGolytiques et dseffecteurr 

de l'entité mousse positive X, 

- Nous conduirons deux modes d1exp6rimentation : 
. pasteurisati~n de type industr&el. 
. surpasteurisation de laboratoire. 

- Le substrat d'etude est la fraction moussante 

brute X, en solutian finale B 0,2 %, 

- L'enzyme étudiée est une papaine inûustrielle, 
la papaine CFA (Centrifugbe, filtr&e, atamis6e) comerci<slis6e par 

la firme L A N D W Z Y  *. Son titra de 960 unités tyrosine, par mg/minute 
3 40°C est détermine par la mgthode A.P.A. (235) . 

- Les effecteurs de lSaclion enzymatique, acide 
ascorbique et rn6tabisulfite de Ha sont utilis6s en synergie ou non, C1 

raison de 10 ppm- 

- Dans un tube cylindraconique, 4 ml d'une solu- 

tion filtrée de La fraction brute X sont ajoutés à 1 ml de la solutior 

enzymatique B 4 mg/l contenant au non des effecteurs, 

- Pour nous placer 3 un pH voisin de l a  bière, 

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

* 
LANDOUZY, 27 Rue de Wazerruaies - LILLE, 



Na2 H PO4 0 6 2  M L9,3 ml 

Ac,  citrique O,P  i% 30,7 ml 

Eau q.s.g.f, s?Xl ml 

- Le tube soigneusement bouchg est soumis la 

pasteurisation a des tap6raturss de 6 5 " ~ ,  &o'G, 5 0 ' ~ .  AprGs 1 heure 

ou 20 m, ZCaction e~i,zynakigue es% blwuBe à O'C, Apr%s retour a l a  

tmp8rature ambiante, Les pouvoirs manssant san-t compares % des 

L6mothns. 

- Les r6sultats c o n t  tradui ts  par Tes p~uvairs 

raiolassant, pr~aentês sous ferme d%hlstogrm%e figura 30  paye 1 4 4 .  

La pastexarax%çalion dans des 1i.mikes convenables, 

tant en pr6sence de pap9Xns sende qu'cri pu@sei%ee dgemzjltzne et dteffec- 

t s u r s  d g  enzyme, (acide kaseorbique r3t  m Q t a b i s u l f  i t e  de sadfaxml nhalltk,éx-e 

pas les qualitfis dejarnoiusse, Veule unel surpasteurfsatioru 3 65°C Fen- 

dans I heure a une incidence sur  1- s t aDf l f t 6  de la mousse. La forma- 

tion de mousse quant -3 elXe nV@ç-k pas affectée, 

- Notre but &ta-k de loeajoises %'effet  du t x a j  te- 

ment prot6ulytiqus sur des fsaetEans de lBentiU& moussante X, viaua- 

IfsGes p ~ r  gel é l ec t ro f~ca l i s a t i sn  en coloration double : bleu @cc- 

massfe e t  P.A.S. C'est pourquoi puksm%un un t r a i t m e n t  industriel  

m&e t r o p  drastique; ne se traduik paf: par des Xneidmces triinch(res, 

nous avons d&libér&ment pasêeurisflla f ract ion X dans des conditions 

de suractivité enzymatique et de surpasteurisation, 

Nous reconduisans lpexpérianentat%on decrite paragra- 



FIGURE: 30 
INCIDENCES DE LA PASTEURISATION 

EN PRESENCE D' ENZYMES PRCXPEOLYTIQUIES 
SUR L'FiNTITE MOUSSE POSITIVE: X 

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

a Echantillon a Ternoin 

F - Formation de mousse S - Stabilite de mousse 
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phe 52,1, 

Pour nous placer dans des conditions dtactivft@ maximale 

de la papaxne, le tampon utilisé est alors celui pr8eonisé par l'APA 

(235) de pH 6,0 de compasftian : 

EEtA Bi Na X4,0 g, 

Chlorhydrate de cysk6Ene 611  (2. 

Na2 H PO1 711 $Te 

pH ajusté 6,0 par Ma OH M 

eau q.s.p.f. 1.000 ml, 

Les températures choisies sont 35% et 60'C p u r  des 

durees d'action de 20 rnin'c~tes et 1 heure, 

L'histogramme figure 30 gage 144 té.migne des pouvoirs 

moussant. Si la formation de mousse est sensiblement altérGe, la 

stabilit6 de la mousse est tr&s nettement diminuGe par l'activité 

enzymatique. 

Une suract$vité pratéobytique a donc perturbé la forma- 

tion et la stabilité de la mousse, 

Les fractions pasteurisees sont alors analysées par gel 

blectuofacalisatian, soit aprés csnctmtratian, sait apres dialyse et 

lyophilisation. 

Les 6EectrophorBgrames ne montrent pratiquement pas de 

différence entre les témoins mousse positifs et les fractions mousse 

altérges. Aucune hande ne disparart. Aussi p u r  envisager une visua- 

lisation nette de l'effet de pasteurisation, m e  nouvelle Btape reste 

à franchir. La gel i!2lectrofocalisation et ses methodes de coloration 

doivent devenir quantftatives par 18mplaZ d'un densitom&tre enregis- 

treur, 
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Le traitement par la paparne dans des candftions normales 

n'altère pas les qualit6s de Pa mousse. 

Pour obkenfr des  r6sultats dranchgs et diminuer la formation 

et l a  stabilité de l a  mousse, il faut effectuer un surtraitement 

enzymatique. Pour visualiser le traitement psotéolytigue sur des 

fractions de lfentikB moussante X, il est indispensable de rendre 

quantitative la gel Qlectrofocalf sation. 



COflCLUS IONS 

Le problème de  l a  mousse de l a  b i è r e  préoccupe depuis long- 

temps les brasseurs .  Pour t e n t e r  de  l e  r6soudre, les chercheurs de  

l lEuropean Brewery Convzntion (E.B.C.) s e  s o n t  regroupés au s e i n  du 

comité "Trouble e t  Mousse de l a  Bière".  La naissance,  en 1968 ,  de  

c e t t e  commission 3 l ' é che lon  i n t e r n a t i o n a l ,  montre l ' a c u i t é  e t  l a  

d i f f i c u l t é  du problème. Malgré une réunion annuel le ,  l e s  recherches 

demeurent actuellement p ré l imina i re r .  Une mgthode d e  rgfgrence,  de 

mesure de l a  mousse, parfaitement reproduct ib le ,  f a i t  cruellement 

dé fau t ,  t a n t  au niveau con t rô le  indusL:iel qu'au l a b o r a t o i r e  de 

recherche. E l l e  e s t  à 1'Btude au Comité des Analyses d e  l l E . B , C .  

La mousse r é s u l t e  d'un é q u i l i b r e  fiynamique e n t r e  f a c t e u r s  

mousse p o s i t i f s  et mousse néga t i f s .  Pour é - ~ d i e r  les compos6s respon 

sab les  de  l a  mousse de  l a  b i è r e ,  nous avons rcis en oeuvre des tech- 

niques physicochimiques, chimiques et chromatoyraphiques. 

Nous nous sommes a t t achés  dans c e  présent  xémoire, ?A prBpa- 

r e r  une e n t i t é  mousse p o s i t i v e  e t  à l ' a n a l y s e r  pour l o c a l i s e r  les 

f r a c t i o n s  responsables d e  l a  formation e t  de  l a  s t a b i l i t é  de l a  mous 

se. 

A l ' a i d e  d'une t o u r  de mousse, par moussage d e  l a  b i è r e  en 

cont inu,  sous atmosphère d 'azote ,  nous avons concentré dans l a  b i é r e  

de mousse, les fac teur s  mousse p o s i t i f s .  Pour conserver un s tock  

homogéne, i n a l t é r a b l e ,  nous les avons l y o p h i l i s é s  moyennant ce r t a ine ;  

précaut ions.  A ~ a r t i r  de c e t t e  b i é r e  de  mousse l y o p h i l i s ~ e ,  nous a- 

vons obtenu, par  wel .rgage chimique, h l ' é t h a n o l ,  une f r a c t i o n  X. 

Cette e n t i t 6  se dis t i , \gue  par  s e s  q u a l i t é s  de formation e t  de 



stabilité de mousse ; elle contient 47 p. 100 de protéXdes pour 51 

p. 100 de glucides. 

NOUS nous sommes préoccupés d'étudier cette entkté~rnoussant~ 

X. 

Les procedés de fractionnement utilisés : - gel filtration, 
échanges d'ions, électrophorèse préparative, électrofocalisation, nout 

permettent d'avancer les conclusions suivantes : 

1') Le pouvoir moussant des fractions n'est pas proportionnel il 

leur teneur en protides. 

2') L'entité mausse positive brute est très hétérogéne. Une tech- 

nique unique ne permet pas d'isoler un composi5 mousse positif prédomi- 

nant. 

3') La fraction moussante brute est douée de propriét2Ts antigéni- 

ques. 11 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 altérg la structure antigénique 

de certains composés. Une filiation composés responsables de la mousse 

et composés originels de l'orge est démontrée. 

4 ' )  L'électrofocalisation et llBlectrofocalisation de recyclage 

montrent qu'une fraction mousse positive de pH isoélectrique 7,s 

existe dans le moût et a disparu dans la bigre. Par contre, une 

fraction de la biëre de pH isoélectrique 4,5 se distingue par sa sta- 

bilit6 exceptionnelle. Cette fraction dérive de l'orge car elle donne 

un arc en illununoélectrophorèse. 

5') L'absence de technique simple de visualisation de fractions 

isolees de bière nous a conduit a dëvelopper la technique d'électro- 

focalisation en gel de polyacrylamide. Nous avons mis au point des 

mgthodes de colorationsspécifiques, au bleu coomassie, au P.A.S. et B 

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 papafne en laboratoire 

conduit Zi une diminution de la formation de la mousse et surtout de 

sa stabilité. 

Nous pensons que le probleme de la mousse de la bière pour] 

être mieux connu grâce aux travaux concertés au sein du "Groupe 

Trouble et Mousse" de L'EBC. Nous disposons maintenant à I'ENSIA, 

grâce 3 liélectro£ocalisation en gel et a l'immuns~rum anti-fraction 

mousse positive, de moyens nouveaux permettant d'aborder le problême 

sous de meilleurs auspices. 
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