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AVANT-PROPOS

L'étude des ferments chimiques offre le double
avanlage de présenter un grand intérét scienlifique el
d’avoir en méme lemps de nombreuses applications in-
dustrielles.

Les phénoménes d’assimilation et de respiration qui
se passent a I'intérieur de la cellule vivante sont en rela-
lion élroile avee les séerélions tliu:-'.l:i::ir;uvﬁ._ dont I'étude
s'impose, par conséquent, aussi bien aux physiologues
qu'aux botanistes et aux bactériologues.

La connaissance des réactions provoquées parles dias-
lases est égalementde premicre importance pour les chi-
mistes, pour qui ces agents physiologiques peuvent de-
venir des réactifs d'une sensibilité exceptionnelle.

La science des ferments chimiques cuml}rcnd encore
la connaissance de certaines toxines microbiennes (lui,
par leurs propriétés, se rapprochent singulierement des
diastases ordinaires. Aussi fautal, pour éludier ces poi-
sons au point de vue de lear diffusion, de leur conser-
vation et de leur destruction dans l'organisme. posséder
des connaissances trés exactes sur les enzymes.

Enfin, toute une classe de ferments solubles onl
trouvé, deés & présent, des applications industrielles,
et 1l est indiscutable que I'avenir en ajoutera beaucoup
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d’autres: ¢'est done un intérét de plus qui s’atlache i
I'étude des enzymes.

Le présent ouvrage. qui résume le cours que nous
avons donné i U'lnstitut des Fermentations de 1 Uni-
versilé nouvelle de Bruxelles, sadresse a la fois aux per-
sonnes qui se livrenta des études purement seientifiques.
ceba celles qui s’occupent particulierement des indusiries
de fermenlation. Aussi, tout en réservant une place pré-
pondéranle aux questions théoriques. nous n’avons pas
néghgé les conséquences praliques.

Notre travail est divisé en deux parties.

Dans la premicre. qui conslitue le présent volume,
nous nous occupons des enzymes des hydrales de car-
hone el des ux}'[];m*s, alnsi que de leurs :11‘1;11]{1;1&0115
industrielles. Dans la seconde partie, actuellement en
préparation, nous éludierons les enzymes des matiéres
protéiques el les toxines.

Nous avons vérifié personnellement la plupart des
données expérimentales que contient ce premier volume,
dans lequelle lecteur trouvera un certain nombre d’ex-
périences, de modes de préparation, de méthodes d’ana-
lyse et de procédés iL‘Chnftlucs inédils.

Bruxelles, 18q8.




CHAPITRE PREMIER
GENERALITES

Travail synthétique et analytique de la cellule vivante. — Simultanéité
des deux phénoménes. — Différence entre le travail chimique et le tra-
vail physiologique. — Agents chimiques et agents physiologiques. —
Intervention de I'énergie vilale. — Nécessité de 'étude des conditions
physiques et chimiques des milieux. — Définition des enzymes. — Leur
rale dans l'assimilation et la désassimilation. — Les enzymes comme
producteurs de chalear.

L'activité des cellules vivantes donne hien & une série de
réactions chimicues trés complexes et différentes les unes
des aulres.

81 I'on pousse un pen plus loin observation des phéno-
Menes, on rerargue (u i eolé d'un travail purement sy nthé
lique, la cellule produil oujours un {ravail :Ir"l.'l]_"l.'liiillf‘l e
d'autres termes, que la subslance orgamque, en présence de
la cellule vivante. se combine et se décompose. Le travail
synthétique est plus apparent dans la transformation des
substances pen compliquées. qui. soumises & laction des
cellules vivantes. w.-'.'lllulr'zl[vnl. :-'~‘H"\._".{|{‘Hl el se lranslorment en
complexes chimiques. Dans la transformation des subslances
complexes, au contraire, ¢'est le travail analylique qui domine
el la substance complexe se réduit en des corps de plus en plus
simples.

Si T'on soumet par exemple un moiil sucré, contenant des
nitrates ou quelques sels ammoniacaux. & action des levures.
on constale .|.1E!'Ell}i'll'i|il:]]] l'[i' oy l-"”{"'.';- l'l"]l.i]]["'h' l‘l I'I'E-Ir l“{!i]HIII'IIFEI\'I"
la formation de maticres protoplasmiques qui sont, au pomnl

de vue chimique, des substances trés complexes.
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Lorsque, aun contraire, on abandonne des matiéres albu-
minoides & 'action de certains ferments. elles subissent une
fermentation putride, et Fon remarque qu'elles passent par
une série de transformations.

Les matieres albuminoides se changent d’abord en pro
[éoses, puis en peptones, en amides, et enfin en ammoniague.
hydrogene sulfuré. acide oxalique et acide carbonique,

Dans le premier des deux exemples que nous venons de
donner. on est tenté de voir un travail exclusivement syn-
thétique, caractérisé par la formation de protoplasma au
détriment des sucres et des nitrates. Dans le second excrnple,
on est tent¢ de voir un travail absolument opposé au
précedent.

Cependant les phénoménes sont beaucoup plus complexes.
Dans le premier exemple, la formation de nouvelles cellules
de levure est accompagnée de celle d'une maticre proléique,
le I‘rl'ﬂl{':phlsma: mais celle substance ne |1c-r:-:i:-_alr_‘. pias dans
un ¢lat invariable : au contraire, elle est constamment détruite.
hydratée et transformcée par les cellules vivantes. Si done
on voit se former des cellules nouvelles, on voil aussi se
décomposer des maliéres organisces.

Dans le second exemple, les ferments qui décomposent les
matieres albuminoides et les transforment en divers produits
de dédoublement, se multiplient, s’accroissent et produisent
ainsi un travail profond de syntheése accompagnant le travail
analytique de décomposition.

Nous pouvons conclure de ces observations que la cellule
vivanle travaille constamment dans denx sens dillérents, dans
le sens ﬁnul}'iiquv el dans le sens 5}'1|Ih&|1q|u}, el, suivant les
cas, I'une de ces actions est plus apparente que autre.

Depuis que Wahler a réalisé la synthése de 1'urée, on a pu
reproduire artificiellement toute une série de substances cel-
lulaires.

Emile Fischer nous a montré la marche & suivre pour
les ll:'g'l_ll'-i.ﬂ(‘:i de carbone, et presque  tous les sucres natu-
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rels qui se trouvent dans les plantes ont pu ére reproduils
artificiellement, grice aux méthodes rlu'il a ndigudées.

Si, acluellement, nous ne connaissons pas les moyens &
employer pour reproduire par synthese les maticres albu
minoides, du moins les travaux de Schiilzenberger ont-ils
fait connaitre le mode de décomposition de toutes ces sub-
stances ainsi que leurs produils de dédoublement.

Toutefois, quoique ces différents travaux alent permis de
réaliser beaucoup de synthéses et indigué la marche & suivre
pour en réahiser dautres, on doil conslater gu’il existe une
grande différence entre le travail chimique el le travail phy-
siologique des cellules.

Pour favoriser les réactions chimiques, on emploie dans les
laboratoires des moyens souvent trés violents. On se sert d’un
miheu. soit fortement alealin, soit fortement acide, ou bien 'on
emploie des pressions ou des températures trés élevées.

Pour produire, par exemple, un phénomeéne d’oxydation,
on se serl de réactifs tels que Pacide nitrigue, acide chro-
migue, le permanganate. Comme moyens déshydratants. on
emploie Pacide sulfurigque econcentré, lacide phosphorique
anhydre, le chlorure de zine, ele., subslances qui désorgani-
sent les cellules,

Quand il s’agit des cellules vivanles, au contraire, les
réactions se font dans un milieu soil neutre, soit faiblement
acide ou alealin ; la température est toujours tres modérée el
presque conslante.

La différence entre ces deux modes opéraloires est frap-
pante. Dans la cellule vivante on voit réagiv des corps qui
paraissent, d’aprés nos données, n'avoir que de trés faibles
aflinités ; on constate en méme lemps que des substances
qui, d’aprés nos connaissances, sonl trés stables, se décom-
posent & I'intéricur des cellules avee une tres grande facilité.
L’aflinité des corps chimiques parait done plus forte lors-
qu’ils se trouvent en présence de cellules vivantes, et cetle
aflinité parait diminuer lorsqu'on détruit les cellules.
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L’augmentation du potentiel des molécules & Uinlérieur
des cellules vivantes esl généralement expliquée par 'inter-
vention de I'énergie vitale. Les réactions, dil-on, se pro-
duisent plus facilement grice & lintervention d'une foree
spéciale, I'énergie vitale, qui exalte I'énergie inlérieure ainsi
que l'aplitude aux combinaisons el dédoublements, comme
le font U'électricité. le magnétisme, la lumiere, ete....

L'uxljli{:;llhm des phénomenes par I’ﬁnr-i';.a'in vitale éclaire
assez peu la question. En somme, elle se réduil a dire que les
réactions sont favorisées dans les cellules vivantes par des
conditions physiques et chimigues particuliéres au milieu.

Celte thise ne peul élre considérée comme une explication
des phénomenes intracellulaires. Nous ne pourrons réelle-
menl les i"t]I’ll'!l'{"I]l].l‘[‘ (ue par une ¢lude tres zll}pmr{}]]ﬂi(‘
des milienx dans I{*.qu*lr: ils se ]n"m_lnisc*nl. Une étade atten
tive de ces conditions montre que la facilité de toutes les
véactions intracellulaires ne lient pas a une cause unigue ;
que Paflinité est tantot favorisée par une circonstance pure-
el |:]1_\..~ai{!1m el tantol par une circonslance plll‘f‘llli.‘llt chi
e,

Certes, on est loin de connaitre toules les conditions qui
favorisent les réactions intracellulaives, mais (JUL'I{]HF.’F—HHE:-'-
d’entre elles ont pu étre cludiées et, des connaissances ac
uises, on peul conclure que : chague fois que 'on constale
une :*mlgur'r.'iiiun de 1’1'*r1r-1‘gir* cellulaire, celle-ci est l'lt‘{l(hlitﬂ*
non par une circonstance unigue commune a fous les phéno-
menes, mais par une cause striclement déterminable et dal-
férente d'un cas i autre.

On connait des réaclions dans ]{*ﬂtluu]][_':-a I'aflinité chini-
que angmenle a cause de eirconstances purement physiques,
telle T'osmose qui se produil continuellement & travers
la membrane cellulawre. Dans d'autres cas, on constale gque
les réactions sont favorisées dans les cellules [rar la i}l‘l_"ﬁﬂl‘lff'
(ll} F”I}FLH]IPPF ]1]1T]{;"I'EI|{\5.

La décomposition du chlorure de sodium, par exemple,
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et la formation d’acide chlorhydrique dans certaines cellules.
est un de ces phénoménes qui ne cadrent nullement avee les
idées que nous nous faisons généralement sur la stabilité de
certaines substances. Nous savons, en ellet, que le chlorure
de sodium est une substance trés stable, et que la décompo
sition A froid de ce sel, dans un milieu faiblement acidifi¢
par des acides peu énergiques, est impossible. Aussi la dé
composilion du ehlorure de sodinm dans les cellules s’expli
quait-elle autrefois par Uintervention de I'énergie vitale, qui.
disait-on, rendail le corps moins stable et plus aple & se
décomposer.

Aujourd’hui, on donne au |1]||"J!|n||u"nn une mplim!inn ]hh:a‘
rationnelle : on constate que la H['-q'mn]:nrail]nn du chlorure
de sadinm se fait 54in||ﬂ:-|11{-||l par osmose el indépendam:
ment de I'énergie vilale, parce que le sel, en solution (res
diluée, se dissocie. Dans les cellules, un phénomene de dis-
sociation analogue doit se produire, et, par 'osmose, acide
doit passer au travers de la membrane cellulaire et s’accu
muler en cerlaine quantité. De cetle facon, Pacidité devient
une conséguence de la Lln'*rmnlln:ai[i{m du sel tres dilué el
de son passage, par osmose, au fravers de la membrane
cellulaire.

(Cest 1 un exemple trés frappant d'une condition physique .
favorisant la réaction.

L'exemple le plus concluant de lintervention des sub-
stances minérales est eelul (ue fournissent les résultals
oblenus en agriculture par emplol d’engrais chimiques.
Quand on met & la disposition des cellules des guantités
relativement faibles de |111n5|1|r.'|h*. on conslale que la quan
lité de matiere protéigue produile dans les plantes augmente
considérablement.

Il faut done & la cellule de la plante, pour faire un travail
ﬂ:,'ulhl'-li({u{'_ la |'r|‘t"!-‘~(*|'u‘t" de substances minérales. qui forment
des combinaisons organo-métalliques, combinaisons qui,
ayant plus d’aflinit¢ que la substance organique non com-
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binée & la substance minérale, entrent plus facilement en
réeacltion.

Mais on connait toute une autre série de réactions cellu-
laires, qui se produisent sans I'intervention de facteurs phy-
siques ou de substances minérales et grice & la présence de
substances chimiques d'une nature particulicre, que l'on
appelle enzymes.

L’étude de ces substances, de leur mode de séerétion et
de leur mode d’action formera l'objet du présent travail.

Les enzymes, ferments solubles, zymases ou diastases,
sont des substances organiques aclives, séerétées par les cel-
lules, et qui ont la propriété, dans des conditions détermi-
neées, de faciliter les réactions chimiques entre cerlains corps,
sans enlrer dans la composition des produits définitifs qui
en résultent.

Ces substances jouent un role trés important dans les
phénoménes d’assimilation et de désassimilation des ali-
ments. En eflet, la plupart des aliments qui se trouvent
dans la nature, a la disposition de I'homme, des animaux on
des végétaux, ne sont pas directement assimilables par leurs
organismes; 1ls demandent l'intervention d'une diaslase
pour se translormer en substances assimilables et propres a
la formation de nouveaux tissus.

L’amidon, qui sert & I'alimentation de presque tous les
étres vivants, n'est pas directement assimilable et, dans les
organismes supérieurs, il subit, avant de pouvoir étre ab-
sorbé, diflérentes transformations. Il rencontre tout d’abord
des enzymes dans la salive, puis d'autres dans le suc
pancréatique, et il se transforme ainsi en maltose et glu-
cose, aliments immédiatement propres a la construction des
l1ssus.

La wviande, le lait, le blanc d’eceuf doivent aussi se trans-
lormer sous U'influence des diastases, avant de devenir assi-
milables. Ces substances trouvent les enzymes (ui leur
conviennent dans le suc gastrique et dans le suc pancréatique.
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Ces phénoménes que l'on observe dans les organismes
5-:|1|}{-|'i{:|u‘:-; se renconlrent aussi dans le regne w’-g{?lul,

Pendant la germination et la floraison, les substances de
reserve, comme 'amidon, la eellulose, les maltidres arasses,
les malieres lil'ullﬁ{]l]:rs_. sonl en |J:ll‘lEP CONSOIMMees par la
plante en formation. Mais celle consommaltion des réserves
ne se fait pas directement: ces substances doivent étre préa
lablement transformées, par des diastases, en produils assi-
milables.

Examinons, par exemple, le phénoméne de la germina-
tion. Un grain d'orge abandonné pendant 10 & 15 jours
dans l'obscurité perd 30 & fo pour roo de son poids. Si
I'on analyse, dans le grain, hydrogéne el l'oxygéne, avant
il ﬂpr:‘*ﬁ la g‘(‘l*lninzllinn. on lronve fue la |]t!'1‘|_f?. de ces deny
¢léments est dans le rapport de 1 a4 8. On peut en conclure
(ue |'Ux:.'g€=ﬂ{'. sest lixé suar I'II}'Lh'ﬁgf-nf? pour former de
Pean. D'un autre edté, si l'on analyse la quantité d’acide
carbonique formée, on conslale qu'elle correspond presgue
exactement & la quantité de carbone disparu. Il y aurait
done combustion du carbone et formation d’acide carbonigue
d'une part. formation d’eau. d’autre part, et le phénomene
alplmmil. comme ¢lanl une simplu m:..‘rlz‘t!it:m.

St 'on analyse les réactions de plus prés, on remarque
que la germination n'est pas seulement un phénoméne de
stmple oxydation, et que, pendant sa durée, il se passe une
série de réactions secondaires. Avanl loul, on voit appa-
raitre dans le grain des diastases qui agissent sur 'amidon
et la eellulose, de telle fagon que peu a peu ces deux sub-
stances changent de nature ainsi que de composition chi-
mique. La cellulose est dissoule, 'amidon est transformeé
en maltose, partiellement oxydé, et en partie changé en sucre
de canne par le tissu du germe.

Toutes ces transformations, ainsi que l'oxydation elle-
méme, sont produites par les diastases séerétées pendant la
germinalion.
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On peut suivre la marche de la plupart de ces transforma-
tions; par exemple, la dissolution et la transformation de
'amidon. A cet effel, on sépare un germe du grain et on le
fait se développer sur un moit gélatinisé dans lequel on a
mis de l'amidon en suspension.

En observant le phénomene de trés pres, et en examinant
l'amidon au microscope, on peul constater que le grain
d'amidon perd sa forme primitive, qu’il se corrode en plu-
sieurs endroits, qu’il se liguéfie ensuite et disparait. Dans le
liquide de culture on retrouve une nouvelle substance qui
n'y exislail pas auparavanl : un sucre el une subslance
azotée, soluble, précipitable par 'aleool, qui peut produire
une nouvelle transformation de amudon, c'est la diastase.

Dans lassimilation des matiéres albuminoides par les
cellules, il se produit un phénoméne absolument analogue i
celut de lassimilation des hydrates de carbone. Les sub-
stances albuminoides sontl transformées graduellement par
les substances aclives des cellules en protéoses, en peplones
el enlin en amides.

Nous avons dit plus haul que les diastases jouent un role ex-
cessivement important dans les phénoménes de désassimilation.

Les moléeules des substances albuminoides, hydratées, dé-
doublées et transformées par les enzymes, se recomposent
dle nouveau en présence du protoplasma des cellules, par un
phénoméne de déshydratation et de condensation moléen-
laire. Les molécules reconstruites subissent de nouveaux
changements; elles sont de nouveau hydralées, dédoublées,
el, en méme temps, graduellement oxydées. Dans cette phase
de la transformation, la molécule albuminoide est dédoublée
en urée, en glycogéne, en matiéres grasses, en amides.
Ces transformations sont en grande partie dues, elles aussi,
aux substances actives sécrétées par les cellules.

Enfin, les enzymes sont de puissants producteurs de cha-
leur; les réactions (ue provoguent les diastases sont des réac-
tions exothermicues.
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Ainst une molécule d'arée translormeée en carbonate d’am-
monium donne 8 calories. Une molécule de glucose, en se
transformant en acide carbonique et en alcool, dégage 71 ca-
lories. La tripalmitine, en se transformant en acide gras el
englyeérine, donne 3o calories. Un gramme de matiére albu-
minoide transformé en urée fournit 4.6 calories.

On voit que le rdle des enzymes, comme producteurs de
chaleur dans les organismes vivants, est dune importance
considérable.

Celte chaleur, dégagée par les réactions exothermigues,
est utilisée ensuite par les cellules pour I'entretien, ainsi que
IIU]I]' ]_{:l {_'i__]'l'l.ﬁl,l'"ﬂli“" [l[: I(.‘l'il'l'i- NOUveanx IiFﬁllﬁ.

En placant de la levure dans un moiit de saccharose, on
la voit séeréter d’abord une diastase qui rend assimilable le
milien. parce que le saccharose ne peut élre directement assi
milé par la levure.

Il se |}I‘c'1{|||i|, dans la levure une sucrase {|:li transforme le
suere en sucre interverli, ¢'esl-i—dire en glucose el en lévu-
lose. La cellule se trouve alors dans un mihieu favorable a
son développement : elle peut en utiliser les substances nu
tritives et les transformer en tissus, mais cette transforma
tion demande une absorption d’énergie.

D'un edté done la levare a besoin {|~t'.'|n‘~|‘;.::'1u pour I'entre
lien de ses tissus, d'un anlre edté la chalear 1[1'-g.'1;_4‘1'.‘n par la
transformation du sucre de canne en sucre interverii esl
lres peu considérable et tout & gt insullisante pour [H‘urlllil‘c‘
la somme d’énergie nécessaire. La cellule de levure secrete
alors une seconde diastase agissant sur le sucre inlervert
beaucoup plus énergiquement et le transformant en aleool el
acide {":Il'htfllli{ltll!".

Ces denx substances, 'aleool et Pacide i_‘;ll‘huni{lm‘. ne sonl
pas utilisables pour la levure ; mais la transformation qui les
a produites est une réaction exothermique qui fournit & |
cellule I'énergie dont elle a besoin pour I'entretien de ses lissus.

Un exemple peut-étre encore plus frappant. c'est la trans-
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formation de I'urée en carbonate d’ammonium par des fer-
ments spéciaux.

S1 Pon eultive ces ferments dans un milien contenant de
Furée el des peplones, on constate que la cellule prend de
preférence les peptones qui lui servent de matériaux de cons-
truction ; en méme lemps, on la voit s'allagquer & I'urée et
la transformer en carbonate d’ammonium. Le but de celte
seconde transformation est de fourniv I'énergie nécessaire aux
cellules pour la construction et Ientretien de leurs tissus.

Nous observons encore le méme phénomene dans le réegne
veégetal. Dans les parties vertes des plantes, sous linfluence
<es rayons solaires, I'acide carbonique est constamment dé-
composé ; 1l se forme de Paldéhyde formique qui se poly-
mérise el se transforme en différents hydrates de carbone.
Giridce & un phénomene de diffusion, ces hydrates de car-
bone se localisent en differentes parties des plantes, ou ils
subissent I'action de diastases qui les hydratent et les dédou-
blent. Les hydrates de carbone sont done de véritables réservoirs
e chaleur, quils fournissent en se décomposant en différents
endroits. Les produits dédoublés ou hydratés sont, par la dif-
lusion, réexpedics de nouveau vers les parties vertes, on ils
peuvent compliquer de nouveau leurs molécules et par con-
séquent accumuler de la chaleur.

L'émigration, les hydratations et déshydratations des
hydrates de carbone que I'on observe dans ces végétaux,
trouvent ainsi leur explication.

Nous pouvons conclure de tous ces faits que les diastases
sont des substances absolument indispensables & la vie des
organismes, car elles rendent possible la construction des
lissus cellulaires, en rendant les matériaux assimilables et en
leur fournissant I'énergie nécessaire.

AV






CHAPITRE 11
PROPRIETES GENERALES

Historique de la connaissance des enzymes. — Travaux de Réaumur
et de Spalanzani, de Kirchofl, de Dubrunfant et de Payen. — Proprié-
tés cénérales des diastases. — Moyens de distinguer une aclion diasta-
sique d une action purement chimique. — Essai par la teinture de gaiac.
— Loi e proportionnalité dans Daction diastasique. — Moyens de dis-
linguer le travail des ferments figurés de l'action diastasique. — Moyen
d'isoler la diastase du milien qui la renferme. — Composition chimigue
dzs enzymes. — Zymogénése. — Mode d'action des diastases.

Les premiéres notions sur exislence, ainsi que sur 'ac-
tion des enzymes, remontent a une époque fort lointaine.

Au commencement du xvi® siecle déja, les phénomenes de
la digestion préoccupaient fortement le monde savant. Les
{:liininn:-: SHI Ce ':J-Illil“,t élaient forl divisées: les uns pl‘l'.’[ﬂl]dﬂiﬂl]l.
que la digestion est due & un travail purement mécanique, &
une trituration des substances par les parois de I'estomac ;
les autres, au contraire, expliquaient la digestion par une
aclivité dissolvante et transformatrice des sucs de 'estomac.

Réanmur et I'abbé Spalanzani défendirent la seconde hvpo
thése, et exéculérent, pour l'xisli{]m'r' leur théorie, des Ehp['?
riences treés coneluantes.

Réaumur, pour se rendre comple de 'influence des séeré-
lions de 'estomac, fit avaler par des faucons des pelits tubes
|||t'*t:1]]1:|i|l‘!5 percés de trous el I'L"Il]l'llih‘. de viande, de gl‘nins el
d'albumine. 1l examina le contenu des tubes aprés que ceux-ci
curenl ¢1¢ rejelés, et conslata que les substances albuminoides
seules élaient liquéfices et transformées par le sue gastrique,
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tandis que les substances féculentes n’avaient subi aucun
changement.

L’abbé Spalanzani se livra a I'étude du sue gastrique el de
son action. Pour se procurer des séerétions actives, 1l faisail
avaler a des oiseaux de proie des petites éponges allachées i
des ficelles. 11 retirait ensuite les éponges imprégnées de suc
gastrique. Spalanzani parvint, le premier, & produire une
digestion artificielle en melttant de la viande en conlact avec
le liquide exprimé des éponges. 11 constata qu’elle se liquéfiail
el se transformait.

(les expériences concluantes qui jeltent une lumiére si
nelle sur les phénomenes de la digestion, ainsi que sur le
role des diastases. ne furent malheureusement pas appréciées
a leur juste valeur. Elle ne réussirent pas & convainecre le
monde scienlifique et, au commencement du xix® sicele, les
phénomenes de la digestion élaient encore interprétés de diffé-
rentes lacons. Certains savants prétendaient que le sue gas-
trique n’avail nullement un caractére constant, el que la
nature et les propriétés de la séerétion dépendaient surloul
des aliments absorbés.

Ces différences dans I'interprétation des phénoménes de la
digestion ont relardé I'étude des enzymes, quoiquelle fil
déja fort avancée par les travaux de Réaumur et de Spa-
lanzani. Ce ne fut qu’environ deux siccles apreés leur publi-
cation que la question des subslances actives séerétées par
les cellules revint & L'ordre du jour.

Il est tres curienx de constater que c'est 'étude des
procédés de la brasserie qui a provoqué les plus grandes
découvertes de ce siccle.

(Cest par 'étude des levares de bieére que Pasleur est par-
venu a trouver des arguments délinitifs contre la théorie de
la génération spontande. C'est aussi par I'élude des malieres
premicres de la brasserie. notamment du malt, que Dubrun-
fant est parvenu & donner une base solide & I'étude des
COZYINES.
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Les travaux de Dubrunfant se rattachent 4 une observation
faite par Kirchoffen 181/4. Ce savant distingué, qui, le premier,
a étudié la transformation de lamidon par les acides. a conslaté
que le gluten frais peut agir dans cerlaines conditions sur
I'amidon, le dissoudre et le transformer en substance sucrée.

Cette expérience fut reprise par Dubranfant qui. dans une
longue et magistrale étude, démontra que lactivité du gla-
len est due a la présence d'une faible quantité de subslance
active provenant des grains erus. Il démontra que cette
diastase est soluble dans I'eau, que le grain cru en contient
fort peu et que la germination la développe. Il expliqua le
mode d’action de cette substance el les conditions dans les-
quelles le maximum d'effet est produit; il prouva enfin que le
sucre extrait de I'amidon & laide de cette substance n'est pas
identique an glucose que Kirchofl obtenait par Iaction de
I'acide.

(Cest dans les travaux de Dubrunfant, publiés en 1822.
gu on lrouve pour la premiére fois une étude scientifique des
diastases ainsi que des données precises sur leur mode d’action.

Payen a repris les travaux de Dubrunfant a qui il a injuste-
menl refusé la paternité de la découverte des diastases du malt.

En ¢tudiant les propriétés d'une infusion de malt, Payen
a reconnu que la substance active peul élre précipitée de sa
solution par I'alcool et que le préeipité ainsi oblenu conserve
loutes les propriétés que possédait le liquide lui-méme.

Cetle expérience a joué un role considérable dans la déecou-
verte des enzymes, parce que Payen avail trouvé de cette
facon, en méme lemps gu une propricté générale des diastases,
un moyen général de les isoler.

(est grice & celle méthode qu'on est parvenu a isoler les
subslances actives, du suc ;.':.'lﬁll‘i{{tlt‘. du suc imncr:ﬁn[ir[lm.
ainst que les subslances aclives agissanlt sur les mali¢res

grasses el les glucosides.
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Propriétés geénerales des diastases.

Nous venons de voir que les enzymes sont précipités de
leurs solutions par 'alcool, mais il est nécessaire d’ajouter
immeédiatement que, si tous les enzymes sont précipilés par
I"alcool trés concentré, ils sont plus ou moins solubles dans
I'alcool étendu.

Depuis les déconverles de Payen, on a pu constater un
certain nombre d’aulres propriétés plus ou moins caracléris-
liques des enzymes.

Les enzymes sont solubles dans I'eau, sont précipités de
leurs solutions par entrainement, se fixent sur diflérentes
substances comme la soie et la fibrine el résistent aux subs-
tances qui s'opposent & Pactivité vilale. Les enzymes perdent
leur activité sous linfluence d'une lempérature voisine
de 1o0°.

La plupart d’entre eux décomposent I'eau oxygénée.

Ils sont caractérisés aussi par le fait que, dans des condi-
tions déterminées, action qu'ils produisent est proportion
nelle & leur quantité.

Toutes ces proprictés sont cependant loin d'étre ahzolues:
beaucoup de substances aulres que les diastases possedent
I'une ou 'autre d’entre elles. La propriété la plus caracléris-
lique des diastases c’est le travail qu'elles sont capables de
produire.

Arrétons—nous quelques moments sur chacune des pro-
priélés que nous venons de citer.

Nous avons vu, tout d’abord. que les enzymes sont pre-
cipités par l'aleool ; comme ils sont plus on moins solubles
dans I'alcool étendu, la quantité d’aleool quiil faudra pour
précipiter les enzymes d'une solution agqueuse ne sera pas
toujours la méme. Pour certaines diastases, le ferment du
sang par exemple, il suffira de metire dans la solution 10 A
15 pour 100 d’alcool, ce gqui constitue une proportion minime.
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Pour d'autres, comme le ferment coagulant le lait, il faudra
ajouter des quantités tres forles d'alcool, de facon & avoir un
liquide en contenant de So a go pour roo.

Mais, si lous les enzymes sont préeipités par Palcool, ils
sont aussi tous détruils par ce méme agent. Par un contact
prolongé de la diastase avec l'alcool, la substance aclive se
transforme. devient insoluble et inactive. 1l faut done, si
I'on précipite un enzyme par alcool concentré, faire cesser
I"action le plus vile possible.

Les enzymes, au point de vue de la solubilité¢ dans 1'eau,
présentent des différences notables. On connait des diastases
qui se dissolvent trés facilement et d’autres, au contraire, qui
demandent une quantité d’eau beaucoup plus considérable
pour entrer en solution.

Du reste, si 'on considére que les substances aclives se
lixent avec facilité¢ sur différents corps, il sera facile de
comprendre que la méme subslance peul se présenter sous
forme soluble on m=oluble.

La précipitation des enzymes par enlrainement peut étre
facilement effectuce. On ajoute & une infusion filtrée et claire
dle malt une solution trés diluée de phosphate de sodim puis
une dissolution dun sel de caleium ; il se produit dans le
liquide un précipité de phosphate de caleium qui finit par se
déposer au fond du vase; on décante le liquide clair. on
mel le préeipité sur le filtre, on le lave avee un peu d’ean,
et on oblient une poudre qui possede toules les propriétés
de 'infusion de malt. Cette poudre, par exemple, empose
I'amidon et produit le maltose tout comme le malt d’of
on l'a extraite.

(Cette méthode permet d’obtenir toutes les diastases conte-
nues dans une infusion. Une seule condition est nécessaire :
c'est que les subslances (qu’on muplnh‘r pour la |:+rc"+:":i|1ili1.linll
soient inoffensives pour la diastase. On oblient, par exemple.
de bons résultats en =e servant de carbonate de magnésie ou

o
d'hydrate d’aluminium.
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Nous avons vu que les dhastases se fixent sur diflérentes
subslanees.

Ainst un morcean de fibrine mis dans une solution de suc
gastrique s'impregne de la substance active de lelle facon
que la diastase ne peul plus en étre enlevée par le lavage.

Si, apres avoir refiré cetle fibrine de Uinfusion et Favoir
lavée pour chercher i enlever toule trace de substance aclive.
on la met dans de 'ean & une température convenable, on
voil le morcean de fibrine se dissoudre. Il est évident (ue
celle translormation de la matiére |:rn11"1r[m‘ esl due i ce (ue la
subslance active s'esl fixée sur la fibrine comme une teinture.

Il n'est d’ailleurs pas nécessaire que la diastase puisse agir
sur une substance pour clu‘c-”ﬂ_' sy lixe. Par Mf‘lllplq‘. s1 'on
mel quelgues moreeaux de sote dans du sue gastrigque, ils
s‘mmprégnent de substance aclive, {|||ni=|||{- la diastase ||'zlyi:-a:-'-u
nullement sur la sote.

La 1]11]!1:“1 des diastases cont insensibles & Faction de cer-
laines subslances. telles que 'acide cyanhydrique et le chloro
forme, qui paralysent Pactivité vitale des cellules.

Si Fon met, par exemple, des levures en présence de
chloroforme dans une solution de suere de canne, on constale
que ces levures restent stalionnaires, quelles ne se reprodui
senl En!us: vvpmuhmt_ on voil le suere de canne se lranslormer
en sucre mlerverii. La diastase continue done & élre séerélée
par les cellules et & produire un travail chimique. tandis que le
travail cellulaire proprement dit est paralysé par le chloroforme.

On a conclu de ces expériences que les enzymes ne sonl
sensibles, m a action des :lrlliﬁt‘.pliqllf‘s. ni A celle des sub
stances qui s'opposent au fonctionnement vital. Mais le fail
n'est pas général. On connait en eflet aujourd’hui une série
d'enzymes qui sont excessivement sensibles au chloroforme,
A 1'éther, au Ih:n.'m{ﬂ. ainsi qu'a acide eyanhydrigue.

En réalité, les diverses diastases different considérablement
entre elles quant & leur nature el quant & leur sensibilité vis
a-vis des dufférents réactils.
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Les diastases du malt ainsi que les substances aclives des
levures transformant le sucre de canne en sucre inlerverli,
sont des diastases treés résistantes el bien moins sensibles que
les cellules qui les élaborent.

Ces mémes diastases se retrouvent parfois dans d’autres
cellules vivantes plus résistantes parce qu'il existe entre les
cellules, comme entre ces diastases, des différences considé-
rables de sensibilité aux réactifs.

Il 'y a done des cas on les antisepligues attagquent les subs-
tances aclives avant d’agir sur les cellules elles-mémes el
«"autres cas ot ¢’est le contraire quise produit.

Les levures que nous venons de ciler fournissent un
exemple de la sensibilité relative des diastases aux anlisep-
tiques. On sail en effel, aujourd’hui, que les levures de biére
contiennent, en plus de la diastase changeant le sucre de
canne en sucre interverti, un second enzyme qui transforme
le sucre interverti en aleool.

L’absence de fermentation en présence du chloroforme
prouve déji que, des deux diastases contenues dans la levure.,
I'uneest détruite par antiseptique tandis que U'autre lui résiste.

La plus ou moins grande sensibilité des diastases & I'action
des antiseptiques et i celle des substances paralysant I'activité
vitale peut étre utilisée pour éviter I'intervention des ferments
-pendant 'action diastasique.

Quand on étadie, par exemple, la saccharification de
I'amidon ou la transformation des viandes par la diastase, on
peul étre souvent induit en erreur par 'intervention des fer-
ments qui produisent le méme effet que la diastase dont on étu-
die I'action. On met dans ce cas un peu d’antiseptique, quelques
goultes de chloroforme par exemple, dans le liquide qui est
soumis a l'essai el 'on empéche 'intervention des ferments.

Seulement, pour cerlaines diaslases plus sensibles que les
autres, on doit recourir a d’aulves moyens pour empécher
I"action des ferments figurés, parce que la diastase elle-méme
serait détruite par lantiseplique. Celle réserve est surtoul
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nécessaire lorsquon éludie action d’enzymes encore incon-
nus; dans ce eas un résultat négatif peut provenir de la présence
d'un antisepligue.

L'action de la chaleur sur les enzymes est une propriété
extrémement importante el qui, mieux que toul aulre, peul
servir 4 caraclériser une action diastasique.

En général, et & un certain nombre d’exceptions pres, les
CNZYINEeSs exercent lentement leur action i la lrrmpn'.-l'.-llnrn de o”,
souvent meéme, a4 celle temperaure., "eflet r|1l']11-; |}rn{|lli:-;r'nl
sl f‘mup!irlf‘nmnl. nul. 51 'on éléve gr:ulur“mm‘nl. la tem-
pérature _illt-aqu'il 4o°, on constale que la réaction devient |:]ll.~:
intense ; de 40° & Ho" on remargue une angmenlalion d’in
tensilé tees considérable — c¢'est g't"lu'?mlrnu-ut a celle lempé-
rature que la diastase atteint son maximum d’activilé, — au
deli de 5o° activité diminue; & 80® un aflaiblissement consi-
dérable se produit, et enfin, au deld de go® la diastase esl
définitivement détruile. :

Les différentes diastases sont caractérisées par leur tempé-
ture optima, c’est-i-dire par la température a laguelle elles
donnent leur maximum d’action. Celtte lempéralure optima
varie assez considérablement d'une diastase & aulre, et cette

ariation constitue une propricté qui permel de les distinguer
entre elles.

Mais la propriété des enzymes la plus utile & leur étude
c'est la facilité avec laguelle ils se détruisent de go & 100°, en
présence de Ieau.

Quelques diastases, lorsqu’elles sont & I'état complétement
sec, peuvent supporter une température de go” et méme
davantage ; mais lous les enzymes, sans aucune exceplion.
perdent leur activité quand on porle leur solution agueuse
au voisinage de 1000,

Celle |H*ﬂ|1ril"11'? est utilisée pour [llsiingum' I'action diasta
sique d'une action purement chimique.

Lorsqu’on met une infusion de levure dans une solution
de saccharose, on conslate la transformation du saccharose
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en sucre interverti. Mais il n'est pas pour cela permis de
conclure qu’on est en présence dun travail diaslasique; car
la transformation pourrait étre due, soit al'acidité du moit,
soil & tout autre agent chimicque.

Pour pouvoir aflirmer quil existe dans une levure une
substance active, on doit pratiquer une double expérience.
On doit faire agir sur des quantité égales de sucre également
dilué, pendant le méme laps de temps el a la méme tem-
pérature : d'une part une cerlaine quantité d'infusion de
levare el d’antre part une quantité égale de cetle méme in-
[usion, préalablement chauflée & 100 pendant quelques mi-
nules, puis refroidie.

St l'on obtient le méme résultat dans les deux essais on
peut conclure que la transformation n’est pas due a une sub-
slance aclive conlenue dans l'infusion que 'on étudie. Au
contraire I'intervention dune diastase devient évidente, si
dans I'essai avec I'infusion. chauflée on n'obtient pas d'inver-
sion, tandis que par Paction de l'infusion non chauflée on
constate une transformation.

La propriété des diaslases d’étre détruites a 100° les rap-
proche d'une fagon frappante de la matiére organisée vivanle.

Nous avons dit plus haut que, lorsqu'on met une diastase
en solution en présence d'ean oxygeénée, celle-ci est décom-
posée. Pour produire celle réaction, on se sert d'une solution
alcoolique de résine de gaiac. On prend généralement 2 ou 3
cenlimelres cubes de lemnture de alac; on-y verse {|nelr[ues
goulles d'ean oxygéncée et on y ajoule ensuite, goulte par
goulle, le liquide dans lequel on suppose qu’il existe un enzyme.
En présence d'une substance active le liguide rouge prend
une coloration bleue trés intense.

Celle coloration est due & la transformation des acides
gaiaconiques en gaiacosonide, substance colorante. La réac-
tion par la leinlure de gaiac esl excessivement sensible : on
peut la provoguer avec des quantités inliniment pelites de
substance aclive.
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Il ne faut pas oublier que la teinture de gaiac perd avec
le temps la propriété de donner une coloration, el qu’il est
IJ['{'ll'::]'.'lhh‘r de fairve la teinture avant 'essar, en teilurant de la
poudre de résine de gaiac avec de lalcool; du reste, Tem-
ploi de ce réactif offre toujours certaines diflicultés: il faul
remarguer que la maltiere colorante formée est lrés peu
stable, Llu'r]]{: sl lilr!'ﬂﬂtl'tiiflﬁl"i? par la chaleur, ainsi (ue par
différents réactifs chimigques. 1l suflit dune faible alcalinité
ou méme d'une laible acidité pour empécher la coloration de
se produire, et il s'ensuil qu'il est nécessaire de prendre quel-
ques précautions quand on se sert de ce rvéactif. 11 est bon
de neutraliser d’abord exactement 'eaun oxygénée qu’on em-
plnie, car celle eau est généralement tres acide ; il est utile
aussi de doser le degré d'acidité ou d'alcalinité du liquide con-
tenant la diastase que l'on étudie, puis de le neutraliser lors-
qu’il est franchement alealin ou franchement acide.

La coloration produite par l'acide gaiaconique n'est pas
détruile par acide acétique, et il est souvenl avanlageux,
lorsqu’on travaille avec un liquide complétement neutre,
dacidifier le liguide & essayer avec une goutte dacide acé-
tique dilué.

La réaction de la teinture de gaiac rend de grands ser-
vices dans la recherche des enzymes. {h*p{!mlulll ce reéachil
n'est pas dune streté absolue, car la coloration observée
dans un 1i{|nidn peut étre due a d'anlres corps (ue les en-
zymes. De plus, si 'on n'obtient pas de réaction, il n'est pas
permis de conclure que le liguide ne contient pas de sub-
slance aclive, car la coloration peut ¢élre empéchee par difle-
renles substances qui peuvenl coexister avec les enzymes
dans le liquide analysé.

On connait du reste des enzymes qui ne donnent pas de
coloration avec le gaiac et, d'autre part, des diastases qui.
apres avoir élé soumises 4 certaines influences, perdent celie
propriété sans toutefois perdre leur activite,

Ainsi, a une température éleveée, certains enzymes ne
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donnent plus de coloration avec le gaiac., alors que la
subslance aclive n'est pas encore détrutte. Pour d’autres
diastases la propri¢té de colorer la leinture de gaiac dispa-
rail par un contact prolongé aveec l'eau oxygénée, contacl
qui n'influe pas sur aclivité de la diastase. Cependant on ne
connail pas d'enzymes qui apres avoir perdu leur aclivité
par I'action des agents chimigues ou physiques donnent
encore une coloration avee la teinture de gaiac.

Il s’ensuit que, pour uliliser la réaction du gaiac, 1l faut,
comme lorsqu'il sagit de la chaleur, faire de doubles essais
avee de Uinfusion fraiche. dune parl, et avec de 'infusion
chauflée & 100°, d'autre part. Quand l'infusion fraiche pro-
duit une coloration et que I'infusion apreés aveir été chauflée
n'en produit plus, on peul admeltre qu'on se trouve en pré-
sence dune diastase.

En outre, la teinlure de gaiac donne, avec loule une
l-.'lﬂ‘."ﬁf" I"Il\} [Iiilﬁl:lﬁl“'ﬁ {‘I_, SAans  ean f}?ﬂ}'gﬁl"}{?, e {'i}]l}]"ﬂl.i{”]
bleue. Dans ce cas, le gaiac permet non seulement de
conclure & la présence dune diastase dans un liquide, mais
donne encore une aulre ndication, la réaction du gaiac sans
eat oxygéncée n'élant possible qu’avec une diastase oxydante.

La teinture de gaiac peut aussi rendre de grands services
quand on recherche les diastases dans les plantes.

Il arrive sonvent que les diastases contenues dans les cel-
lules végétales sont allérées ou détruites & la suite d'une ma-
ceration dans eau, el cela, 4 cause de la dissolution des
substances extractives des cellules, qui détruisent les sub-
stances aclives. Dans ce cas on a intérét & chercher la dias-
tase, mon pas dans la solution, mais dans les cellules
mMeEme.

A cel effet, on fait des coupes trés fines que l'on intro-
duit, soit dans de la teinture de gaiac pure, soit dans une
solution de gaiac addilionnée d’ean oxygénde.

Les cellules contenant la substance aclive se colorent en

bleu.
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Il est souvent fort diflicile de distinguer un travail dias-
I.;1:5i{1u¢ d'un travail G[!“IIIEIil'{:|}|‘n|:r{-|||{_-||l, dit. 81 'on constate
¢|u'11|:‘1 |i{|1|1{|ﬂ r[m*ll‘{lllqlm es=l {‘:'I|HI.|I][" de Im}\.'millm'llf'ﬁ chan-
semenlts {'llil'niqlmﬁ dans cerlaines substances. on est |lt:;[1_('.
A admettre, si le méme liquide, aprés ébullition, n'a plus le
méme pouvoir, qu'on est en présence d'un enzyme. Mais en
réalité, rien ne prouve. dans ce cas, que l'action conslalée
soit bien un phénomene diastasique proprement dit, car cer-
lains ferments ligurés peuvent 'avoir provoquée,

Pour déterminer exaclement si F'on se trouve en présence
de ferments fi;;'lll‘t'.‘.'-; ou de fermenlts solubles on peul recourir,
dans certains cas, a une liltration i Paide d'un f{iltre poreux
qui a le |}:111H'1il* de retenir les ferments. Sile licuide filtré
est encore actil, on peut en conclure gue les transformations
consfatées sonl bien des phénomenes diastasiques. Mais le
contraire ne prouve pas I'absence de diastase dans le liquide
essaye, car lous les enzymes sont plus ou moins retenus par
la substance poreuse du filtre, el cerlains d’entre eux ne la
lraversent pas du tout.

(Vest dans la proportionnalité qui existe entre la quan-
k¢ de diastase employée et la quantité de substance
transformée par ces diastases, que I'on trouve une preuve
certame de existence d'une diastase.

La lon de proportionnalité n’est cependant pas une loi
absolue. Avec une quantité infiniment petite d'enzyme
on peul transformer une quantilté frves  considérable de
substance, a4 condition qu'on laisse action se prolonger
pendant longtemps dans des conditions telles que 'enzyme
ne soit pas détruit par les agents physiques et chimiques du
milien.

{J(?lmml;ull, au début de action, surtout si I'on {'lilillf}ic
une lres ]mlil& qunnlilﬁ de substance active el une gmmh:
quantité de substance passive. on conslate U'exislence d'une
proportionnalité entre les quantités d'enzyme employée et de
substance translormdée.
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(’est dang ces conditions seulement que la loi de propor-
lionnalilé peut étre vérifiée.

Si Pon additionne, par exemple, 100 centimétres cubes
d'une solution de sucre & 10 pour r1oo d'une faible quan-
tité de sucrase. par exemple, 1 centimetre cube dune infu-
sion de levare, et si I'on arréle action aprés une heure, on
constate gqu'une partie du sucre a été transformée. Si, dans

un liquide identique, on ajoule, dans les mémes conditions
/
/

méme solution de sucrase, on constale que la guantité de

de dilution et de température, 1/2 centimétre cube de la
sucre inlerverti est & pen prés la moitic de la quantité
lransformée dans expérience précedente.

St au lieu de diastase on emploie des fermenlts figurés
capables d’effectuer la méme (ransformation on n’observe
jmlmi:-'- de pl‘{:pm‘llnr]r];‘tlllt’r enlre la f|llzmlit{’: (‘||||}h1_'n.'f'r’ el
Peffet obtenu. Une quantité double de ferments figurés
ne lransforme pas deux fois plus de suere. 11 y a,
évidemment, dans le second cas, une quantité plus grande
de sucre interverli, mais celle f|ll.'l]11ih'.= n’ est |pas double.

La proportionnalité entre les quantités de diastase em-
ployée el de substance transformée est dune grande utilité,
surtoul lorsqu’on peut croire a4 la présence de ferments
ligurés dans un liquide actif.

Composition chimique des enzymes. — Mainlenant
que nous connaissons les moyens de reconnailre la présence
de diastases dans un liquide, étudions de prés la composi-
lion {‘Ilillﬁtllli‘. des enzymes.

L'analyse élémentaire des enzymes donne des chiflres trés
peu concordants pour les diflérentes espéces connues, el
parfols méme, pour une méme diastase, divers auleurs ont
frouvé des résultats tres différents. Ce fait peut provenir
de ce que les matériaux soumis & I'analyse ne sont nullement
des substances pures, mais des mélanges de différentes subs-
tances. Il se peul aussi que les enzymes different réellement
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dans leur composition, et ceci ne devrail pas nous clonner
beaucoup. puisque ce sont des corps qui produisent des
actions lres varices et dont Paction s’exerce sur des subs-
tances lres diverses,

Voici la composition de quelques enzymes.

I {
Z T = = = EXPERIMEN-
= = = =) =
= ] SRR L T = ‘ = TATEURS
=L o ! o =
!
43,68 | G,q L0 | o | (,08 | Krauch.
Diastase I:]ll\ 47,97 | 6,49 5.0 | » | 3,16 | Zulkowski.
malt.. 'J 4G, GG 7,3:“1 10,41 ¥ f.79 | Lintner.
1 L x A

X b » fi.hd » » W rablewski.
[’Lj-alinc, hd. o 2,8 11,80 ! ] | 6,1 | Hiilner.

i 0 " Ny L e A 1) Maver.

* _ i 1 L L) !
Invertine. .4 43.g90 | 8.4 | G o, 63 | » Brauth.
Ao, bo | 6.0 .30 3 ! Donath.

I - 2 |}

Emuls ( 43,06 | 7,2 11,32 .20 % | Brocklan.
tmulsine. . : 1 :

[ 48.5%0 | 5,10 | 1f,20 | 1,3 » Schmid.
Pancréatine.| 43.6 | 6,5 | 13,81 [ 0,88 | 7,04 | Hifner.
Trypsine. .| 52,75 | 7,9 16, 55 » | 17.7 |Loenid.
Pepsine. . 0,2 l (.7 i) i) i » Sehmid.

Substances albuminoides.
Blane d cenf
non coagulé.| 33,7 i 15,58 1,8 " Dumas.

En examinant la tenenr en azole des quelques enzymes
dont nous donnons la composition dans le tablean ci-dessus,
on remarque que certaines diastases, comme la pepsine, en
contiennent de grandes quantités el se rapprochent par lear
composition des matiéres albuminoides. On voil, an confraire.
que d'antres enzymes comme linverline onl une leneur en
azole beaucoup moins grande.

Dans la série des oxydases il y a méme des enzymes, dé-
couverls loul récemment, qui paraissent élre absolument
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dépourvus d'azote. Ces derniéres matieres sont plutdt analo
gues aux gommes.

Nous venons de dire que la non-concordance des résultats
pouvail lenir & U'impureté des substances soumises 4 lana-
l:.'rsci En réalité, les méthodes que I'on suit pour :51'}}}.-1111:' les
enzymes des milieux qui les conliennent ne peuvenlt pas
lournir des substances pures.

Le plus souvent on extrait la diastase des cellules, en les
mettant en contact avec de 'eau, el en précipitanl ensuite
I'infusion oblenue par I'alcool. Dans les |i{!u+u|{_':% qui ont éte
en présence de substances protoplasmiques, il y a toujours
une grande quantité de substances précipitables par Palcool,
et les produits qu'on obtient sont forcément des mélanges
de ces dilférentes substances.

Quand on se propose de purifier les En'{"{?ilﬁ[{'-:-a en les
dissolvant et en les reprécipitant de nouveau, on aboutit bien
a des substances dune composition slable, mais dénuées
presque enticrement de tout pouvoir actif.

Dans les enzymes on retrouve toujours une grande quan-
tité de sels inorganiques, en particulier de phosphate de
caleium, dans des proportions trés varides.

Quand on emploie la méthode par entrainement pour
i=oler la diastase., on aboutit au méme résultat : on trouve
apres la préeipitation des corps contenant beancoup d'im-
pureles.

En oufre, en précipilant une diastase dans un liquide
actif, on est loujours exposé i obtenir un mélange de diffé:
rentes diastases et non pas une seule.

Leur séparalion les unes des autres devient alors absolu-
ment impossible, parce que leur insolubilité dans Ialeool
n'est pas lelle qu'on puisse les séparer par précipilation.

Ainsi, gquand on fait macérer un malt d'orge dans I'eau,
on obtient dans le liquide toute une série de substances acti-
VeS, (|11E sonk pl'l".cil}ilftns ensemble par I'alcool oun par les
substances enlrainanies.
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Les diastases qui se rapprochent le plus, d'aprés les ana-
lyses, des maticres protéigques, présenlent toutelois avee ces
substances des dillérences assez notables.

Les enzymes ne donnent pas toutes les reactions de colora-
tion qu’offrent les matieres albuminoides. Les corps de cetle
classe ne peuvent diffuser & travers la membrane de parche
min. tandis que les diastases sonl Fllﬁ[ff‘pﬂlﬂﬂ:ﬁ de le faire,
quoigue avec une cerlaine difticulté.

L{"ﬁ {H:'I.E“Iﬁﬂﬁ =0 (:I"I'IIII}UP.':["III. -iill'll'{f'll'll"!‘l.l- fE'l.]f" Il‘ﬁ I}I‘I'}i{‘;l}ﬁf'ﬁ.
Cies derniers corps sonl assimilables par les cellules, tandrs
que les dastases ne le sont pas. Les diastases salivaires el
pancréatiques ne servent jamais comme substances de réserve.
Tout en élant fixées a Uintérieur des cellules pendant la
peériode de nutrition normale, ces substances se lrouvenl
vejelées au moment de la dénutrition.

Daprés Beijerick, Famylase ne peut remplacer dans un
milieu nutritif ni les hydrates de carbone, ni les matiéres
azolées, les levares el les bactéries refusant complétement

de s’en nourrir.

Zymogeéneése. — Les enzymes sont produits par cerlaines
cellules spéciales. D'apres  Hiilner, ils seraient formés par
I'oxydation des matitres albuminoides. Cette manicre de voir
est combattue par Wroblewsky, qui considére les diastases
comme des proléoses.

On posséde encore fort peu de donnédes sur le mode de
{formation des eNzyIes. Dans la |J]111m|‘l des ecas, on peul
seulement constater leur présence quand ils onl acquis
toutes lenrs propriétés ; ¢'est dans guelgques observalions iso-
lées que 'on est parvenu & conslater la présence d'une sub-
stance non aclive, capable de deveniz ferment par un trailement
convenable.

Ainsi la muqueunse gastrigue fournit par macéralion avee
Vean un liquide qui ne coagule pas le lait ; mais ce ligquide
acquierl celle propri¢té lorsqu’on Fadditionne de 1 pour 100

ErrnoxT. Les ]",ux:,‘nm:-x. 3
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d'acide chlorhydrique, et conserve son aclivilé méme aprés
neulralisation.

Le tissu pancreéatique frais pent céder & I'eau une sub-
slance agissanl Ires lentement en présence d'une faible
quantité d’acide.

Liactivité de ce liguide peut étre accélérée en y faisant
passer un courant d'oxygene, ou en v introduisant de I'ean
OxXygenée.,

Ces substances susceptibles de devenir actives sont appelées
prolerments, proensyimases, substances ;a:_j.'mngf‘n:_-s - ot la
transformation de la subslance :r.:o.'n]uga‘rm: en. ferment 5’.-1|}-
pelle d'aprés Arvthus @ zymogénése,

Il est ires probable que la plapart des enzymes pro-
viennent des substances zymogenes, et que les phénomenes de
Zymogencse sonl ausst [régquents que les phénomeénes de des-
lruclion de la {li;lﬁlztﬁt‘.:t[:}mh".ﬁ zymolyses,

Mode d’action des diastases. — L'analyse chimique
d'un enzyme n'est pas suflisante pour le caractériser. Pour
déterminer exactement les caracléres propres d'une diastase, on
doit observer son mode d'action. les réactions chimiques
qu'elle peul produire et surtout les substances sur lesquelles
elle peul agir.

L(":-'- {Iiilﬂl{l."\'[".‘-\ 'I:IE"'II‘I.'E?]” I'.I'I_'{I'h ﬂ_fl[llll"l'_+ 'h'-'l'l-l.\.'llll il’l”' ll-'_l,illl‘ﬁ, d_{-"ﬂ
réactions chimiques tres différentes. Les unes ont une action
hydratante. c’esl-d-dire gu'elles peuvent fixer une ou plu-
sieurs molécules d'eaun sur les subslances sur lesquelles elles
.'lgi:-‘-ﬁf*lll.

Nous pouvons citer par exemple la transformation du sac-
charose en glucose et en lévulose.

[:I'.'-{[i'.’l_}“ _|_ l[.’ [J — {!.]I 12()5 _i_._ {'H |2{_}l'r

e el e e T i
saccharose eatl glucc:sl- lévulose

Une autre série de diastases agissenl, au contraire. comie
oxydants.
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Nous pouvons ciler par exemple la transformation de
l'}n'{lmqninnm‘- on {|||i|mnc.

E“Ili*-f_gu—|—U:II'—’I'I—|—{:"-[I* i“

Enfin, d’autres enzymes agissent seulement sur les molé-
cules en les dédoublant, sans l'll'ﬁ{!lli!’{," nl'll:u.'d ralation ni
("oxydation. et en provoquant seulement un changement molé-
culaire de la substance. C'est ainsi (e la chastase des levares
{Illi ]:II'“\'{'H'['IIH" Ini] Il"l'lll"['l[q'lii”l'l ﬂ]r'”“lifii]{_' d“lll"‘ |]1'1]F:‘"'1'|]|{'1" EI

un .-,;in||1|lj! dédoublement moléculaire sans hvdreatation.

C°H?0% = 2C0* - 2(*Hf0

e S e, e

glucose  anhydride alcool
carhonique

Ainsi, dans 'exemple que nous avons cité de la transfor-
malion du saccharose en glucose et en lévulose, la molécule
de sucre de canne se trouve dédoublée et hydralée.

Ce dédoublement des molécules suivi d'hydratation a égale-
ment lien dans la transformation des glucosides par les dias
lases,

La molécule complexe des glucosides, en s'hydratant, se
scinde en deux parties. donne du glucose et le corps avec
lequel 1l élait combine.

(n constate le méme phénomene dans Paction des dias-
lases sur les matieres grasses. Les diastases agissanl sur les
matieres proléiques produisent aussi un  dédoublement en
meéme temps quune hydratation. quoique dans ce cas il soil
difticile de rendre la réaction évidente.

Les molécules des maticéres albuminoides sonl excessive-
ment complexes ; on admet généralement qu'elles ont un
poids moléculaire d'environ 53500, el comme cerlains pro-
duits de dédoublement ont des poids moléculaires de 2800,
de 1hoo el de joo, on voit que 'action (]i-‘lﬁhlhi{llll' Provo-
que une dinnnution du poids moléculaire.

Les enzymes hydratant ou dédoublant les molécules pen
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vent fournir deux subslances différentes, de méme que le
saccharose donne naissance au glucose et au lévulose.

Dans la transformation du suere de lait, on observe le
meéme phénoméne ; les deux portions en lesquelles la molé-
cule s'est décomposée sont différentes : il se forme du glu-
cose el du galactose,

Il arrive aussi que, par le dédoublement, on produit denx
molécules de configuration chimique identique. Ainsi la
diastase trouvée par Cusenier, la glucase, agit sur le mal-
tose en donnant deux moléeules de glucose.

BIBLIOGRAPIHIE

Kircuorr, — Formation du sucre dans les céréales. Journal de phar-
macie, 1810, p. 250, Adcad. de Si-Pétersbourg, 1814.

DusresFavr. — Mémoire sur la saccharification. Euciﬂ'fé d'agricul-
ture de Paris, 1823.
Pavex et Persoz. — Mémoire sur les diastases et les principaux pro-
duits de leur aclion. Ann. de chim:ie et de phys., 1833 p. 73.
REavmrr. — Mémoire sur la I‘JL:_'F:LITILI des oiscaux. Histoire de I'Acad.
des sciences, 1752, p. 2066-4061.

SeaLAxzANI. — DBxpériences sur la digestion. Genive. 1783.

Scuwaxx. — Essence de la digestion. Mullers Archiv, [SEG.

SchnaEr. — Uber die Gajaklinktur-Reagenlz. J!uﬂH!. Zettung. Berlin,
1804.

Jacopsox. — Untersuchungen uber {“i_". liisliche Fermente. Zeitschrift
fitr plys. Chemie, 1892, 16. p. 340-30y.

DastrE. — Solubilité et activité des Iermenlﬁ solul:lr's en liquide alcoo-
liqgue. Bull. de U'Acad. des seiences, 1895, 24, p. Sgg.

Nikilta Cuopscuasew. — Dialyse des enzymes. Archiv physiolog.,
1308,

Bovcnakrpor. — Sar le ferment saccharrifiant ou glucosique. Ann. de
chimee et p.’n 5., I84D.

Muxrz — Sur le ferment chimique et I:-Insmlugu]UL Comples Ren -
dus, 187). Ann. de chimie et de physique. 5, p. [28.

Nasse und Frast. — Glyeolyse. Pflugers Archiv., 63, p. 203-208.

J. Ravrix. — Recherches sur le (lmnlnppl}mpnt d'une mucédinée dans
un milieu artificiel. Ann. des sciences naturelles, 18go.

Scurrr. — Legons sur la digestion stomacale, 1872-73. Traduel. frang.
Paris, 1868.

Errroxt. — Sur les conditions cllimiquﬂs de |'action des diastases, 1393,

Comptes Rendus de 'Ac. des sciences, p. 1324,
Bewuening. — Centralblait fir ﬂau{er.r'm’ﬂgfe, 11, [35]3.






CHAPITRE 111
MODE I'ACTION DES DIASTASES

Maode d action des diastasezs, — Différentes np':uirm:-', cimises 4 ce sujel.
— La diastase propricte et la diastase substance. — Travaux de Bunzen,
Hiifner, Naegeli. Wittich et Fick, de Jiger, Arthus. — Analogie entre
les ferments figurés et les fermenls solubles. — Hypothise d Armand
(zaulier sur la nature des enzymes.

Nous avons vu, plus haut, que les diaslases peuvent pro
voguer,  suivant leur nature, un changement moléculaire,
une hydratation on une oxydation. Nous avons vu aussi que
les actions diastasiques sonl caraclérisées par la disproportion
i|111 existe entre les eflels iu*mhlils el le |}ni{|z-'~ de 'élément
actif. Celle t|i:~'|u'n|m]'tinn entre la cause el ellel prouve que
les subslances actives n'entrent pas dans la COT M sibion défi-
nitive des produits dont elles provoguent la formation.

Les enzymes nous paraissent jouer, dans ces ransforma-
tions, le role d'intermédiaives pourvus de la propriété d'exalter
I'énergie intéricure des substances sur lesquelles ils agissent
el de les rendre |J]n:-: aples a des dédoublements on & des
combinaisons.

Berzelius a :'ullll'r:lrl" les réachions I“.ilﬁl:li'::illlli_‘ﬂ aux |m]1~:r'|m—
menes dits catalyliques, phénoménes qui jadis s'expliquaient
nnigquement par effet du contact on de la présence d'un
{’I'II'II!‘;.

Ce savanl avail remarqué une analogie entre action pro-
duite par un enzyme et la décomposition de 'eau oxygénce
par la mousse de platine.
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La {~n||||m|'ai::nn de  Berzelius n'esl pas heureuse. . ean
u?o.;..‘Hf:'n[r-{‘ est une substance trés facilement décomposable el
les corps poreux, comme la poudre de charbon et beaucoup
de métaux pulvérulents, provoquent la décomposition de cer-
lains corps par suile de leur extréme porosité. Or, il esl
évident que les enzymes n'agissent pas de cetle facon, et le
rapprochement imaginé par Berzelius est d autant plus étrange,
(|11'i] Y a d'un coHlé une réaction entre un |i{|quI{- el un solide,
el de antre une action gui a lien exclusivement entre des
corps en solulion.

Mais, si lexemple cité par Berzelius est mal choisi, il faual
loutefois convenir que les enzyimes paraissenl, A premiere
vue, agir par simple contact el qu'il existe, en eflet, une
analogie frappante enlre les réactions calalyliques et les ac
tions diastasiques. Dans les deux cas on retrouve, a la fin de
la réaction, le corps agissant dans le méme élat qu’au débult, el
«n conslale (ue la i:|ll:1ntil='1 du corps ngi:-t:-t:m[ mise en aclion
1 pas dinfluence sur les résultals oblenus.

On connait, dans la chimie minérale et dans la chimie
organique, foute une série de réactions de cette nature : la
décomposition de hypochlorite de caleium par Foxvde de
cobalt, de I'eau oxygénée par le bichromate de potassium, la
combinaison du benzene avee le chlorure de méthyle en pré-
sence  de chlorure dalumininom. ete. Dans loutes ces
réactions, la subslance agissanle se retrouve i la fin de Ia
reaction. Ce sonl des Irln’*nmnfrlwﬁ de ce genre {|n‘m| CONSI-
dérait autrefois comme des réactions catalytiques, mais donl
on connait a présent le véritable mécanisme.

Glest ainsi que la décomposition de hypochlorite de eal-
cium par cerlains oxydes métalligues, par loxyde de cobalt
par E'.\f."lllpll.‘_. parail étre provoguée par la :-ai||||:||l.‘ I}I‘E‘HL‘I](‘E'
de T'oxyde de coball, inli:-aquv ce corps se relrouve intacl
el semble n'avoir subt aucun changement pendant la réac
tion. Mais, en réalilé, son rdle n'est pas complétement indif
[érent : il se forme pendant la réaction un oxydule de cobalt,
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qui esl ensuile oxydé, el qui penl agir sur de nouvelles
parties du composé oxy-chlorure.

r) (Cl10%2Ca 4+ 20020% — CaCl?+ 20* 4+ 4.CoO
T g e, T e
hiypochlorite  peroxyde de protoxvde de
de caleium cobalt cobalt

7) 4Co0 + 02 — 2(e2()3

Lorsque l'on décompose ean oxygénée par le bichromalte
de |]t]1.1I_HHiIIIiI. on conslale dans la réaclion un mécanisme
analogue. Le bichromate de potassiam posséde la propriéié
de décomposer pen & peu une dose illimitée d'ean oxy-
aénée, toul en se retrouvant inaltéré & la fin de la réaction.

Berthelot explique ce phénomene par la formation d'un
compos¢ inlermédiaire, sans cesse deétrnil el recomposé, el
dont la destruction et la 1'{-1‘.':]|n]m.~"|li{m s IH}III"FH]\E[ll.illﬁflll.ﬂt!
moment ot loute 'ean nx:.'g{"m?{‘ esl :‘(mll}]ﬁ:lmm"m décom-
posee.

Berthelot. en ajoutant de 'ammoniaque & un mélange
d’ean oxygeénde et de bichromate dissous, a obtenu, au mo-
ment ot Foxygene se dégageail, un précipité composé d’ean
oxygence, de sesquioxyde de chrome el de chromate d’am-
MONIum.

(Fest la combinaison de l'ean oxygénée avec le sesqui-
oxyde de chrome :|||i* |wt1{|unl la réaction. est transformée
de nouvean en acide {'hrmni{im1 el en ean. La réachion se
passe probablement suivant la formule :

6(1202) 4 2Cr03 — Cr203, 3H202 4 3H20 + 303
(Cr20%, 3H202) — 2Cr0* 4 3H20.

En chimie organigque on peut oblenir des réactions lout &
fail analogues. Cesl ainsi que, dans la réaction de Friedel
el Kraft, les sels mélalliques favorisent, dans la série du
benzene, la substitution de groupements monoatomigues
des atomes d’hydrogéne.

Le benzene CPH® et le chlorure de méthyle CHCI



MODE D'ACTION DES DIASTASES fi

n'agissent pas I'un sur I'autre dans les conditions ordinaires
mais, si l'action a lieu en présence d'un sel métallique tel
que le chilorure dalumimium, 1l se forme du toluéne
PHEL.CHE et de Nacide chloch ydrigque HCL Le véle du sel con
sisle 4 former une combinaison inlermédiare Hilli facilite la
réaction.
COHG 4+ AICIS — COIAIRCE -4 HCI
COHFALRCE —+ CHACl — CFHE, CH? - ARG

En somme, loules ces réaclions se ressemblent par leur
mécanisme, el la formation de 'éther par le contact de Facide
sulfurique avee Falcool peul servir d'exemple caracléris
tique de ce genre de réaction.

La translformation de alcool se |n'{:{|uil. en denx |=]1:u-:!':-a:
dans le p]'{‘mi('r stade aleool se combine avee Vacide sullu-
rique pour lormer Facide sulfovimque, dans le second slade
le produit formé agit de nouveau sur Palcool : il se forme de
I'éther et Pacide sulfurique est régeneéré.

Il est trés probable que les molécules des enzymes forment
avee les subslances a translormer des combinaisons passa
g{:r{‘ﬁ. fort pet stables, r|||i sont [acilement l[:'-vnnl.p[:ﬁt'*r‘:-i.
S0l par I'ean, soil par |'n'~.;}';__{f‘n[-_

On peut présenter cette théorie de la mamére suvante :
On fait réagir denx corps ayant de faibles aflinités, comme,
par exemple, 'amidon et I'eaun, & Paide dune troisicme sub-
stance, par  exemple la diastase du malt. On provoque
amnst une combinaison moléenlaire de 'amidon avee la
diastase. Cetle combinaison n'a plus les propriétés des
COrps iiui sonl enlrés dans sa :*ullllmsikiml; c'esl ¢_|:"j5t
une substance beaucoup moins stable, qui se décompose en
présence de l'ean. A la suile de cetle {||'*E'U||||}:1:~'iliull la
diastase réapparail dans 'élat on elle ¢ail auparavant, |'eau
reste fixée sur la molécule d'amidon, el celle h}:|1‘.‘il.‘lli{1t]
transforme Famidon en sucre.

Cette théorie, due & Bunzen et i Hiilner, est malheureu-
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sement basée, non sur des fails précis, mais sur des analogies.
el celle circonstance rend cette théorie discutable.,

Wiirtz crut apporter une preuve expérimentale a celle
hiypothése, en édiant la papaine, qui est, comme on le
sail, un enzyme agissanl sur les matiéres albuminoides. 11
constata que la fibrine |1|n|1;_4':'~t* dans une solution de celle
diastase lixe la substance active de telle sorte (u on peul
laver la fibrine sans :|||':‘-‘]lf' s e |mi:-a:-‘|n débarrasser.

La substance albuminoide ainsi imprégnée se transforme,
se liquélie el se peplonise aussitol qu'on la porte & une lem-
peéralure propice a Faction diastasigue. :

Comme le méme phénoméne s'observe avec la pepsine,
Wurtz admettanl (ue les substances albuminoides donnent
avee les diastases une combinaison insoluble, el que cetle
combinaison est le terme intermédiaire analogue i celui (qu’on
trouve dans loutes les réactions catalytiques.

Malheureusement, cetle explication est loin d'étre juste.
car les diastases se fixenl non seulement sur les corps qu’elles
sont susceplibles de transformer, mais ausst sur des corps
sur lesquels elles n'ont ancune action, comme la soie. D'an
autre cdté, les matitres albuminoides forment des eombinai-
sons analogues a celles qu’on vient de citer, non seulement
avee les diastases agissant sur elles, mais aussi avee d’aulres
CHZYIes Iru'ull;ll]lrﬁ de les transformer.

Ainsi, les expériences de Wurlz ne prouvent nullement la
la formation de corps imtermédiaires. Toulelols sa théorie sur
le mode d'action des diastases trouve un appui dans les
411111":‘11‘.[1?{% de Schoenbein, Schaer et Biichner, relatives &
I"action de Pacide eyanhydrique sur la substance aclive.

L acide [‘}élllll}'l_[l‘i[ill{_‘: additionné & une solution aquense de
diastase empéche celle-e1 de décomposer I'ean oxygenée et de
transformer les corps sur lesquels la diastase peut produire
une action. Toutefois, lacide eyanhydrique ne détruit pas
la diastase : en eflet, lorsque I'on fait passer un courant d’air
dans la solution inactive, Pactivité de. I'enzyme réapparait.
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On peut en conclure que les enzymes forment avee acide
- eyanhydrique une combinaison instable, qui est détruite par
le passage du courant d’air.

Ces vues sonl tres favorables 4 la théorie de Bunsen. Une
fois établ (que les enzvimes peuvenl former des combinaisons
intermédiaires avee acide cyanhydrigque on peut aussi ad
meltre quils réagissent sur les substances sur lesquelles ils
agissent et forment avee ces sublances des combinaisons
de méme nature.

Ces substances inlermédiairves fournies par acide eyanhy
;lri.[ln{- n‘onl malheureusement pas pu clre 1solées i étal pur.
el |'|i}'|m|hi.=:-:{*. de Wurlz, quoique trés admissible, n'est ce
pendant pas basée sur des fails rigoureusement démon
Lres.

[l est done tout naturel de chercher & expliguer le maode
d’action des enzymes par d’autres hypolheses.

Naegeli explique Paction des enzymes d'une fagon toute
différente : il ne considere pas action des diastases comme
1n |1h:"|'|nmi*n{* purement t‘l!i]l]Itllll‘. mals comme ¢lanl, au
moins particllement, d’ordre physigue.

Ce savant admet que les molécules des enzymes sonl
animées de vibrations particuliéres capables de déterminer dans
la substance fermentescible des vibrations moléculaires pou-
vanl détruire les molécules.

Comme on le voil, celle théorie ressemble beaucoup a l'an-
cienne théorie des fermentations de Liebig, d'apres laguelle
les phénomenes de la fermentalion en général sont provo-
qués par des substances en voie de décomposition et gui
communiguent aux corps en présence le méme mouvement
moléculaire.

Cette hypotheése basée sur des considéralions lres spécula-
lives [ul reprise ensuite par de Jager. Ce savanl poussa encore
les conclusions beaucoup plus loin et erut apporter des fails
concluants démontrant gue les enzymes agissent, non comie
des subslances, mais bien comme des forces.
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Les expériences sur lesquelles se basa de Jaeger sont dues
a3 Wittich et Fiek.

Fick mit dans un long tube une dissolution de présure
dans la glycérine, puis il le remplit, avec le plus grand
soin, de lait. Il laissa quelque temps les deux liquides & la
température de 40", en ayant soin de ne pas melanger les
deux couches, apres quot il constata, dans toute la longueunr
du L'::o.'liﬂ(ll‘i‘. une coagulation du lait. Comme la preésure
ne diffuse pas, de Jaeger conclut ¢ue la coagulation étail
produite, non par la présure, mais par une propriété inhé-
rente a cette substance.

Wittich mit dans un dialyseur muni & sa base inférieure
d'une membrane de parchemin, de la pepsine dissoule dans
une cerlamne :|||.;u|IEI{'~. d ean.

Il introduisit ensuite ce dialysear dans un bassin plus grand
contenant de l'eau et des Hocons de fibrine. 11 n'apercul
aucune dialysation de la pepsine et cependant les flocons de
librine se liquéficrentl et se peplonisérent comme s'1ls avaient
¢te¢ en conlact avee la diastase.

Il est bien évident (ue, sl ces experiences élaient rigou
reusement exactes, 'intervention des enzymes comme sub-
stances chimigues devrait étre définitivement écartée, el guon
devrait admetire que Taction des enzymes doil élre consi-
dérée comme une aclion purenent ||I]_‘~.Hif|llf‘.

Mais, dautres savanls qui onl voulun répéler ces expé
riences n'ont jamais pu arriver aux résullals annonees.

La maniére de voir de Jaeger a ¢té tout récemment
reprise par M. Arthus, qui, toul en reconnaissant la non-
exaclitude des expériences de Fick et Wiltlich, reste, malgré
cela, partisan de la théorie des enzymes-proprictes.

Pas plus que ses prédécesseurs dans cellte maniere de voir,
M. Arthus n'a apporté dexpériences déeisives en faveur
de sa theése, mais il expose fort bien les colés faibles de la
théorie qui considére les enzymes comme des substances.

Il constate tout d’abord que l'analyse centésimale ne suflit
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T'I.'-IH I-In"l' L‘Il]‘:‘il‘.i’[f‘l'iﬁ["l‘ h"ﬁ {"'"?.:hllllf'ﬁ. I] ill?l!”if}. ﬂ;]lﬁ; f]ll{' TS
I'avons fart 111115 haut, sur le désaccord existant entre les
analyses des enzymes faites par différents auteurs; il montre
aussi que les diastases ne peuvent étre classées dans aucune
calégorie chimique détermince, car elles ne sont ni matiéres
albuminoeides, ni gommes.

Il est frappé surtoul de ce que chaque auteur prétend
avoir preparé un enzyme pur par des précipitations succes-
sives, sans qu'aucun puisse dire & quels caractéres on reconnail
un enzyme pur.

Il a remarqué aussi que les enzymes paraissent avoir une
composition el des propriétés différentes, suivant la maniére
dont on les a prépares.

Il cile ensuite les opinions de divers auleurs sur I'impu
rele des lu'l'ft*il}il['-ﬁ LIiilHl:lFIt’_llll"H el il en conclut que toules les
diastases qu'on a analysées jusqu’a présent étaient fortement
melangeées de substances étrangéres.

Il se montre également adversaire de la thése qui voil une
analogie entre le mode de formation de I'éther par I'acide sul-
furique et I'action des enzymes. Il se base en cela sur la dif
ference entre la quantité d'acide sulfurique nécessaire pour
transformer l'alcool en éther et la guantité d'enzyme qu’il
faut employer pour opérer une fransformation diastasigue.
En effet, 'acide sulfuricque éthérifie seulement 25 4 3o fois
son poids d’alcool. tandis quune cerlaine flnzml.i{é de dias-
lase transforme des quantités de substance infiniment grandes
par rapport a elle. La présure, par exemple, peut coaguler
200000 fois son poids de caséine.

Il montre enfin que les propriétés des enzymes n’exigent
nullement gque ceux-ci soient des substances chimiques. mais
qu’ils peavent étre des agents impondeérables, comme la cha-
leur, I'électricité, ete.

Pour le démontrer. M. Arthus prend une 4 une les pro-
prictés des diastases, et essaye de leur opposer des phéno-
meénes lumineux, calorifiques, électriques, analogues.
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Les enzymes provoguent des transformations chimicues ;
mais la lumiére, la chaleur et 'électricité en provoguent
également: les phénoménes d'électrolyse en sont un frappant
exemple.

Les enzymes sont détrnits par la chaleur; mais une barre
aimantée perd sa propri¢té magnétigue lorsquielle est
chauffée au rouge,

Les enzymes sont solubles dans I'eau et la glycérine ; mais
lorsqu’on plonge un corps chaud dans un liquide quelcon-
que, ce dernier s'échautle sans que le corps se dissolve.

Les enzymes sonl précipités de leurs solutions par I'alcool
ou par des maticres entrainantes; mais le chlorure de sodinm
précipilé par Palcool emmagasine aussi une certaine quanlité
de chaleur, qu'on voit réapparaitre lorsqu'on le redissout
dans 'eau. De méme, les précipilés diastasiques déterminds
dans I'alcool entrainent une certaine guantité de I'enzyme et
cel enzyme réapparait lorsqu'on le place dans un milieu
appropric.

Les enzymes sont fixés par la fibrine fraiche; mais les
accumulateurs électriques fixent de Iélectricilé, et certains
corps, comme le sulfure de baryum, absorbent les rayons
lumineux.

Cerlaines substances, sous l'action d’agents chimiques,
acquitrenl un pouvoir diastasique ; mais la combinaison du
phosphore et de 'oxygéne, comme on le sait, dégage de la
lumidre.

Les enzymes sont détruits par cerlains agents; mais l'ai-
mantation d'un barreau aimanté disparait quand on dissoul
celui-ci dans 'acide chlorhydrique.

L’action des diastases est entravée par cerlains corps et
facilitée par d’autres; mais, si, dans un courant électrique, on
place une résistance, le courant diminue d'intensité, el
s, au contraire, on enléve cetle résistance, le courant aug-
mente d’intensité.

L’action diaslasique se produit généralement sur certains
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corps & l'exclusion des autres; mais le fer et Tacier senls
peuvent fixer la propriélé magnétique.

M. Arthus conclul de toules ces comparaisons que les en-
zymes sonl, non des substances, mais des propriélés de
substances. 11 admet bien que sa théorie n'est pas démonlrée,
mais il objecte que la théorie des enzymes-substances n’a
pas recu non plus de démonstrations

En somme, nous nous (rouvons en preésence de denx
théories. L'une enseigne que les enzymes agissent chimique
ment el f|u’i].-: ont une composition (‘IIiIIii['ill‘ déterminde.
"autre considere les enzymes comme une propriéle el non
comme une subslance.

Les arguments que M. Arthus apporte contre la thése des
CNZYImes- substances ne sonl pas de nature & renverser celle
théorie.

Le désaccord entre les ;llmi_\ ses ('une méme diastase peul
trés bien élre di au mode de purification et de préparation
de cette substance. 8l pouvail étre prouvé, d'autre part. que
les diastases ne peuvenl élre rangées dans aucun groupe
chimique actuellement connu, cela n'établirait nullement la
non existence malérielle des diaslases.

En eflet. nous sommes encore loin, i 'heare actuelle, de
connaitre toules les combinaisons chimiques, et il est plus
{il]{-'! IH'“I:IH]”}IU {'|tllil ["‘ui!‘“‘h‘ t“”li" LHH LS ?"l-r"l"l.l’ {EE' '["“l']"‘.‘i f{“'[" o=
ne connaissons pas. Le fait que les enzymes agissent a des
doses infiniment petites n'est nullement de nature & infirmer
'hiypothése des  enzymes-substances.  Dans Faction de la
strychnine, de laconitine el d'un grand nombre dautres
alcaloides, on constate aussi une disproportion prodigieuse
entre effet produit et le poids de la substance agissante.

[action du muse est indiscutablement beancoup plus
sensible (que I'action des CNZYNIeS ;O obltienl des réactions
sur les mugueuses avee des doses d'une petitesse infinie. el
celte propriélé remarquable est due entiérement, comme on
le sait, & la constitution chimicue de ces corps.
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Le paralléle entre le phénomeéne de la fermentation et les
phénoménes physiques est  tres séduisant; mais, somme
toute, 'hypothése des enzymes-propriélés est beancoup moins
vraisemblable que celle des enzymes—substances.

On trouve toujours la substance active incorporée dans
une substance matérielle et I'on n’est jamais parvenu i sé
parer la propriété de la substance. Rien ne nous aulorise
done 4 croire que la substance materielle ne joue aneun role
dans le phénomene diastasique.

Les enzymes offrent, a différents points de wue, des
ressemblances avec le protoplasma vivant.

La diastase, ainsi que la subslance organisée vivante, esl
excessivement sensible aux agents chimiques tels que les
acides el les alealis. Ces deux catégories de substances sont
détruites & la température de 100°, et elles ont la pro-
priété de provoquer des réactions chimiques dans le milien
ambiant.

La plupart des enzymes onl une composition chimique
irés analogue & celle du protoplasma, et ces deux matiéres
fournissent quelques réactions géncrales des matieres albu-
minoides. L'analogie devient encore plus [rappante quand
on ¢tudie la composition des substances minérales ¢ui entrent
évidemment dans la composition chimique du protoplasma
et des ferments solubles. On se trouve, dans 'un et 'aulre
vas, en preésence de phosphates de calcium. de potassium,
de magnésium, de chlorures et de sulfures alcalins.

Les éléments minéraux el organiques qui sont favorables
a la cellule vivante sont aussi, ainsi ¢ue nous lavons
démontré pour Pasparagine et les phosphates, des agents
excitants pour cerlaines diastases.

Les enzvmmes, comme la substance protoplasmique, sont
pen dialysables, et dans beaucoup de cas ne passenl méme
pas a travers un [iltre biscuil.

On peut done admettre que les diaslases ne sont pas méme
des corps solubles & proprement parler, et qu’elles entrent seu-
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lement, lorsqu’elles sont en conlact avec I'eau, dans un élal
de ténuité extréme, ainsi que le font les COrps colloidaux
lels que I'empois d’amidon.

Cette analogie entre la substance organisée el les enzymes
a conduit Armand Gaulier & supposer gue les ferments chi-
migues se rapprochent, par leur constitulion, des cellules
dont 1ils dérivenl.

Il admet de plus que les enzymes onl une organisation
analogue ou trés rapprochée de celle du protoplasma, et il
leur reconnait les il]‘upril‘tf-:-; fondamentales de la cellule vi
vante, qui sonl I'assimilation et la reproduction.

l_'}‘n]:rf,-:-a ce savanl, les enzymes peuvent translormer cer-
lains pl‘lll{‘.ipf:r% en substances semblables & celles {|LLE les
composent. A I'appui de cette hypothése si hardie, il cite
une expérience unigue, faite avee des pepsines, el sur laquelle
nous aurons l'occasion de revenir quand nous étudierons
I'action des enzymes sur les matiéres protéiques.

Dés A ln‘{'?:-;r,-nL NOUS POUNONS dire que l'expérience cilée
par M. Gautier ne conlirme nullement sa these, el nous
sommes plutdl inclinés & voir dans les enzymes des Corps
chimigques d'une nature particuliére et d'une constitution
déterminee.

Et, en réalité, au fur et & mesure que s'élargissent nos
connaissances sur les diastases, la theorie des enzymes
substances gagne de plus en plus en probabilité. Nous pos
sedons & lu*&:-mnl tout un ensemble de fails qlli nous  indi
(quent que nous nous trouvons réellement en présence de
corps el non pas de propriélés.

Nous savons, par exemple, que Pamylase retirée des di
vers milieux, des grains erus, des grains maltés, de la salive,
du suc pancréatique, des bactéries et des moisissures, oflre
loujours la méme composition chimique et donne toujours
la réaction de la protéose.

La nature eh’ “me des enzymes se trouve encore con-
lirmée par les 18 colorées qu’ils fournissent avee

Errro: i
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cerlains réactifs. Ainsi que I'a montré Guignard, I'émulsine
[ournit une coloration violelte avee 'oreine et une coloration
rouge avee le réactif de Millon.

Un autre enzyme, la myrosine, prend une teinte violette
en présence dacide chlorhydrique.

Dans certains cas déterminés on a pu provoguer l'action
d'une diastase sur un autre enzyme. Celte action est trés
caractéristique et fournit des données sur les caractéres chi-
miques des enzymes. D’apres Naegeli et Kuhne, la pepsine,
par exemple, agit sur la trypsine comme sur une maliére
albuminoide. Schittenden et Griswald ont observé le méme
phénoméne avee la plyaline : cel enzyme est aussi modifié
par la pepsine. La zymase, ou diastase provoquant la fer-
menlalion alcoolique, se détruit, d’apres Biichner, en présence
e 1|'Ix'|nsit]r.'.

Dans T'action d'un enzyme sur 'autre, nous voyons lou-
.i““f'-“ une des subslances aclives se transformer par h}'dm—
tation et le changement chimique de la maltiére entraine la
suppression compléete de son activité,

Comme la pepsine et la trypsine agissent exclusivement
sur des matiéres albuminoides, on peut conclure que la plya-
line, la trypsine, aisi que la zymase appartiennent a cetle
classe de corps.

L'existence d’enzymes contenant peu ou point d’azole ne
peut pas non plus constituer un argument a 'appui de la théorie
des enzymes-—propriétés. Les diflérentes diastases agissent sur
des corps divers en provoquant des réactions tres varices. 1l
est done évident que toules les substances aclives ne peuvent
pas apparlenir & la méme classe de corps, et qu'on doit se
trouver, selon toutes les probabilités, en présence de corps de
compositions el de structures différentes.

7
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CHAPITRE IV

INDIVIDUALITE DES ENZYMES

Difficultés qu'on éprouve lorsqu'on veut donner des preuves directes
de lindividualité des enzymes. — Influence du mode de nutrition des
cellules sur la nature des ENZYIMes tlu'ﬂlle:s scerilent. — Preuves directes
de l'individualité des enzymes. — Relation entre les diastases, la consti-
tution chimique et la structure des corps sur lesquels elles agissent. —
Nomenclature des enzymes. — Ulassification.

Quand on examine au point de vue de leur action chimi
que les substances aclives seécrétées par les cellules vivantes.
on conslate, la plupart du temps, que cetie action est trés
complexe, qu’elle se manifeste sur des subslances différentes
ct qu'elle donne lieu & des produils tres variés.

Ainsi, une infusion de malt agit sur l'amidon, sur la cel-
lulose, sur la pectine, sur le tréhalose et sur la caroubine.

En outre, les produits obtenus avee ces diverses substances
sont treés différents : la diastase en agissant sur 'amidon
donne du maltose et des dextrines, elle liquéfie la cellulose.
transforme les matiéres pectiques en une substance gélati-
neuse, fait passer le tréhalose a 1'état de glucose et change la
caroubine en un glucose différent du précédent.

On observe le méme phénomene en étudiant les propriétés
d'une eau dans laguelle on a fait macérer delalevure de bicre.
(ette infusion agit sur le sucre de canne, sur le maltose, sur
les glucosides, et donne dans chaque cas un produit parti-
culier.

Ces faits nous conduisent & nous demander si les cellules
vivantes sécrétent une substance active unigue ayant le pou-



a4 LES ENZYMES

voir d’agir sur différentes combinaisons chimiques. ou si, au
contraire, elles donnent naissance a4 un mélange de plusieurs
enzymes, dont chacun est apte a produire une action spé-
ciale.

La méme (]ll{‘ﬁliﬂn se pose pour les enzymes lu*l':n"ipill':ﬁ e
leurs solutions, car eux aussi, la plupart du temps, condui-
sent & des résultats trés variés.

Il est difficile de résoudre cette question avec neltelé,

géneral, D'individua-

dans chaque cas particulier ; mais, en
lité des enzymes ne peul élre nide.

Cette individualité devient évidente dans lwnurnul} de cas.
lorsqu’on compare les actions des produils séerétés par des
cellules d'une espéce déterminée quon place dans des con-
ditions différentes de nutrition.

M. Duclaux a constalé qu’en cultivant le penicillum glau
cum sur des subslances amylacées on retrouve, dans le
milien de culture, une substance active complexe agissant sur
le sucre de canne ainsi que sur 'amidon. Il est fort difficile
de donner une preuve divecte de I'existence dans ce milieu de
deux enzymes différents, agissant 'un sur le saccharose,
'autre sur 'amidon car, en isolant les substances actives de
ce milieu, soit par entrainement. soit par I'alcool, on obtient
encore une subslance agissant sur différents hydrates de car-
bone el donnant des produils différents.

Mais la question peut étre résolue en faisant une seconde

glavcum et en remplacant dans le

culture de penicillum g

milicu de culture amidon par le lactate de calcium. La
substance active qui se forme agit cette fois tres aclivement
sur le sucre de canne., mais ne produit plus d'effet sur
'amidon. Nous pouvons donc conclure que dans le premier
milien de culture on élail en I'li'{:‘:-:["ll{‘!{". de deux enzymes.
tandis qu’en cultivant la moisissure sur du lactate de cal-
cium on n'a obtenu gqu'un seul d’entre eux.

Nolre conclusion sera renforcée si nous pouvons frouver
d’autres exemples dans lesquels une substance active produira
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une action exclusivement sur le saccharose, ou sur F'amidon.
Ces exemples sont trés nombreux. Glest ainst gquune infusion
d'orge agit sur 'amidon sans agir sur le suere et que 'amy
lase recueillie dans la caillette de mouton agit sur Famidon et
reste sans aclion sur le saccharose. On peul aussi conslater
la présence dans la salive d'un ferment agissant sur 'amidon
sans donner lien 4 aucune transformation du saccharose,
surtout =1 la salive ne contient pas de ferments ligurés. Une
infusion de levure peut agir sur le sucre et laisser 'amidon
absolument inlact.

Dans certains cas Uindividualité des CNzZymes peul élre
conlrolee ]Hl[' des llln}'t'.'.i]‘.-i :liiT:'-ronIH de ceux que OIS Yenons
d’exposer. Si l'on abandonne, par exemple, de la levare de
bitre an contact prolongé d'eau additionnée d’éthér ou de
thymol, on constate que la liqueur agit a la fois sur le sucre
de canne et sur le maltose. Nous pouvons donc nous
demander si la diastase transformant le mallose n’a pas en
meme lemps une action sur le sucre de canne. L’existence
de deux ferments est 1 facile & démontrer. 11 sullit de lais-
ser la méme levure en contact avec de I'eau, mais pendant
un lemps trés court: on constate alors que le liquide contient
une subslance agissanl sur le sucre de canne sans avoir la
moindre action sur le maltose. Dans le cas actuel on parvient
a séparer les deux enzymes grice a celle circonslance ue
I'un d’eux est retenu trés faiblement par les cellules qui le
séeretent, tandis que lautre traverse trés diflicilement la
membrane cellulaire.

Nous avons vu que la diastase du malt agit sur I'amidon
en donnant du maltose el de la dextrine ; elle agit aussi sur
le tréhalose qu'elle transforme en glucose. Quelques auteurs
en ont conclu gqu'on se trouve en présence dune seule et
unique substance. Mais 'amylase qu'on retire de la salive
agit sur l'amidon absolument de la méme maniére que
I'amylase du malt, tandis qu'elle n’agit nullement sur le
iréhalose.
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Nous croyons done que, dans ce cas aussi, il est plus
logique d"admetire la présence de deux enzymes différents
dans I'infusion de malt, que d'expliquer le phénomeéne en
supposant qu’il existe dans la salive et dans l'infusion de
malt deux diastases différentes agissant toutes deux de la
méme maniere sur lamidon et se différenciant par leur
action sur le trehalose.

L’émulsine agit sur les glucosides, mais, en méme temps.
celle substance active peut transformer le sucre de lait en
glucose el galactose.

Dans I'émulsine la présence de deux diastases devient évi-
dente, & notre avis, si I'on considére que les substances
actives séerélées par cerlaines levures ont la faculté de trans-
[ormer le sucre de lait sans agir en aucune facon sur les
:_:'] 1 I[‘!'}Fiili‘r&.

C’est par une série imporlante de faits de cette nature qu'on
est parvenu & constaler que, dans un grand nombre de cas,
les séerétions cellulaires sont composées de différentes sub-
stances actives et que l'action chimique de chacun de ces
enzymes esl limitée & un cerlain nombre de corps.

Ces faits sont assez nombreux pour qu'on puisse en tirer
une conclusion générale en faveur de I'individualiteé des enzy-
mes. Et, en réalité, il est diflicile d’admettre que la méme
substance aclive puisse, dans un cas déterminé, ll;Tlthlim une
action sur deux ou trois substances chimiques, tandis que
dans un autre cas son aclion serait limitée & une seule de
ces substances.

Comme nous venons de le voir, une diastase ayant une
action hydratante ou oxydante n’agit pas sur toutes les
substances susceptibles de s’hydrater ou de s’oxyder ; 'agent
diastasique différe complétement d'un agent chimique ayani
une fonction déterminée et I'exercant indépendamment de la
conslitution des corps sur lesquels il agit. Par l'action d'un
acide minéral, par exemple, on obtient le dédoublement du
saccharose, la saponification des matiéres grasses, la décom-
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position des glucosides, la peplonisation des matitres albu-
minoides, en un mot tous les l;lu‘:mm{':nr:ﬁ (que nous ren-
controns dans le travail diastasique hydratant. Les diastases,
an conftraire, produisent les dédoublements et les hydrata-
tions par des agents nombreux capables chacun dun travail
diastasique déterminé et ne pouvant s’exercer que sur un
nombre trés limité de substances.

L'action des acides est done jusqu'a un certain poinl
indépendante de la constitution des corps sur lesquels ils
agissent, tandis que les diastases n’exercent leur action hydra-
tante ou oxydante que sur des corps d'une structure siricte-
ment déterminee.

Un enzyme hydratant peut quelquelois exercer son action
sur différents corps, mais i condition que la constitution
chimique de ces corps soit trés voisine de celle de la dias
lase et qu’ils puissent fournir les mémes produits de dédoun-
blement.

(Test ainsi que nous voyons I'amylase exercer son action
sur l'amidon, sur le glycogeéne, sur la dextrine, et donner
toujours le méme produit final : le maltose.

La pepsine agit sur un grand nombre de corps, par exem-
ple, sur toutes les substances albuminoides.

Or, tous ces corps se ressemblent et onl une structure trés
analogue puisque leurs produils de dédoublement par la
diastaze sonl I(}11I‘|m|;'.-; les mémes : le I:rc,:téﬁrjﬂ el Ia [u:-pif_uu,‘u

Les enzymes des glucosides paraissent capables, & pre-
miére vue, d'une action plus énergique et s'étendant & des
corps chimiquement différents, mais cette anomalie n’esl
quapparente : 'émulsine qui agit sur des corps trés com-
plexes n'a d’action que sur la partie commune i loules les
molécules de glucosides.

L’action de I'émulsine est due & affinité qu’elle a pour le
glucose, et, comme I'a démontré Emile Fischer, cette affinité
se trouve lice & la structure géométrique des hydrates de
carbone.
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L’émulsine agit non seulement sur les glucosides naturels,

mais aussi sur les éthers artificiels qu'on oblient avec le glu-
COSC. :
En étudiant 'action des enzymes sur les éthers artificiels,
Emile Fischer a constaté ce fait trés intéressant que I'action
ou l'inaction d'un enzyme deépend, non seulement de la com-
position de la substance sur laquelle on le fait agir, mais
aussi de sa configuration. En traitant le glucose par I'aleool
méthyligue en présence d'acide echlorhydrique on obtient deux
éthers isomérigques différant par leur structure géomélrique 4
cause des carbones asyméiriques de la chaine glucoside.

La formation de deux éthers isomériques est facile a expli-
quer : le groupe aldéhydique du glucose disparait par I'ac-
tion de l'alcool en présence de lacide chlorhydrigque et la
déshydratation se produit dans la chaine des glucoses méme
en donnanl naissance & un groupe éthérigue ntermolécu-
laire. Le carbone du groupe aldéhydigque devient ainsi asy-
métrique el en conséquence Papparition de deux stéréiso-
méres devient compréhensible.

Les deux glucosides isomériques :

B =i CH,—0—C—H
l |
HCOH HCOLH
0 I 0 1
N{:ﬂu HCOH
1‘ |
CH ol
l |
HCOH HOCH
| |
llzflfjfl Elf][]li?
£, }Iéﬂ]yl-dcxtrnglucﬁ5h]e. B. ﬁ[élhji—dﬂxlrng1ucn5hle.

se comporlent différemment sous Paction des enzymes.
L’émulsine, qui agit sur cerlains dérivés du glucose et du
galactose, agit aussi sur le g-méthylglucoside, mais elle n’a
pas d’action sur l'isomere z.
Dans les levures de biére, on trouve un autre fermenl so-
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luble qui agit sur les glucosides naturels, mais ce ferment
est absolument sans action sur le g-méthylglucoside, tandis
qu'il agit sur l'isomeére .

Cet exemple est une nouvelle preuve de individualité des
enzymes el montre d'une facon frappante I'influence que
peut avoir sur laction diastasique la structure des corps chi
migques sur l:'}a{{ll{-lﬁ elle s'exerce.

Emile Fischer a émis 'hypothése qu'une action diastasique
ne peut se produire qu'd la condition qu’il ¥ ait une relation
sleréochimique entre la subslance agissante et le corps sur
lequel y agit.

D’aprés lui, il faut que les ferments et les subslances sur
lesquels ils agissent aient une structure géomélrique senn
blable, ou tout au moins certains rapporls de structure.

Nous croyons que celte hypothése peut expliquer d'une
fagcon toute particuliere apparition de différentes diastases
dans une cellule soumise A différents modes de nutrition.

Une cellule nourrie avee de 'amidon séerétera une sub
stance active ayant la structure stéréo-chimique de I'amidon,
tandis que si la cellule se nourrit avee du sucre de canne, la
diastase qu’elle formera aura la constitution géomeétrique du
sucre de canne.

Nos connaissances sur les enzymes oxydants sont beaucoup
moins étendues que celles que nous possédons sur les enzy
mes hydratants. Mais les faits observés jusquiict démontrent
indiscutablement que dans ce cas ecomme dans le précédent
on se lrouve en présence diindividualites différentes, agis-
sanl toutes comme oxydants, mais en s'adressant & des ma-
Iériaux différents.

Pour cette classe de corps on a pu {-gnlmnmlt conslater
que la place des divers groupements chimiques dans les
molécules des substances oxydables influe considérablement
sur activité des enzymes.

On connait des exemples d'enzymes oxydanls agissant sur
loule une série de corps homologues, et dont I'action se pro
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duit, méme si 'on substilue un groupe 4 un autre {andis
que Paction de ces mémes enzymes cesse lorsqu’on change la
disposition des groupements.

(est ainst que la laccase qui oxyde le diphénol, ses ho.
mologues et les produits de substitution de ces subslances.
exerce son aclion sur tous ces dérivés quand les deux gron
pements oxydriles se trouvent dans la position ortho, tandis
que la méme diastase n’agit pas sur les produils isomériques
dans lesquels ces mémes groupements occupent la position
mela.

Classification des enzymes. — Maintenant que nous
avons acquis quelques connaissances générales sur les enzy
mes el sur leur mode d’action, nous pouvons nous occuper
des propriélés individuelles de chaque enzyme connu. Mais
avant d’aborder cetle deseription, il est nécessaire de nous
mettre d’aceord sur la nomenclature et sur la classification
des dhastases.

Les chimistes qui ont découvert les premicres diastases les
ont désignées, en se placant & différents points de vue, sous
des noms fort divers.

Tant que I'étude des enzymes n’a porté que sur un petlil
nombre de substances, les inconvénients de cetlte nomenecla
ture n'ont pas été trés grands. Mais, & Theure présente, on
connait déji un nombre respeclable de diastases, et ce nom-
bre tend mdiscutablement i s’accroltre encore.

Dans ces conditions, il serait désirable d’avoir une nomen-
clature logique, permettant de désigner un ferment par un
nom donnant une 1dée nette de ses caracléres propres.

S’inspirant de cette nécessilé, M. Duclanx a cherché a
créer une nomenclature rationnelle, en désignant un enzyme
par le nom du corps sur lequel on a observé pour la premiére
fois son action ; et, afin de distinguer la substance sur laquelle
la diastase exerce son action de l'enzyme lui-méme, il a
proposé d’ajouter au radical du nom la lerminaison ase.
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Clest ainsi que la diastase agissant sur la easéine fut ap
pelée caséase, et que la diastase qui transforme 'amidon
famylum) devient amylase.

Malheureusement, la nomenclature de M. Duclaux n’a pas
Cclé mlnph’_‘[: par tous les savanls, el un. cerlain nombre de
diastases nouvelles ont recu des auleurs {llli les ont décou-
vertes un nom ayant bien la terminaison ase, mais dont le
racieal, au lien d'étre celul du nom de la subslance sur la-
quelle la diastase agit, est celui du nom de la substance pro-
duite par la réaction.

Ainsi la glucase de Cusenier n'est pas une diaslase agissanl
sur le glucose, mais une substance active transformant 1'a-
midon et le maltose en glucose.

(Cette nouvelle nomenclature présente le grand désavantage
d'amener des confusions et il efit été préférable d'en rester &
la nomenclature de M. Duclaux, quoigu’elle ne réponde pas
non plus a tous les desiderata.

II est mauvais de prendre comme radical du nom celui
du produit formé, car les différentes diastases peuvent, a la
lin de la réaction, donner des produits ininnl.ir{uf*ﬁ, loul en
agissant sur des corps tres différents. Ainsi, nous connais-
sons, en dehors de la glucase, toute une séric d'autres
ferments qui transforment certains hydrates de carbone en
:..Elll('n:-;t_‘,

[l est vrai que la nomenclature de M. Duclaux donne lieu,
clle aussi, A des confusions. Ainsi, 'action de la clucase a élé
constatée la premiere fois sur 'amidon ; on devrait done dé
signer cel enzyme par le nom d’amylase, nom appli{lm'- i
la diastase du malt.

Il est done nécessaire de tenir compte, non pas seulement
de la substance sur laquelle agit la diastase, mais encore de
la substance produite par la diastase. En se placant & ce
point de vue, on devrait nommer la glucase de Cusenier
I'amylo-glucase, cest-i-dire indiquer que c'est une diastase
agissant sur I'amidon et produisant du glucose. La diastase
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du malt, au contraire, devrait s'appeler l'amylo-maltase,
puisque le produit final résultant de 'action de cetle diastase
sur 'amidon est le maltose.

Cependant, dans le présent travail, nous nous en tiendrons
A l'ancienne nomenclature et nous donnerons aux diastases
les noms que 'on rencontre généralement dans la littérature.
La raison de cette facon d’agir est que nous savons lres
bien que tout changement de nomenclature, tout en ayant
pour but de simplifier les choses, ne fait qu’apporter une
complication de plus, et aboutit, en somme, au résultat con-
traire a celui qu’on s'élail proposé.

La classification la plus rationnelle des enzymes consiste &
les distinguer d'apres le travail chimique quils produisent.

Nous savons déja que les diastases peuvent produire une
hydratation, une oxydation ou une transformation molécu-
laire.

Nous décrirons done les diastases en les rangeant d’apres
le caractere chimique de leur action.

L'¢tude des diastases des matieres protéiques fera objet
du second volume du présent ouvrage. Nous ne nous occu-
perons dans le premier que des diastases produisant, soit
une hydratation, -soit une oxydation, soit un changement
moléculaire.

Les diastases hydratantes agissent sur les hydrates de car-
bones, les maltieres grasses, les glucosides, les matiéres pro-
léiques et Purée.

Les oxydases agissent sur des corps de natures tres diffé-
rentes @ les alcools, les phénols, les amides, les matiéres
orasses, ele.

Les enzymes délerminant les transformations moléculaires
sonl trop peu nombreux pour qu’on puisse désigner beaucoup
de corps susceptibles de subir leur action.
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Classification des ferments solubles.

A, FERMENTS SOLUBLES HYDERATANTS.

033

{0 Ferments solulbles des th_}‘dl'ﬁfex de carbone.

KOMS DES LEXEYMES

Inverline ou sucrase.
Amylase ou diastase.

Glucase ou maltase.
Lactase.

Tréhalase.

Inulase.

Cytase.

Peclase.
Caroubinase.

SUBSTANCES SUR LESQUELLES
L'ENZTME AGIT

Suere de canne.
Amidon et dextrine.
Dextrine et mallose.
Sucre de lait.
Tréhalose.

Inuline.

Cellulose.

Pectine.

Caroubine.

PFRODULTS
DE LA MEACGTION

Sucre interverti.
Maltose.

Grlucose,

Glucose et galaclose.
Glucose,

Levulose.,

Bucres.

Pectates et sucres.

Caroubinose.

20 Ferments solubles des glucosides.

NOME DES ENZTMES

——

SURSTANCES SR LESQUELLES
IL%: AGISSENT

FRODUITS
DE LA MNEAGCTION

e

Glucose. Essence d'a-
[l.lﬂ"l'.h!'!i UHIEEI"L"E el
acide cyanhydrique.

Glucose et isosulfocya-

nale d'ﬂli:{ le.

Essence de gaultheria,

glucose,

Rhamnetine, isodul -

cile.

Glycérine et acides

gras.

.| -
Clasdiam.

Fibrine.

Protéoses, peplones.

Proléoses, peptones,

Emulsine. Amygdaline et autres
EI[[CUEIL].EE.
Myrosine. Myronate de potassium
Bétulase. (raulthérine.
Rhamnase. Xanthoramine.
3o Ferments solubles des mali¢res grasses.

Sléapsine. :

i P ‘] Matiéres orasses.
Lipase. \

Lo Fermenits solubles des malieres _p:*:}a‘rifrﬂu?s.

Présure. Caséine.
Plasmase. Fibrinogine.
Caséase. Caséine. {
l‘r:pﬁinc. Matitres albuminoides
Trypsine. l

i Id.
Papaine. |

amides.






CHAPITRE
SUCRASE

Extraction de la suerase des levures, — Seécrétion par laspergillus
miger. — Préparation de la sucrase i I'état see. — Influence de la quan-
tité et du temps. — Inlluence de la température. — Dilférence entre
les llt'ﬂplfll tés des sucrases dorigines différentes. — Rdle de lacidité et
de Lalealinité du milien. — Action de Im.xm ne cb de la lumidre.
Action des substances chimigques. — Mode de séerétion de la sucrase dans

les cellules. — Dosage de la sucrase. — Méthode de Fernbach. — Me-
thode d'Effront.

La sucrase estl une diastase capable de transformer le
sucre de eanne en sucre interverti. Le saccharose, sous
Paction de la sucrase, se dédouble en fixant une molécule
«’eaun el en donnant deux monosaccharides : le glucose el le
lévulose

Cl2H22000 = H20 — CRH2005 4= CEHI1208,
T i P i,

siere de canne zlucose levulose

La sucrase esl trés répandue dans la nature. On conslale,
par exemple, sa présence dans la salive, dans le sue gastrique
¢l dans Iintestin gréle.

Le sucre de canne, conservé pendant quelque temps dans
la bouche. est translormé. sous action de la salive, en sucre
mterverti. Cependant, celte transformation n’est pas due a
Iaction d'une séerétion des clandes salivaires, mais bien a la
sucrase claborée par les nombreuses bactéries r|lli se frouvent
dans la salive. \u surplus, la substance active dont on cons-
tate Fapparition dans la bouche, ne transforme que des
qtmntilﬁﬁ fort limitées de sucre de canne.

ErFroxt. Les Erzymes. J
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Les diastases du sue gastrique sont douées d'un pouvoir
intervertisseur heaucoup plus énergique. Cependant, malgré
cetle énergie. I'inversion du saccharose ne s'achéve pas en-
core dans lestomac. Une partie nolable du suecre de canne
absorbé pénctre dans la circulation sans avoir préalablement
subi Uacltion des diastases el ¢'est seulement dans Uintestin
aréle que la transformation devient complete.

On ne conslate pas la présence dans le sang de substances
aclives capables de transformer le saccharose.

Le suc injecté dans les veines on dans le tissu cellulaire
d'un animal, se retrouve ehiminé dans 'urine ; mais celle
chimimalion ne se ]u'mluit pas ]ﬂi‘h‘qllf‘ le suere esl in_im:l{' dans
la veine-porte. 1l traverse alors le [oie el subit, en passant par
cel organe. une action diastasique énergique gui U'intervertil
compléetement.

LLa sucrase est aussi tres répandue dans le régne végélal :
on la trouve dans les bourgeons, dans les fleurs ainsi que
dans les feuilles d'un tres gl‘:mll nombre de |1|;|||lc-:;. En outre,
de nombreuses moisissures, telles que Vaspergillus niger,
le mucor racemosus, le penicillum glawcun, le penicillum
Duclanxi, V'aspergillus orizae, les levures et tout une série
d"antres ferments. produisent aussi 'inversion du saccharose.

EEn régle générale, une cellule se nourrissant de sucre
doil néecessairement contenir une sucrase.

Cette régle a été {'{‘|1c-|l{|nnl. combattue par Hansen quf i
lait remarquer que la moisissure appelée monilia candida,
toul en se nourrissant de saccharose, ne sécrele s de su-
crase. Celle assertion a ¢é1¢ vielorieusement réfutée par E.
IYischer, qui, dans une étude plus approfondie de celle moi-
sissure. a constaté qu'elle contenait en réalilé une sucrase,
mais que l'enzyme était retenu dans les cellules et n'apparais-
sail que diflicilement au dehors.

Dans la littérature, la sucrase est désignée sous dillérents
noms : on lappelle ferment glueosique, eylozymase, zymase
el invertine.
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La découverte de cel enzyme est due a Dobereiner el &
Mitscherlich. Ces savants ont constalé les premiers que la
levure de biére intervertissait le saccharose. lls ont encore
remarqué que celle substance active peul élre extraile des
I{':\."l,ll‘{??-'u llq'_l_'[' 1111 l:'l.\'n'll'..':'f" |'1| I'l-'il“. I;U‘r”lf‘lﬂ[. I]-E'I.I"'ii.!'ll [E" I'.ll'{‘llli("l'
A 1soler la diastase & état solide en la |1|':'-{'i|:-il.'|nl_ de 'eau

des levures par I'alcool.

Mode de préparation. — Il existe dillérents modes de
préparation de la sucrase.

On peut facilement obtenir la substance aclive en meltlant
de la levure de biére en conlact avee de eau additionnée de
{{ll{?l{]ll{!‘ﬁ couttes de chloroforme; au bout dun certain
lemps, la substance active se dissont dans 'eau. On filtre
ensuile le liquide pour le séparer des cellules de levure qui
y sonl en suspension.

Il va de soi que la solution qu'on oblient ainsi est loin
d’étre composée unigquement de sucrase, la levare contenant,
outre la sucrase, d’autres malieéres extractives qui entrent en
solution en méme temps que celle—ci. Malgreé cela, U'infusion
est tres achive et peul trés bien servir a I'étude de la suerase.

l..-ll lll{i([:' Il{" i!]"{r"lflq"l.!'ﬂ[i““ I}il.ll';- ['E]Ii””]]f"] {Ilf' il l'[li‘::fllli"
consiste & extraire d'une cullure d’aspergillus niger sur
liquide Raulin. Toulelois I'extraction de la diastase de Pasper
gillus niger exige. pour donner des quanlités sullisantles
1l'[_~||:f,:u.'u|{*_ I'observalion de certaines condilions sans h*.-:{lrwllrs
les résultats ne seraient pas salislaisants.,

La meilleure facon de procéder a é1é ndiquée par Du-
clanx. 1l conseille de laisser une culture d'aspergillus niger
se développer sur une grande surface de liquide Raulin,
pendant environ qualre jours, et, au moment ot les moisis-
sures lormées ont pris une couleur verte ou brun clair, de
soutirer le ligquide el de le remplacer par de 'eau pure ou de
I'cau sucrée. Sur ce nouvean liguide on laisse croitre de nou
veau laspergillus pendant 2 ou 3 jours jusqu’d épuisement
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complet du milien nutritif. A ce moment, les enzymes séerétés
par les plantes entrent en solution, et il ne reste plus qu'a
filtrer le liquide pour le débarrasser des débris de moisissures
(qui peuvent s’y trouver en suspension. La solution de sucrase
préparée de cette facon est tres active et contient relativement
peu d'impurelés.

Pour {}ml]c‘rlmr le 1ic'|llil1:‘ de s'allérer Ilmuhml. la croissance
de la plante, on peut ladditionner de quelques goutles d’es
sence de moutarde qui, agissant comme anliseptique, préserve
le milieu de Uinvasion des ferments figurés sans nuire 4 la
diastase. Cependant, il est préférable de cultiver la moisissure
dans le liquide stérilisé, et d'ensemenser ce liquide avee une
culture pure d’aspergillus niger. Lorsque la plante s'est suffi-
samment développée sur le liquide Raulin, on remplace celte
solution par de I'ean distillée que 'on a eu soin de stériliser au
|1|'L".'l!.'l|1|{‘.

Pour oblenir la sucrase 4 I'état see, Ed. Denathe indique
le procédé suivant : on fait macérer pendant quelques temps
de la levare de biere dans de 'aleool absolu ; on décante en-
suite I'aleool, on filtre el on séche en exposant & air. On
oblient ainsi une masse cassante, que 'on pulvérise el que
I'on fait de nouveaun infuser dans de 'eau distillée. On filtre
celle infusion pour retenir les cellules de levare qui s’y trou-
vent. 'f_:(*p{':n(_{.:u]L comme les cellules passent facilement au
travers du filtre, 1l faul encore s’assurer par un examen mi-
croscopique guelles ont toutes disparn du liquide. Dans le cas
contraire, il faul filtrer & plusieurs reprises sur double filtre.
Lorsque le liquide est exempt de cellules, on ladditionne
d’éther et on agite. On voit alors apparaitre une substance
visqueuse qui reste en suspension dans la partie superieure
du liquide et qu’on sépare du reste de I'infusion. Cette sub-
stance est ensuite traitée par de Ueau distillée el versée goulte
A goulte dans de I'alcool absolu, ot il se produit un précipité
pulvérulent. Ce précipité, séparé du liquide, est lavé & Ialeool
et séché dans le vide.
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Ce procédé permel d'oblenir une poudre blanche, gonflant
dans 'can el s’y dissolvant wees didlicilement. Elle se con
Serve |Jl'mliml s |un,;.tl(r|||p:-'~ el ]:ln:-'u:-'t"th' un gl'ellui |}:JI1\lril'
di;]r:lmai(iu{*, [ls =emble hors de doule, l'l‘ili"lll].‘llll, iill'uln* e
table |mrli:~ de la substance aclive doit se coaguler par le
fait des traitements & alcool et & I'éther el, par conséquent.
devenir mactive.

La marche de 'inversion du saccharose par la sucrase d¢
pﬂml de la (“lumilé de substance aclive mise en cuvre, ains
(ue des conditions |:l1}:=1t||u:.-1 el t‘lﬂliiilillf'ﬁ du miheu dans
lequel s’opere la transformation. L'étude des conditions spé
clales qui favorisent ou retardent laction diastasique esl
d’aulant |}|||:-; inléressante qll'(*“:* fournit des données ris
précieuses, aussi bien an point de vue théorique ¢u’au point
de vue pratique. Nous accorderons donc a cette question toul
le développement 1|11'v||v merile.

Nous éludierons d'abord influence qu’exercent sur la
vitesse de inversion la quantité de sucrase et la tempéra
ture & laquelle on opére. Nous déterminerons ensuite le role
du temps dans inversion, ainst que Uinfluence de Facidité
et de Palecalimité du milien. Nous verrons enfin, comment la
lumiere, l'oxygene el un cerlain nombre dautres sub-
skances L.‘lt'ilnil]m'-:-:. influent sur la vitesse de la transforma

lion.

Influence de la quantité et du temps. — Lorsqu’on
fait agir la sucrase sur une solution de saccharose, les résul
lats ¢u’on obtient sont forl diflérents suivant la quantité de
H“]!ﬁ!ﬂ”l'!‘! il{".li\l" {'IIIITIHI\ Er"l‘..

Si lon se place dans des conditions délerminées on peul
conslaler un rapport presque constanl entre la quantité de
sucrase employée et la quantité de sucre interverti. Cetle

" proportion est, jusqu'i un certain point, indépendante de la
richesse en suere du liquide dans lequel travaille la diastase.

Si, par exemple, on fail agir 1 el 2 cenlimetres cubes de
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sucrase pendant le méme temps et a la méme température,
sur des quanlilés égales de saccharose, on conslale qu’avec
2 cenlimetres cubes de sucrase on obtient deux fois plus de
sucre interverti gqu'avec 1 centimetre cube de subslance
aclive.

Toutefois, il faut remarquer que cetle proportionnalité entre
la quantité de substance agissante et la quantité du produit
formé n'est pas toujours constante. M. Duclaux a observé que
la loi de proportionnalité ne se vérifie que si 'on emploie la
sucrase i Ilres faible dose, et (ue s1 I'on arréte Uinversion A
son début. La proportionnalilé subsiste jusqu’au moment ot
10 4 20 pour 100 du sucre est interverti, apres quoi elle
COSSC.

Lorsqu’on étudie U'mfluence du temps sur laction de
la sucrase, on constale des phénoménes absolument ana
logues.

L'invertine est un enzyme excessivement énergique.
”‘ii}ll'{!‘ﬁ M. Duclaux, 1 gramme de subslance aclive [rans-
forme jusqu’a fooo fois son poids de sucre. Cependant,
tout en étant trés énergique, laction de cette diastase esl
relativement lenle.

En abandonnant a la température de 50° une solution de
10 pour 100 de saccharose avee 1 centimelre cube de su-
crase nous avons obtenu les résullats suivants :

Aprés 1 heure. . . . 0, 20 de sucre interverli.
— 7 heagres.. . . 0,01 —
— 3 — . . . o,bo —
— =W 0, 80 - -
— 3 == . . . 0,97 —

Cette expérience permet de constater la grande lenteur
avec laquelle se produit I'inversion. Remarquons, en oulre,
que la quantité de sucre interverti augmente proportionnel--
lement a la durée de action.

Ainsi, apreés 2 heures, nous rouvons & peu prés deux fois
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plus de snere interverli quapres une henrve el, apres 5 heures,
presque cing fois plus.

Mais & partir de ce moment la proportionnalilé cesse d'exis-
ler. Si nous continuons, en eflet, & suivre action de la snerase
dans I'essai précédent, nous oblenons :

.-‘I.I!r;'s 10 heuares. . . 1y 73 de sucre interverti.

— 20 9 — . . . .12 —

S1 la transformation s'éltail conlinuce avee la méme vilesse
iill'.-m commencement de action. on aurait oblenu :

Apris 10 heures. . . 2,00 de sucre interverli.

T S f .00 -

l.e ralentissement que nous constatons commence au mo-
menl ot environ 20 pour 100 du suere a éé transformé e,
au fur el & mesure que 'inversion se [11!”[‘511”. le ralentisse-
ment continue a s accenluer.

La marche irrégulicre que nous observons dans 'action
de la sucrase a fait le sujet de différentes études et occupe
beaucoup de savants. Elle a donné naissance & diverses hypo-
théses que nous examinerons dans la suite de cetle étude.
Contenlons-nous maintenant d’enregistrer le fait el passons

a l'action de la température,

Influence de la température. — La température joue,
dans 'inversion du saccharose, un rdle tres impnrl:m[. el
exerce une influence considérable sar le degré d’activite de
la sucrase.

A o° l'inverline n'exerce quune action (res faible, f{ll[
s'accroil considérablement avee la t('llllH"T'{ltlll'ﬂ+ Cel accroisse-
menl se pr{nduil. avee une cerlame lenlear entre 5° el 30°.
Au contraire, au dela de cette température, de 30" & 50°,
I"activité diastasique augmente dune facon tres rapide.

En laissant agiv pendant une heure 'invertine des levures
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sur une solulion de sucre & 20 pour 100. nous avons ohtenu..
avec la méme []u:mtilﬁ de sucrase. a des temperatures diflé-

rentes. les chiffres suivanls :

TEMEERATURE SUCKE INTERVERTI
DEGRES CEXTIGRADES FORAE

0 0

a0 £, 00
1 0,11
o .18
o L 0L a0
a0 0.4
R 1,05
i .2
o 2,1

La température & laguelle I'inversion marche avee la plus
grande rapidilé serail, d'apres Kjeldahl, 592°.5: an dela, la
diastase commencerail i s allérer de plus en plus.

Quand on cherche & déterminer la température de des-
truction de la suerase, il importe de se placer dans des con-
ditions absolument invariables, parce que la concentration
du ligquide, acidité. ainst que les autres particularités du
milien, ont une influence considérable sur activité de la
diastase.

La sucrase des levures, fortement diluée. peut étre main-
tenue pendant une heure a 52°, sans perdre de son pouvoir
inversil : an contraire. des solutions |}|m-e. concentrees de su-
crase s allaiblissent trés sensiblement lorsgu on les maintient,
méme pendant peu de temps, & cetle lempérature.

Lorsqu'on place pendant une heure des levures dans de
Iean & 6G5°, la diastase de ces levures se détruit complétement ;
tandis qu'i cette méme température une partie de la substance
aclive resle inaltérée, lorsqu’on opére avec une solulion fres
diluée de suerase.

La cause de cetle diflérence de rvésislance lient & ce que



SUCRASE -3

dans la substance extractive des levares se lrouvenl. en |}|u.-a
de la suerase, d'aulres corps gui influent défavorablement
sur la diastase, el & ce que Paction relardatrice de ces suly
stances diminue évidemment avee le degré de dilution de
la solution.

La présence de suere dans le liquide contenant de la suerase
augmente sensiblement la force de vésistance de Penzyme &
la chaleur.

En somme. les variations qu'on observe enlre la tempé-
ralure uptim:l el la ti.'rI|||1:r1rle|||'v de destruction, sonl assex
nolables. La tempéralure optima se ronve, d'apres diflférents
auteurs, entre 50" et 56" el la température de destruetion,
entre 65 et 70 Mais Pactivité de la sucrase est déja consi-
dérablement affaiblie dans le voisinage de la température de
destruction.

Sucrases d’origines différentes. — Wjeldahl a observé

(ue la sucrase extraile des levares basses pu:é:-'-;.‘[h‘ nne ![‘IIII)!"

rature optima différente de celle de la substance active des
levures hautes. Pour ces derniéres il a conslalé que la tempéra-
lare optima est de 3°.5 plus élevée que celle des levures basses.

Il n’y a pas que la température optima qui varie avec
l'origine de la sucrase : la plupart des propriétés de 'enzyme
dépendent de cette origine ainsi que du mode de préparation.

Ainsi la sucease extraite des levures peut élre filtrée par le
liltre Chamberland. tandis que la substance active de as-
pergillus niger est complétement retenue par le filtre.

Dans la levure de bicére, la suerase se lrouve a I'élal non
combiné et peut facilement élre extraile par eau; dans la
manilia candida, au contraire, 'inverline est retenue dans
les cellules on elle se trouve comibinée & d'anlres substances
qui la rendent insoluble.

Les sucrases provenant de levures diflérentes peuvent encore
différer par leur plus on moins grande sensibililé vis-a-vis
des réactifs chimiques. Fernbach a conslaté, par exemple,
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gque enzyme de la leyure de Tantonyville est Ho fois plus
sensible que la sucrase extraite des autres especes qu'il lui a
éle donné détadier.

Ces différences de propriclés, conslalées pour la suerase,
ne lui sont pas particuliéres. Nous rencontrerons des fails ana-
logues quand nous éludierons la pepsine, ainsi que beaucoup
Jd’autres ferments solubles.

On peut expliquer ces différences par la présence de sub-
stances étrangéres diverses, avant la propriéte d’abaisser la
h.‘||||}:"t'.'1t|||'{* npiilll;l el la ti:'||||:-l"rnlul'[3 de  destruction, de
changer la solubilité des enzymes, et d’influer sur lear sen-
sibilité vis-h-vis des agents physiques et chimiques.

Cette exphication revient & admettre que Fenzyme a, par
lui-méme, des propriétés constantes, el que si deux sucrases,
par exemple, offrent des caractéres différents el se com-
portent de facons différentes, il en faut unigquement chercher
la cause dans les conditions du milien: dans la présence de
substances douées d'un pouvoir accélérateur ou retardateur.

Mais celte maniere de voir est loin d'étre admmse par
tous les auleurs. La différence qui existe entre les propriélés
de deux enzymes de méme nature, mais de provenances
différentes, a été parfois interprétée toul autrement. On peul
admeltre, par exemple, que le milieu dans lequel 'enzyme esl
secrélé influe non seulement sur le mode d’action mais encore
sur la substance méme de la diastase.

Dans cette hypothese, la différence conslatée entre les modes
d’action des divers enzymes doil élre envisagée comme re
sultant d'une suite de changements dans la composilion ou
dans la structure chimiques de la diastase el l'on se trouve
simplement en présence de modifications diverses d un méme
enzyme.

\{IIIH VIINO= Ell-" {Iil'{"' [!”{* iEl SHCrase {.I'.-‘!:' ].I"'ullll'ﬂ‘::. Ilﬂlll(?ﬁ- ]:'II'H—
duit son maximum d’effet & une lempérature supérieure a la
température optima des levures basses. Celte diflérence peul
¢tre attribuée & un phénomeéne d’adaptation de la levare au
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milien dans lequel elle travaille, adaptation avant pour consé
quence la formation de diastases différentes aux différentes
lempeéralures.

Cette {l{hlp[;l’[inn an milieu se manifeste encore |:]1J:-i clai
rement lorsqu’on étudie Faction dua sue gastrique. La pep
sine des animaux & sang chaud n’agit pas a4 o® el son ma
xvimum o eflet se |}rm|||il A bo°, tandis que le sue ;.;al:-;lriqm-
des animaux a sang frond !muhiil une action manifeste i o"
el possiéde une température optima de fo°.

On connait tout une série de fails analogues au pré
cédent qui peuvent justifier 'hypothese de adaptation des
diastases an milieu.

Mais I'existence de différentes variélés d'un meéme enzyme
est fort difficile & démontrer rigoureusement, car on se trouve
Tulijnlll‘s en ]u_'r‘ﬁ:wm'{r e |||{:'|:|n;:{':-a d'enzymes el de subslances
clrangeres plus ou moins bien déterminées. Cependant nous
sommes plus portés & ne pas admettre existence de différentes
variétés d'un méme enzyme, parce que les variations des
propriétés d'un méme enzyme sont généralement peu pronon-
cées el susceptibles d'élre reproduites artificiellement en
partant d'une diastase déterminée et en changeant simplement
les conditions du milieun. Nous croyons |1|ll:-‘-]ng‘i{|llr d’admettre.
jusqu’l preuve du contraire, que les variations observées avec
des enZYIes de provenances différentes sont dues i la |31‘£"
sence de substances élrangeéres,

Nous aurons d ailleurs 11|11.~=il~11r'.~: fois 'oceasion, en élu-
diant individuellement chaque enzyme, de revenir sur cetle
(uestion.

Role de 'acidité et de I'alcalinité du milieu. —
Lacidité et Palealinité du milien influent considérablement
sur la sucrase. Kjeldahl a démontré qu'une faible acidité es
favorable & son action, landis que de fortes doses d’acide on
d'alcali diminuent son pouvoir diastasigque.

Dans un travail trés complet, Fernbach a étudié la sucrase
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de Paspergillus niger et a examiné avee heaucoup de soins
I'influence du milieu. Son élude a fourni sur la question de
précieuses indicalions que nous allons résumer.

Fernbach a constaté que la solution de sucrase extraile de
Paspergillus niger posséde toujours une réaction acide due
a l'acide oxalique ¢laboré, en quantilé plus ou moins grande,
par la moisissure. Celle réaction acide est, a la vénlé, trés
faible ; cependant la solution diastasique peut étre additionnée
de soude diluée. & un degré encore trés appréciable, avant
|:-|||1l1“l1 I]Il"l.l‘l!':!':["' Ii‘, i!:l]]il‘l' I'._I{‘.' E“lll'"f"l‘*'”l.

La sucrase se montre encore trés sensible & Taction de
gquantités d’aleali assez faibles pour ne plus étre décélées par
le Emlli{*r de tournesol el les aulres mdicatenrs de Palealinilé.
IF'ernbach a fail, pour démontrer cefte sensibilité aux acides
el aux alealis du milien, Pexpérience suivanle :

Il verse, dans 8 tubes & essa1, 2 centiméetres cubes dune
infusion de sucrase, ajoule dans chacun d'eux des doses
croissanles  d'une solution de soude an 1/1Do00f, puis
amene, dans chaque tube, le volume du liguide & 10 centi-
meétres cubes par addition d'eau suerée. Au bout d'une
heure d’action & 56°, il délermine la quantilé de sucre
intervertt formé dans chacun des tubes et obtient les résul

fals suvanls ;

KUMEROS DUANTITE DE SOUDE SUCKE INTERVERTI
DES TUBES AJOUTEE FORME
I e domer
a 0,3 ol
3 1 10
4 I,5 £
5 a 12
i 9,0 7
7 3 3
fu 3.4 i

Le liguide accuse dans les tubes 1, 2. 3. 4, une réaction
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acide; depuis le tabe 4 jusqu’an tube 7 la solution est
neutre; elle devient faiblement alealine dans les tubes 7
el 3.

On remarguera dans ce tablean que le sucre interverti
formeé diminue an fur el & mesure (que la1 rlmtrllitﬁ de soude
augmenie dans la solution. ].m'ﬁ{[u'un r1';1l'|r1||ln pas de soude
on obtient 35 milligrammes de suere interverti, tandis (que
la simple addition de 1,5 ecentimétres cubes de soude au
1/1d000°, quanlité i peine sullisante pour neutraliser la
solution, fait tomber la (quantité de sucre inlerverti & 17
milligrammes. Cette diminution d’environ 5o pour roo est
produite ici par Faction d'une dose de sonde équivalente & en—
viron 1 gramme par hectolitre.

Cette sensibilitée extréme de la diastase & alealinité et A
acidité dua milien nous permet de découvrir une des causes
de la non-proportionnalité entre la quantité de substance
aclive employce dans une inversion, et la quantité de sucre
imlerverh fill.l en resualte.

En eflet, ]{u'.-af_{u{? la sucrase est neutre el emplovée & faible
dose, la quantité de maliere transformée est, nous 'avons
vu, proportionnelle & la gquantité de substance active mise en
auvre, mais cetle proportionnalité cesse d’exister lorsque les
essals sont eflfectués avec une solution de sucrase acide on
faiblementalcaline. 1 est évident gqu’en t‘*:np]u}'élnl des r|llﬂ|‘|litﬁ.~;
croissantes de sucrase, on miroduit en méme lemps des (uan-
tités croissantes d'acide ou d’aleals, tllli influent de plu:-; en
plus énergiquement sur la marche de Uinversion et font
cesser la proportionnalité.

M. Fernbach a déterminé, dans son ouvrage, la dose A
laquelle les différents acides donnent & la diaslase son acti-
vilé maxima. Pour cela, 1l a neutralisé tout d’abord, aussi
exaclement que possible, un ligquide & sucrase et I'a acidifié
ensuite & lawde de doses croissantes de différents acides. 11
a obtenu ainsi les résullats in:li{luc"ﬁ dans le tableau suivant:
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[
DOSE FAVORABLE DOSE NUISIBLE
NOMS DES ACIDES (Nombre de grammes| (Nombre de grammes
par lilre) par lditre)

Acide sulfurique.. . .} 0,025 0,2

— ftartrique. . . - I 2

— oxalique, . . . o, ol 0,1

— succinigque ., . . 9 i

— lactique. . . . 5 L0

— acélique. . . . 10 90

On voit que la dose favorable dépend de la natlure de
I'acide employé.

Lactivité de I'enzyme augmente en présence de quantités
minimes d’acide jusqu’an moment ou la dose maxima est
atteinte ; mais, une fois que celle-ci est dépassée, la présence
de 'acide devient nuisible 4 Paclion (lii]r&[i]ﬁ]{llll} {IllE s allaiblit
sensiblement.

La dose d’acide oxaligue produisant le maximum d’effet
sur la marche de l'inversion ne posséde pas, par elle-méme,
de pouvoir mversif & 56°; mais les autres acides interver-
Lissent déja, par leur action propre, une cerlaime tln:ml]tl': de
sucre. Le sucre interverti formé en présence dacides résulte
done des actions combinées, de lacide el de la diastase.

Il résulte de la gu'en employant différents acides, chacun
a sa dose maxima propre, on obliendra forcément avee
une meéme gquantité de sucrase des quantités différentes de
sucre interverti. Cette différence est due & 'action de 'acide
seul el non i celle de la suerase, car celte derniere est toujours
influencée au meéme degré par les différents acides.

Fernbach a fait une série d’essais comparatifs pour étudier
les actions combinées de lacide et de la sucrase. 1l a pra-
tigué, sur diverses solutions suerées, deux essais A et B, pour
chaque acide. Dans I'essat A 1l a fait agir la dose maxima de
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I'acide, additionnée d'une cerlaine gquantité de sucrase; dans
I'essai B, il a fait agir acide seul. En déterminant ensuite la
quantité de sucre interverti formé dans chaque essai, il a pu.
par soustraction, déterminer la r|||;1||li|{'- de =uere interverh
(qui_pouvail élre altribuée & Paction spéciale de la diastase.

Ces essais, praliqués avee diflérents acides, lui ont donné
les résulials suvants :

- - | i
: | SUCIKE | SUCRE DIFFERENCE
DOSES D ACIDE | INTERVERTL | o
| INTERYVE
PAR LITRE ]!-'I-l' acide | B D |SUCHE INTERYERTI

par l'acide

et la diaslase par la diastase

Acide sulfurique. 0,03 | 31,3 : £, J0, 0
— oxalique. . o, ol do - 0 30
— tarlrique. . 1 (1 | 8,6 | 31,4
— succinigue. 2 3.2 ! 3,5 30,5
— lactique. 3 B ' 12,2 T
— acétique. . 10 37 .0 72 30,7

On voit que les chifives de la derniére colonne, qui dési
gnent les résullats de l'action diastasique proprement dite.
sont identiques pour tous les acides, les pelites différences
que 'on observe pouvant étre attribuées a des erreurs de
dosage.

Celle {'\|:uc'-|'i{‘m':* démontre done le fail (ue nous avons
cnonce |J]1i.~'- haul, & savoir que la diastase esl loujours in
fluencée au méme degré par les différents acides.

Cependant les données fournies par Fernbach sur I'in
fluence du milien sappliguent exclusivement & la suerase
secrelee par laspergillus niger cultive sur liquide Raulin. 11
est probable que la méme moisissure, cullivée sur d’aulres
milieux, fournirail des ligquides & suerase n’accusanl pas la
meéme sensibililé aux réactifs.

En outre. la détermination des doses dacide. lmrul}'snm
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ou lavorisant Iaction diastasique, a toujours été faite par lui
A la température de 56°; il est done présumable que les chiflres
qu'il a trouves ne sonl vrais que pour celle température.

En réalité, & 30° et & Ao les quantités d'acide qui cor-
respondent au maximum d'effet sont tout & fat différentes
des doses nécessaires a la température de 56°. A ces fem-
|u'~r.-1t|||'{=.~¢. les doses d'acide doivent étre lIllIHiplit"i‘s par 5
pour pa‘mlulr:* le méme ellel i;lﬁl Ha".

Dapres 0. Sullivan el Thompson. la dose maxima
d’acide dépend encore de la quantité d'inverline employée.,
car ils onl constaté qu'en angmentant la quantité de sucrase,
on dott aussi emplover des doses croissantes d’acide.

EEn somme. les influences que peuvent avoir les réactions
du milien sur la marche de U'inversion ont un caracltére trés
complexe.

La sucrase relirée des levares offre une résistance & ac-
tion des acides toute différente de la résistance que présente
Pinvertine de Iaspergillus niger.

La dissolution de sucrase gue 'on obtienl en faisant ma-
cérer la levure dans I'eau froide est géncéralement plus sensible
aux diverses réactions du milien r{i'w la solution diastasique
extraite de Paspergillus niger. La sensibilité de la suerase des
levures varie, en oulre, avee la nature de la levare employeée,
'l"‘ll, i!'l'llll' e I'Ili*‘lnﬁ !{""il]f"f\'.. ANCE Ii." IIIHE]“ ifI{TII ”lill'iI‘[Hﬂ Ellll'ill{,"l
elle a été soumise.

Fernbach a détermind la dose d’acide riui se montre la
plus favorable & Iaction de la sucrase dans 3 especes de
levures (u:i:' le tableau ik HI).

On voit, par |1in.~a|:t'{‘flhm de ce tableau, (que la dose maxima
('acide est de 0,2 centimétres cubes pour la levure de
champagne, de 0,00 centimétres cubes pour le saccharomyces
Pastorianus et la leyure de Pale ale, tandis que la suerase
extraite de 'aspergillus niger ne donne un effet maximum
qu'en présence de quantités dacide beaucoup plus grandes.



SLUGRASE B

sl e : =
: = LEVURE SACCHAROMYCES LEVURE
D'ACIDE ACETIQUE I
II:“. Iitl'E DE CIHAMPAGNE | FASTORIANUS DE PALE ALE
1
i
0 a8, 0 20), 7 ' 3,0 .
0,02 ' 38,7 | S .0) ‘ ig.8 '
0,03 03,9 | 32,4 ! 29,3
0,1 =l .3 32,4 ‘ ST .
0,2 70,4 32.,0) ! a8,3 |
o r". IF | 1
0.0 8,4 . 33 20, 4
1 =D : 31,9 _ 28,
2 il G 1 20.0 | 270
a 3 ' n »
1) o g n 0
| |
&2 I

L'influence considérable gu’exerce la teneur en alcali du
milien sur la marche de la transformation a conduit & sup
poser que l'action accélératrice de acide provient d'une mo
dification apportée & la nature de lenzyme par action de
cel agent chimicue.

Mais cette transformation dans la nature de la diastase est
fort diflicile a prouver, et semble étre, en toul cas, pen pro
fonde.

La dose d’alcali paralysant franchement I'inversion ne
provogue pas, en réalité, de changement appréciable dans
la substance active. La diminution d’activité est due aux
conditions anormales du milieu, rendu réfractaire i I'action
des enzymes par Paddition d’aleali. Mais la substance aclive
reste évidemment maltérée. puisqu’il suflit de neutraliser de
nouveau le liquide. pour que le travail diastasique reprenne
avec toule 'énergie mitiale.

(Uest seulement en anzmentant la dose d’aleali dans de
trés fortes proportions gqu’on détruil la diastase, toul comme
on arrive a détraire les matiéres albuminoides avee les mémes
doses des mémes agenls.

Errroxt. Les ]':n'.:::ruw.s. (i
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Action de 'oxygéne et de la Iumiére. — M. Duclaux
a. le premier, conslalé que Fair exercait une aclion lrés appreé-
ciable sur la sucrase. Il a observé qu'une solution de sucrase
dans de Pean ordinaire changeait de coulenr an contact de
I'air et devenait maclive a la suite de P'oxydation.

Cette oxydation de la sucrase est influencée & un trés haul
degré par la présence ou l'absence de la lumiére, ainsi que
par Facidité ou Talealinité du milien.

A\ I'abri de la lumiére et dans un milien faiblement alealin,
I"altération par 'oxygene de I'air se produit (rés rapidement :
elle est moins prononcée dans un milieu neulre el se mani-
feste lentement en présence dun acide. En exposant une
solution de suerase & Paction de air & 55°, on détruit.
et 48 heures environ, Do pour 100 de substance active; a la
température de 50" oxydation est plus rapide et on arrive
au méme degré d'altération aprés 4 ou 5 henres d'action de
'oxygene sur la diastase.

La lumiére seule. en I'absence d’oxygene, esl sans action
sur la sucrase. Fernbach I'a montré en exposant i la lumiére
solaire des tubes contenant de la suerase et dans lesquels il
avait fait le vide. La sucrase esl restée imaltérée pendant
plusieurs mois.

Nous venons de voir que dans lobscurité les acides
conféraient & la diastase une résistance considérable A
I'action de l'air. Lorsque la sucrase n'est pas & labri de
la lumiere. 1l cesse d'en élre amsit el ce sont les alcalis
qui deviennent capables de protéger Penzyme contre I'oxy
dation.

IZn laissant au contact de air et de la lumiere deux solu-
tions de sucrase, I'une faiblement acide. et 'aulre faiblement
alealine. on trouve que le liquide acide subit une altération
lres l'ﬂ['li_l_](?, tandis que la solution alealine se conserve l}]ll:-;
longtemps. Ce fait a été observé par Fernbach qui, en expo-
sant & laction de l'air et des rayons solaires, pendant
A8 heures, 3 solutions sucrces différenmment acidifices, a
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trouvé qu'elles possédaient au bout de ce temps les pouvoirs
diastasiques suivants :

Liquide faiblement acide.. . . . . . . 3,7

i
LI N b g e R S R S B G, b
faithlemenl alcalin. . . . . . . i

L'inlluence favorable ou défavorable de acidité et de al-
calinité du milieu sur oxydation de la sucrase a éié fort
bien mise en évidence par I'expérience suivanle :

o solutions de sucrase accusant un pouvoir diaslasigque
de 18, les unes acides, les aulres alcalinisées d diflérents degrés,
furent soumises, dans lobscurité, & action de air, & la
température de 35" pendant 48 heures.

L'analyse des pouvoirs diastasiques a la fin de Fexpérience
donna les résultats smivants :

NUMEROS QUANTITE. D' ACIDE POUVOLT
BES ESS5AL5 EN MILTLICGXNIEMES DIASTASI P UE
I (B L&

g 270 I3
3 Neuatre, 17
4 73 soude. 1.6
1) 150 soude. _ 10,0

On voit nettement, sur ce tableau, l'action préservatrice
¢qu'exercent les acides en méme temps que U'influence nuisible
des alealis.

L’étude des effets de la lumiére et de Noxygeéne sur I'in
version du saccharose. nous conduit & une conclusion |1mli-
(que relative i la conservalion de la diastase.

Pour conserver une solution de sucrase, il fandra, avant
loul, éviter 1'11.\}'{.luliur1 el par l‘:ms{?rillnnl le contact de 'air.
A cet effet, on fera le vide dans le flacon incomplétement
remipli, ou bien on recouvrira la solution diastasique d'une
couche d’huile. Jai pu constater dans mes essais quune
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solution d'inverline préparée de cetle facon possédail encore
loute son énergie apres 3 mois de conservalion.

Action des substances chimiques. La sucrase est
trés sensible aux différents réactifs chimiques. M. Duclanx a
completement élucidé celte question et donné des chiffres (ul.
sans élre absolus, sont pourtant suflisamment approchés.

Le chlorure de calcium paralyse d'une fagon trés énergi
que l'action de la sucrase, el son influence retardatrice aug-
menle avee la dose.

Les chlorures de sodium et de potassinm, apres avoir pro-
duit un effet favorable lorsquiils sont & doses faibles, telles
que 0.4 pour 100, deviennent, lorsque la quantité employée
angmente, des paralysants de Paction diastasique.

Le chlorhydrate d’ammonium, d'aprés  Nasse,  agirail
trés favorablement a la dose de 10 pour 100 et ne produirait
pas de retard & dose faible.

[ action des sels alcalins et des bases est, d’apres M. Du-
claux, retardatrice el destructive aux doses suivanles :

l;!I'L'.-'L.'i'l'I'l'I'-". AU DOk
SELS i e =
oo o Gl TR Y B (BT i s | o, | o800,
| | | |
Arséniate de soude. . . . { R | Tl
Borate de soude. . . . . 1,4 2,D 2,6 | = 0,9
Salicylate de soude . . . » [ a0 = »
| |

Le salicylate de sodium & la dose de o.2 pour 1oo parail
¢lre sans effet ; en présence d'une dose de 0.4 pour 100 de
ce sel, la force diastasique est diminuée, car il faut employer
1,3 de diastase an lieu de 1, pour oblenir le méme eflet.
Le borate et I'arséniate de soude produisent un ralentissement
tres sensible de 'hydratation. En présence de o,1 pour 100
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darséniate de sodinm la diastase se montre 4§ fois moins
active qu’en Pabsence de cel agent.

Les antisepliques agissent trés différemment sur le pouvoir
diastasique de la sucrase.

Le chloroforme, U'éther. 'essence de Wintergreen, em-
|11{'|I1..'l":-; en grand exces, diminuent d’environ 1 /10 activité
de la sucrase.

Lies substances ll'n;iiiu{":-a onl aussit une action retardatrice,
ainsi que le montre le tableau smvant dressé par M. Duclaux:

Q['.-'L:"'i']'l'l'l:'. POUR 10D
sELS | ; l 1
.01 ||-.I-II 1."_.“2 “I-'I,, 0,0 fl -ul_."I ﬂ, 1 r|l-'"‘ 0,9 |||..|'l-ll
=il | |
|
Bichlorure de mercure. . . - S| [ g i,00 | 1,20 | 1,40
Mitrate d'argent: . . . .| 1,36 | 1,30 [,25 | 0,70
| Cyanure de polassinm. . . » | 16,30 | 44 | G2
| | '

Le bichlorure de mercure a done une influence retarda
trice tres faible: en présence de o1 pour 1oo la diastase
est tres peu affaiblie. Le evanure de |1uius::imn est un para-
Iysant (rés énergique; en présence de o,02 pour 100 le
pouvoir ferment devient 16 fois moindre. Le nitrate d’argenl
retarde d’abord, puis aceélere la transformation, grice, d’apres
M. Duclaux. 4 'acidité qu’il produit dans la solution sucrée.

Enfin Ialcool & 1o pour 100 produit un relard exprimé
par le chiffre : 1,3, L'essence d’ail el d'aulres essences ne
produisent sur la marche de 'inversion que des effets pres-
que inappréciables.

Formation de sucrase dans les cellules vivantes. —
Nous avons vu plus haut que toutes les cellules qui se nourris-
sent de sucre de canne séerétent de la sucrase. Nous allons
maintenant déterminer quelles sont les conditions les plus favo-
rables & la séerétion de I'invertine par les cellules vivantes.



&1 LES ENZYMES

Dans les cellules de levare de biére. eultivées dans un moedil
nutritif contenant du saccharose, on voil apparaitre de la su
crase. Pour expliquer ce phénomene on peut admettre que
les cellules se trouvant en présence de substances non assimi-
lables, produisent une sécrétion capable de transformer ces
substances en matieres assimilables. Mais en étudiant le phé-
nomene de plus prés, on constate que la séerétion de sucrase
n est pas |J}'['~i"i:~'ﬁmrnt |}l'nx'ur_[u{’-{? par le mode de nutrition
de la cellule; qu’elle semble étre plutdt intimement liée & la
nature de 'organisme et qu'elle se produit indépendamment
des besoins réels de la cellule.

Si, par exemple. on remplace dans le moit nutritif le
sucre de canne par un hydrate de carbone directement assi-
milable, on voit, malgré ce changement, la séerétion de
sucrase se continuer. Dans ce cas. cependant, la nulrition
de la levare ne nécessite nullement la présence de cet enzyme.

Si la nature du sucre ne possede aucune influence sur la
sécrétion de la suerase, on n’en doil pas conclure que, d'une
facon genérale, la sécrétion de la diastase est indépendante
du mode de nutrition de la cellule. L'expérience a montré,
au contraire, que la séerétion diastasique est divectement lice
au mode dalimentation, tout en éltant indépendante de 'hy-
drate de carbone employé. Les levures cullivées dans un
moiil de biere séerelent des quantilés bien plus considérables
d'invertine que les levares cullivées en solution simplement
sucrée ; la séerétion de la sucrase est favorisée, dans ce cas,
par les matieres azolées du mall. L'expérience a démontré
par exemple que addition de peptones angmente la quan-
iite de suerase dans le milien de enlture.

Les substances les plus favorables & la culture de la levare
ne sont pas toujours celles qui favorisent le plus la forma
lion de la sucrase,

(Test ainsi que les phosphates, par exemple, qui influent
trés favorablement sur la levure, sont au contraire nuisibles
a la formation de la sucrase.
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Les matieéres azolées ne sonl done pas les seules ayant une
mfluence sur la séerétion de la sucrase. Mallieurensement,
on connait fort peu les conditions qui favorisent la formaiic n
de la diastase. conditions dignes cependant d'une élude
approlondie, car elles sont de nature & nous fournir des ren-
seignements (rés inléressants au point de vue théorigue.

Si les données nous manguent sur les conditions favorables
a la formation de 'invertine, nous sommes beaucoup mieux
renseignés sur le maode de diffusion de la sucrase au travers
des cellules.

Pour étudier le mode de formation de la suerase dans
Faspergillus niger. Fernbach a procédé de la maniére sui-
vanle : il a ensemenceé un certain nombre de cuvettes renfer-
mant des volumes égaux de liquide Raulin, avee un nombre
détermine de spores provenanl toules de la méme culture
d'asll{-rgiﬂu::_ [l scoumil ensuite le |i{|uidﬁ ensemence aune
lempérature constante de 55°.

Il détermina chague jour dans un des essais le poids des
plantes produites. le suere restant. lacidité, ainsi que la
dose de sucrase lournie.

Chague cuvelle renfermait foo centimelres cubes de liguide
Raulin, 17276 de saccharose, et 0*",72 d’acide tartrigue libre.

Les résullats qu'il a obtenus sont consignés dans le tableau

suivant :

1
i i
4 =) @ el i = = ¥
- = = = o =] = F o :: =
= - - - = = 9 3 n=
- - - = = -5 fn 1 =
T e - o = a3 = = = =
ol T o = e = - = e
ol = = = w e = e et
o= o M = ) (T = A~ = =
b = - - L & (i
= &
1 1
| 5 a P 4| ]
| Apriszjours| 4.4 &, 3 hog | 1,16 o | 3,105 0.110]
| : : E ' | 5 .
| i o.a | jj_.]. 12 .8 :r,?’l | S i . 200 0, 171
| i |
" wl ¥ = iy -
| 4 (] | o 17.0 | 0,050 b7 =833 o.191
| — h — a | o » 0,088, 104 EE.H';{:| 0, 200
1
| | e = = |
J — 8 — 0 | 0 » iraces | 285 | 5,580 0,108
| .
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En suivant sur ce tableau les chiffres placés souns la ru-
brique sucrase. on voit quau début du développement de
la jeune plante, alors qu'elle dispose de grandes quantilés
de sucre, la sucrase n’apparait pas dans le Liguide de culture
el que 'on ne peul constaler son .-1|}pnritiml f,lll.‘rll,l momend
ol, le milieu étant privé de sucre, 'inversion ne se produil
irlll:ﬂ.

Ce fait présente un grand intérét; il nous montre que
inversion ne se produit pas dans Ie liquide qui entoure la
moisissure. La présence dans le liquide de 8,3 grammes de
sucre interverti au bout de deux jours, tend & confirmer que
la transformation se fait & Uintévieur de la eellule.

S1 nous acceptons cetle hypothése, nous devons en méme
lemps admetire que la sucrase existe dans la cellule depuis le
deébut et que la diffusion constatée se produil par suile d'une
modification du contenu cellulaire.

En réalité, Fernbach en recherchant la  suerase dans la
plante a conslaté que la quantité maxima de diaslase séerélée
parles cellules apparait dés le début de son développement el
que le moment de son apparition & Pextérieur coincide avee
I'mstant o la plante a déja fait disparaitre la plus grande
quantité de sucrase.

’ = s & o =
| & — e — = aa - 3
S e 1] (8= BT e
| g 2ile 8z 3 = b b
i £ (i = = (== = = = &
] S e (S = S| e e
! = é o= ; = I o [ g = =T 3
! = = = = . = - 1
, o = = =
! Aprés 1 jour| 1,36 | 2.36 | o.92 |0,2q3 4 o8 0,65
f — a2 — | o,22 | 1,65 | 2,57 |o0,368 3 47 1,265
e Gy 3.74 | 0,207 3 ha 1,78
. = H= 6 0 .00 | o, 143 [0 W 1,065
1 - "
i — 5 — | o o n 0,130 1 30 1,61
i |

La diffusion de la sucrase an moment de la disparition du
sucre peut done étre considérée comme une conséguence de
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la dénutrition de la plante. Pour peu gqu'on y réfléchisse, on
concoil en effel gque, dans des cellules bien nourries el munies
de réserves alimentaives, la diflusion doit se faire tres difli
eilement.

Au moment de la disparition du sucre interverti dans le
'r,ir|nE:,l{‘_ les cellules commencent & consommer lenrs réserves :
il se produil done des vides eellulaires qui se remplissent
d'ean, laquelle facilite certainement la diffusion.

Du reste, voict des expériences (res concluantes qui prouvent
fue la diffusion des diastases caractérise un élat patholo-
:._l'i{IIH" {Il1!‘: F'.""“I'."f‘::

On plonge deux cultures jeunes et identiques d’aspergil-
Ins niger, I'une dans Ueau, Pautre dans un milien nutritif
assez riche. Apres 48 heares on analyse les deux lLiguides
¢l on trouve que le premier miliea contient une grande
!![tzm[ih" de matieres aclives, tandis que le second n'en con-
tient nulle trace. La dénutrition favorise done la secrétion de
la sucrase.

On peut, d'autre part, prendre une culture d'aspergillus
giger el la mettre & Uabri de U'action de air. On empéche
ainsi la fructification et cette circonstance anormale améne,
lout comme la non-nutrition, une abondante diffusion de
diastase dans le milieu de culiure.

On peut enfin chauffer, pendant quelques secondes a 100°,
de la levure de biére en suspension dans P'ean. On  détruit
ainsi |'{:1!11||f‘[{*|‘|u*nl la subslance aclive ainsi f|l|~lll‘|r‘ orande
partie des cellules de levure. En laissant refroidic le |i{|ltE:|{‘
on constate H*]wnr,l;ml. au bout d'un certain lemps, ]':1[||m
vilion de sucrase. La séerétion de Penzyme peut élre atbri-
buce a des cellules qui ont échappé i 'action destructive
de la chalenr tout en étant fortement endommagées par la
haute température a laquelle elles ont été portées. Elles se
trouvent alors dans un certain étal pathologique, et diffusent
avee facilité la substance active qu'elles contiennent.

Comme nous le vovons par ces expériences, le manque de
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sucre ou d’oxygene, I'élévation de la lempérature, ele., peuvent
c"g.’lh‘mmﬂ favoriser la diffusion de la sucrase sécréleée par
les cellules.

Dosage de la sucrase. — On peul facilement constater
la transformation du saccharose en sucre mlerverti a 'aiwde
de la liqueur de Febling. Le suecre de canne ne réduil
pas celle solution, tandis que o*".fg41 de sucre inter-
verti réduisent 100 centimétres cubes de liqueur de Fehling,

La transformation du saccharose en sucre interverti puul.
se conslater également par le changement de rolation qui
accompagne la transformation. Le sucre de canne est dex
lrogyre et le mélange, produit par 'hydrolyse, est au con-
traive lévogyre. Le saccharose donne une rotation & droite
de o -+ 73. 8., et le sucre inlerverli une rotation a gauche
de — 44. Le dosage de la sucrase a, comme point de départ,
la détermination de la quantité de sucre interverti. Or, une
méme quanlilé de sucrase peut fournir des quantités plus ou
moins grandes de sucre interverti. Ces variations sont dues.
aux différents facteurs que nous avons indiqués: lacidité du
milien, la température, la durée de action, ete. 1l ne faut pas
oublier non plus que la proportionnalité entre les quantités.
de ferment employé et de sucre interverti oblenu, n’exisle
qu’au début de action, et avant qu'il se soit transforme 20
pour 100 du sucre lolal soumis a l'action.

Il résulte de tout ceei qu’il est absolument indispensable.
pour pouvoir comparer deux produits diastasiques, de se
placer dans des conditions identiques. Pour éviter des erreurs
provenant de l'acidité, on a soin de neutraliser le liquide
aussi exaclement que possible, puis de l'aciduler avee 1 pour
roo d'acide acétique.

Le choix de lacide acétique n’est pas arbritraire, 1l est di
aux raisons suivantes: lacide acéligue peut étre employé
en quanlilés assez grandes, el par conséquent facilement
déterminables. 11 a la propriété de ne point déplacer les
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aulres acides organiques de la solution. et, enfin, d'influer
peu sur la sucrase.

[l faut encore, dans le dosage, ne pas négliger tout ce (ui
est nécessaire pour éviler I'oxydation de la suerase et. dans ce
but, faire Panalyse le plus rapidement possible. On laisse
généralement la suerase agir seulement pendant une heure.

Pour éviler les erreurs qui pourraient naitre de la cessa-
tion de la proportionnalité entre la quantité d’enzyme em-
ployée el la quantité de sucre interverti, on recherche la
quantité de sucrase susceplible de transformer une quantité
détermindée de suere de canne, et non la dose de suere que
peut intervertic une ¢uantité donnée de sucrase.

Dans le mode de dosage créé par Fernbach, on prend
comme unité la quantité de sucrase susceptible d'intervertir
20 cenligrammes de saccharose en une heure, & la tempé-
rature de 567 en présence de 1 pour 100 dacide acélique.

Pour n|1["|'1‘r o {]f}:ﬂilg'(‘.. on neulralise I}l‘i":tl;il:ll“mmll lat
solution de sucrase, puis, dans une série de tubes & réaction
conlenant chacun 4 centimétres cubes d'une solution de sac
charose & Ho pour 100, on ajoute 1, 2, 3, 4, 5 centimétres
cubes de la solution de sucrase qu’on veut analyser; on addi
tionne le mélange de 1 eentimetre cube d'acide acétique au
1/10; on améne le volume dans tous les tubes & 10 cenli-
mélres cubes; on laisse 1 heure & la température de 56°; on
refroidit rapidement; on ajoute quelques gouttes d'une solu
lion de soude pour arréter 'inversion, et on cherche dans
chacun de ces échantillons la quantité de sucre interverti
formé o laide de la liqueur de Fehling. On peul ainsi voir
dans quel tabe les 20 centimétres cubes de suere ont éLé
mlerverlis.

Admettons (que ce soil dans 'essan contenant 5 centimétres
cubes de sucrase: on se trouve alors en présence d'une solu-
lion ne conlenanl gue des (races de sucrase. La dose d'acide
an"li{{u{‘ (uon a PI'II'IiH_‘ql"E" dans 'essail donnant déja par elle

mene :|||1'|11||{‘:-; cenligrammes de sucre interverti, 1l se peul
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que ce soient des substances étrangéres et non la diastase
qui aient produit le reste de I'inversion.

Pour avoir la certitude que la transformation du saccharos:
esl due 4 Deffet d'une dhastase, 1l faut faire essai une fois
a froid, puis une fois avee une solution chauffée & 100" el
voir =i les résultats sont identiques.

Dans le cas on il suflit de 1. de 2 on méme de 3 cenlimelres
cubes de solution pour obtenir la transformation des 20 cen
Ligrammes de sucre. on se lrouve en présence d un Hf|llid:'
assez énergique et, en répétant lexpérience avec 1 1 /2, 1 3/4.
2.2 1[4, ete... centimelres cubes de la solulion i essayer.
on peul arriver i un dosage Lrés |}|'['-L'i:-= de Pactivité diasta
sique.

|

Dans le cas ou il fandrait, par exemple. 1 1/2 cenli
metre cube de solution pour oblenir 20 rrrﬂig:r:nnmr-.‘-‘u de
sucre nterverti, on dira (que la dose umlé de sucrase se
trouve dans 1 1/2 centimetre cube et, en conséquence, gue
la solution possede les 2/3 du pouvoir diastasique pris pour
unite.

La méthode de Fernbach donne des résultals assez préeis,
mais elle demande beancoup de titonnements et une longue
serie de {|l}5:lg{-5 lilli prennent beaucoup de temps.

Quand il s’agit d'une appréciation plutot qualitative que
quantitative, on peut supprimer complétement le dosage du
sucre.

Pour rechercher la sucrase dans les ligquides nous employons
une méthode trés expéditive demandant seulement 1/2 heure
et dans laquelle I'inversion est constatée par la coloration
(que pr{‘ml le Ii({ui{h: interverti sous action de la soude.

T\:{IIIH [HONS SCTyYOols ]‘H’I]l[‘ Ccies Hﬂl'l["ﬁ l',i‘ﬂ'ﬁ':ie'-liri- Ifl'.l'll'll."'I ."'i“ll]l.i{”l [l{"
sucre 4 10 pour 10o. Le liquide danslequel on dose la sucrase
est neutralisé le plus exactement possible avec de la soude
4 1/1o00. Dans deux tubes & réaction, A et B. on verse
to centimélres cubes de solution suerée; on ajoule en A
1 cenlimeétre cube de la solution diastasique et en B, 1 cenfi-






CHAPITRE VI
SUCRASE (suite)

Force retardatrice et son explication. — Usure et altération de la su-
erase. — Expériences d'Effront sur l'influence qu excerce le sucre inter-
verli qui se trouve dans 'e milien oi se produit linversion. — Hypo-
thése de . Sullivan et Thompson. — Argument pour et conlre celte
||}'[IDL11;'EC. — Théorie d Effront sur le dédoublement du suere de canne
el expériences sur le mode d'action des acides dans linversion de saccha-

s,

Force retardatrice dans I’'inversion et son explica-
tion. — korsque nous avons examiné plus haut la marche
de la transformation du saccharose par la sucrase, nous
avons constalé que la quantité de suere interverti formé pen-
dant un temps donné diminue constammenl an cours de
I'inversion.

Cette diminution se produit de telle maniére que les der-
niéres portions de saccharose qui restent dans la solution se
transforment avec une extréme lenteur, tandis qu'au début
de la transformation linversion se fait beaucoup plus
rapidement.

Diverses ||:o.'|1f,]t|!|{':.-a{!5 onl é1é¢ émises pour expligquer les
irrégularités que P'on observe dans I'hydratation du sucre de
canne.

Certains auteurs atlribuent le retard observe & une usure
ou & une altération de I'invertine, altération se produisant au
fur et & mesure quele travail d’hydratation se poursuil.

Pour d'autres savants le retard dans I'inversion provient
de la disparition du suere de canne, dont la présence favo-

riserail 'action diaslasique.
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Enfin, 'hypotheése que les produits de transformation ac
cumulés dans le liquide, paralysent l'action diastasique, peut
encore donner une explicalion vraisemblable de Uierégularité
avec ];upu*“ﬁ la transformation se poursuit. Dans cetle der
niere h:u.'lmtht'-ﬁ{*., I'action de |'z1n;r._:«.'[11n serail enlraveée par le
suere interverti lormé pendant 'action.

Examinons sur quels faits reposent ces différentes hypo-
theses, et cherchons une interprétation rationnelle de la
marche irvégulicre de Uinversion.

Usure et altération de la diastase. — L’hypothése
expliquant le retard de I'inversion par une usure de la sub
stance aclive ||{‘m’|.'1r1{ le travail ne nous |1;1|';1il Jras meriter
une discussion sérieuse.

l.a |1r1}|m|'IEm|||.'l|i|!'= observée an debut entre la durée de
I'action et la quantité de sucre transformé fournit une preuve
concluante de la non-usure de la diastase.

En effet, si apres la seconde heure de P'action nous pou
vons constater que la quantité de sucre transformé est double
e celle que nous avions trouvée apres la premiére heure, il
est bien évident (ue la diastase a agi pendant la seconde
]]Er'l'il’.lllll;" du travail avee la méme activite (que 'ill[‘llliﬁ.ﬂ'l la pre-
miere.

Le travail produit pendant la premiére heure n’a done
amene aucune destruction de la substance actlive, et il nous
parait diflicile d’admettre (ue I"usure, {qu ne se conslate pas
au debuat, |Hli:-c~.-;{? sp |}|‘:J[|||iru }wmlunl la suite du travail.

Du reste, le mode d'action des enzyvmes exclul toute idée
Jd'usure de la substance active au cours de la transfor-
malion.

En étudiant le mode d'action de I'amylase, nous avons
en l'occasion de mellre en évidence par des expériences di-
rectes la non-usure de la diastase pendant le travail, et nous
croyons que explication que nous avons donnée de ce phé-

[ [

nomene peut étre généralisée et étendue d tous les lmln?im-
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menes analogues, car le ralenlissement a  des caracléres
identiques dans un grand nombre d’actions diastasiques.

L’hypotheése de Paltération de la diastase pendant le tra-
vail semble étre plus vraisemblable. En effet, une foule
(Cagents chimiques, ainsi que diverses conditions phy siqurﬁ,
influent diversement et & un trés haut degré sur la sucrase.
Dans les expériences que nous avons citées dans le chapitre
]n'{'-r['-t{f-ill, par r‘xr‘.mp]n. le retard dans la transformation doit
ctre  indiscutablement attribué aux aclions combindes de
I'oxygene et de la luniére.

Toutefois, nous ne pouvons pas complétement attribuer
I'irrégularité dans I'inversion a des causes physigues on chi
migues, car, méme en évitant Faction de la lumiére et de
'oxygéne, on conslale que lirrégularité se produit encore.

En outre, altération (ue ]'czl}gi’llﬂ fait subir 4 la sucrase
ne devient ;ul}pr'{'-t"iula]{- f|||;.'l|}|‘i';-‘. un conlact assez |:m|m|g=:
avec lair, tandis que la loi de proportionnalité cesse Lres
rapidement de se manifester gquand Paction diastasique a
licn dans une solution de sucre tres diluée, ou bien lorsqu’on
mel en action de fortes quantités de sucrase.

Nous avons vu quen mettant, dans des conditions déter
minees, un volume de sucrase en presence d'une [Iuallllilﬂ
illli‘h'““(j”[' de sucre, on peual conslater [Eu’il se forme jllslu
autant de sucre interverti pendant la seconde heure que pen
dant la premiére. _

[En employant, dans les mémes conditions, une guantité 1o
[ois plus forte de sucrase, on ne retrouve plus cetle égalilé
de travail pendant les deux premiéres heures de laction;
mais la proportionnalité pourra s'observer de nouveau si
I'on compare les quantilés de sucre inlerverti apres 1o et 20
minules de travail.

Si L'on renforce encore la dose de sucrase, on voit la pro
portionnalité s’établir au début de I'action, mais cesser apres
une dizaine de minutes.

Comme nous le x'-r:j.'uns, la force retardatrice peut apparaitre
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dans le ligquide & différents moments suivant la quantité de
sucrase employée. Si done nous acceptons I'liy pothése attri
buant le vetard & une altération de la substance aclive, nous
devrons admelire, en méme |t_‘|!|i'|:-'-, {Iu'lllm HIETNE SUCIase l:[_-nl
saltérer soit tres rapidement, soil trés lenlement, suivant
quelle est employée a forle on & faible dose,

Enfin, comme la proportionnalité cesse de s’observer A
des moments diflérents pour une meme quantilé de suerase
mise en présence de solutions sucrées de dillérentes densités,
il sera nécessaire d’admeltlre que fa vitesse de Paltération dé-
pend, non seulement de la dose d’enzyme employé, mais
encore de la concentration de la solution suerée. On voil
I'invraisemblance de cette théorie.

Il vésulte des fails que nous venons d'exposer que ni 1'u-
sure par le travail, ni Paltération par les agents physigues
ou chimiques, ne peavent étre les véritables causes du ralen-

tissemenl de 'action Lii.‘l:-ai.'t.-aiqmr.

Experiences sur I'influence du sucre interverti. —
La |:lu]1.'|i'l des anteurs ont attribué la cessation de la pro-
portionnalite dans la marche de la transformation au suere
interverti formé, qui, d’aprés eux, paralyserail 'action dias-
m:-aiiim‘,

Nous avons cherché & vérifier par une {*\|1f’*|'it'm':: directe
celte acthion retardatrice du suere mterverti.

Nous avons {ait, & cette fin. deux solutions A et B. con-
lenant 'une et Pautre 100 centimétres cubes d'eau, 5 gram-
mes de saccharose, 1 centimetre cube d'acide acétique et 10
centumelres cubes de suerase de levare. Dans la solution B,
nous avons ajoulé 2 grammes de suere interverti. Nous avons
abandonne ces solutions an baimm-marie el |=1'{'-|mﬁ de temps
en lemps des échantillons dans lesquels nous avons détermind

la quantité de sucre réducteur formé.

I FERONT. ];:‘5 I':EI.T.:( s, i
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SOLUTION A SOLUTION B
MINUTES SUCRE REDUCTEUR SUCRE REDUCTEUR
b FORME FORME
] 0,20 0,20
a0 0,01 0,02
45 0,71 0,74
to 0, 0 1,11
00 1,2 L,
120 1,0 1,59
150 [.70 1. 80

On voit, d'apres ce tableau, que la proportionnalité cesse
apres 45 minutes d’action dans la solution A, qui ne con-
lient (ue le sucre de canne ot (ue I'affaiblissement du pou

RALS : I :
voir diaslasique commence au moment ot le 5o environ du

sucre total contenu dans la solution a été transformeé. Dans
la solution B. qui contenait déja fo pour 100 de sucre
interverti au début de action, Uinversion n’est nullement
retardée pendant les 45 premitres minutes. Au contraire, la
transformation parait se conformer de plus pres i la loi de
proportionnalité, et le ralentissement dans la translormation
ne se manifeste quapres une heure d'action.

En comparant les quantités de sucre intervert pendant la
l'll_'f_‘“lill‘!'!'f hf"l”'l:.' Il.i'l“ﬂ j[!‘.‘"u l"'!‘-'-!"'u'.li."" 1 el I; [1ols l:_.-"I}EH':l,E],I.ﬂHS
que seulement 18 pour 100 de saccharose ont elé lrans
formés dans Dessai pratiqué avec du sucre pur, el 22
pour 1oo dans I'essai opéré avee un mélange de saccharose
el de sucre interverti.

Le ralentissement dans action des diastases ne dot done
pas élre atlribué 4 la |1|‘l".~a{‘|u‘.':‘. des |ﬂ‘mhlil:‘- de lransforma-
tion dans le milien on se fait le travail diastasique.

Hypothése de O. Sullivan et Thompson. — 0. Sulli-
van et Thompson ont émis Phypothése que Peffet produit
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par la sucrase est constamment proportionnel au poids du
sucre de canne présent dans le liguide au moment de lac-
tion. Partant de i, ils attribuent le retard qui se produil
dans la transformation, 4 la diminution de la (quantité de
saccharose au fur et 4 mesure de 'inversion.

D’aprés cette maniére de voir, la sucrase agirail de la
méme facon, et avec la méme énergie, depuis le commen-
cemenl jusgu’a la fin de laction et le ralentissement serail
exclusivement di A la dilution de la solution.

Done. st nous inlervertissons une solution contenant
10 grammes de sucre a Fawde d'une quantité de suerase
pouvant produire un gramme de sucre mlerverti dans les
10 premicres minules, nous pouvons nous altendre i voir se
produire, pendant chacune des 1o minutes suivantes, une

: I e
hydratation correspondante an — de la quantité totale dn
b [}

sucre de canne contenu a ce moment dans la solution.
Dapres cette théorie, le mode daction de la sucrase ne

changerait pas pendant le travail; la marche de inversion

serail, en somme, I'I":.d{lllii."l‘l‘. el le ralentissement {{ll'nn ob

serve serail la conséquence directe et inévitable de la régu
larité¢ méme du phénomeéne. Car, si apres les 1o premiéres
minutes de l'action, nous avons constalé la production de
1 gramme de suere interverti, apres les 1o minutes sui
\-'llll[':i‘"'q 1= ||1l"]| Ul’llil"H{II'lHleF l[l]f'ﬂ U'..” E_.',']"q'[]]][l:'ll:".‘i Vil f]lli*
Faction se produit dans ce cas, non plus sur 10 grammes,
mais seulement sur g grammes de sucre de canne. Apres
20 minutes, il restera dans la solution 8,1 grammes de sac-
charose el, en agissanl toujours dans les mémes conditions,
la sucrase intervertira pendant les 1o minutes suivanles
to pour 100 de sucre restant, ou 0,81 grammes.

Celte ||j.‘|:ul||f's{‘. est, an dire de ses auteurs. l!ll'illt‘]]]{"ill
confirmée par le dosage des ¢uanlilés de sucre inlerverh

an bout de lemps varianl en progression .'l]'i1||||ii"lu|i|l*.
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Arguments pour et contre cette hypothése. — La
théorie de O. Sullivan et Thompson est trés seduisante ; elle
n'a cependant pas trouvé beaucoup d’adhérents et on souléve
contre elle différentes objections.

On objecte tout d’abord que les preuves expérimentales
qu’ils apportent en faveur de leur théorie ne prouvent nul-
lement que le retard provienne de la diminution de la quan
lité de sucre de canne. Iin effet, les résultats de leurs expé-
riences peuvenl également étre expliqués par Fangmentation
araduelle, pendant l'action de la suecrase, de la guantité de
sucre inlerverti.

Nos i“i;'I{:'I'i(‘IH‘E!S, citées l‘rlllﬁ- haut, sur I'influence du sucre
interverti, montrent la non-valenr de cel argument.

Mais, on peul encore soulever une autre objection contre
la théorie de O. Sullivan et Thompson. Si la disparition gra-
duelle du sucre de canne est réellement la cause refarda-
trice, la quantité de sucre interverti par une dose quel-
conque de sucrase sera en relation directe avec le poids de
sucre de canne présent dans le liguide. L’angmentation de
la dose de sucre de canne aménerait done une augmentation
{'m'l't-:-tptrlldaillh‘ de la dose de sucre mtervert.

Nous savons déja que ces prévisions ne se” réalisenl pas
toujours et que la méme qguantité de sucrase produit la méme
dose de sucre interverti, indépendamment de la concentration
de la solulion suerée.

Voild done un sérieux argument contre 'hypothése fque
nous étudions; mais il n'en esl pas moimns vrai que la quan-
tité de sucre contenu dans le milien n'est pas sans influence
sur le ralentissement.

-n éludiant le |1h|"nu|||{1'|][1 de l?ll'lﬁ pres, nous conslatons
que la marche de hydratation dépend de denx facteurs.

Au début de laction, c'est seulement la quantité de su-
crase employée qui joue un role prépondérant et la quan-
tit¢ de sucre interverti formé est proportionnel a la quantité
de substance active employée.
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Quand l'inversion se trouve déji plas avaneée, influence
de la f|ll.‘ll]l1tf3 de sucrase devient moins considérable. La
transformation entre alors en relation direcle avec la leneur
en sucre de la solution.

L'influence successive de ces deux facteurs peul étre mise
Tl {_:"l.']l.lﬂlll"l_‘! l}i'll' ]lli".\IJ'.{'ri{"l'lf,'{" ?."Ili‘i'-:'ll“l‘ i

Dans 1oo centimeétres cubes de trois liquides A, B, G,
contenant respeclivement b, 10, 20 grammes de sucre, on
ajoute la méme quantité de sucrase. On abandonne ensuile
ces essais au bain-marie 4 la température de 50°. De lemps
en temps, on préleve des échantillons dans lesquels on ana
lyse le sucre restant et, au moment ot dans le lquide A
10 pour 100 de sucre a &t¢ transformé, on commence a doser
le sucre interverti dans les denx aulres essais. On oblienl
ainsi les chiflres suivants :

SUCRE INTERVERTI AL BOUT DE .

A B C
aehenres Ea s e 0,75 o, 7 0,78
AR A B TR e e L G | L i.h

On trouve done an commencement de 'action, 4 peu pres
les mémes quantités de sucre transformé dans les trois liquides
\, B et C, mais au boul de quatre heures les conditions
changent et on trouve dans I'essai conlenant 20 pour 100 de
sucre 1,6 gr. de sucre transformé, tandis que le liquide a 5
pour 100 ne fournit que 1,1 gr. de sucre interverti.

La concentration de la solution sucrée influe done, jus
qud un certain point, sur Faction de la sucrase. La marche
de l‘h}'drululi{m du sucre dans des motils de concentrations
diflférentes se montre I}luml favorable & la théorie de O.
Sullivan et Thompson, surtout si F'on fait abstraction du
debut de la transformation.

Toutefois cette théorie ne nous parail pas élre basée sur
des données bien solides.

En suivant la transformation du sucre a différents mo-
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ments nous avons, en eflel, constalé que le retard dans
I'inversion augmente au fur et a mesure que I'action avanece.
mais nous n'avons jamais pu observer la régularité que les
auleurs de hypothése annoncent et qui est la base méme
de leur théorie.

En admettant méme gqu'on puisse démontrer expérimen
talement que la décroissance dans inversion varie en pro-
gression geométrique, celle démonstration montrerail bien
le meécanmisme de la force retardatrice, mais elle n'en révele
rait nullement la cause réelle.

En faisant agir la méme quantité de sucrase sur des so
lutions sucrées de différentes densités, on remargue que la
force retardatrice s’y manifeste tres différemment.

!.}.'l"ﬁ e HHI"IEH]] il.ll.lllir"{"-. I:'l I'Il'l]'l!{ll"i“""EiIiIfr' cnlre Ii'i 1111!‘{'.'(‘
de I'action et la quantité de sucre formé cesse dexister au
bout d'un temps relativement court. Dans une solution con-
centrée, au contraire, elle persiste beaucoup plus longtemps.

La quantité de sucre inlerverti formeé dans la solution
diluée au moment ol commence le ralentissement esl assez
faible: dans la solution concentrée, au contraire, on constate
la présence d'une quantité beaucoup plus grande de suere
interverti.

Ces diflérences l}r[:[luuli-ﬁ dans laction de la sucrase s'ex-
|!li[[llt‘nt facilement si 'on détermine dans des lif|l|i{h':-3 de
différentes densités le rapport gquantitatif qui existe entre le
sucre interverti et celui qui ne l'est pas encore.

En étudiant les variations de ce rapport pour une solution
diluée et une solution concenlrée on constale (ue le ralen-
tissement de I'hydratation ne devient réellement appréciable
(qu'au moment on les solutions suerées contiennent environ 19
de sucre interverti pour 85 de sucre non transforme.

Etant donné que la suerase produit, au début de la trans-
formation, un effet hydratant proportionnel & sa quantité, il
1D

80

est bien évident que, dans la solution diluée, le rapport
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sera beaucoup |1l||.-'- vile obtenu que dans la solulion con-
cenlree. -

En d'aulres termes, an momenl ot on commence i cons-
tater le ralentissement de |‘||It':|r‘.'1[.'|lim1 la solulion concen-
trée conlient plus de sucre interverti que la solution diluée,
quoique la quantité de sucrase mise en action soit la méme
dans les 2 solutions.

Le retard dans Pinversion est done en relation directe avee
la composition du liquide dans lequel agit la diastase. 11 n'esl
pas provoqué par la diminution de la quantite de sucre de
canne contenu dans la solution et ne |1rmi{‘nl pas non plus
de Taugmentation de la guantité de suere interverti: il

esl pluldt cause par la réunion de ces deux circonstances.
|

Hypothése sur la marche du dedoublement du
sucre de canne. — |l faut, crovons-nous, chercher dans
la structure intime des molécules de saccharose la véritable
origine de la force retardatrice.

On admet généralement que action de la sucrase se ma-
nifeste par 'hydratation successive des moléeules de suere
avee lesquelles elle se trouve en présence. Il est cependant
probable que le mécanisme de I'inversion ne présenle pas ce
caractere de :-:impli{‘ill:".

Il est |1111.~: vraisemblable d admettre (ue la sucrase agil
des le début de Paction sur toule la masse de sucre avec
laquelle elle se trouve en contactl, el que, parallélement & la
transformation du sucre en sucre interverti, il se produit
une série de maodifications dans la portion de sucre qui n’a
pas encore subi d’hydratation. On congoit facilement que,
par |'|I}'Ll1‘:1t.'|linr1 suceessive, 1l |1lli:-a:-‘-r.' se former & colé du
suere inlervert une série de substances trés voisines du sac-
charose, mais qui peuvent avolr une sensibilite  dillérente
vis-i-vis de la sucrase.

Cie sont ces substances intermédiaives produites par hydra-
tation qui se montrent ensuite plus ou moins aptes a la trans-
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formation el c’est de celte aptitude plus ou moins grande A
ﬁ'h}':_hmf‘r (ue |}l*f‘n"1r-lll le ralentissement de I'inversion.

Il se peul aussi que les changements subis par le saccha
rose consislent en transformations de la structure géomé
trique des molécules, et quiil se forme dans la solution des
isoméries stéréochimigues.

Il nous est toulefois impossible dapporter des faits pro
bants en faveur de notre hypothése. Lorsque nous avons
prévu la formation, au cours de P'inversion, de produits inter
médiaires entre le saccharose et le suere inlerverli, nous avons
cherché i 1soler ces |1|‘m|lli[:-=. ot du moins i les caractériser.
Mais les divers essais lenlés dans celle vole sonl restés sans
résullats. Toutefois Ihypothése, ainsi quon va le voir, trouve
un argument dans la marche de hydratation par les acides.

Experiences sur la transformation par les acides.
— Iin étudiant 'inversion du suere en preésence de doses erois
santes d'acide, nous avons pu conslater qu'il se produsait,
a certains momenls, un allablissement notable dans la
marche de 'hydratation. Le ralentissement avait lien d des
mslanls {|11E coincidaient toujours avee un degré déterminé
(' hydratation du saccharose.

Il ¥ a done ainsi une analogie frappante entre action des
acides el celle de la sucrase. La foree retardatrice se retrouve
dans les deux cas, dans laction des acides aunssi bien que
dans action Lli;ishlﬁiquc* el le moment on le ralentissement
commence correspond & instant ont le rapporl entre les
f{u;m{iln'*.-a de suere iterverh el de suere non leansformeé atleind
une valeur déterminde.

Cette ressemblance dans le mode d’action des agents chi
miques et physiologiques prouve que la forece relardalrice
n'émane pas de la sucrase el que Porigine du refard doit
étre foreement attribuée an mode de dédoublement du snere
de canne et & la formation de produils passagers qui résis
lent difléremnment aux agents de fransformalion.
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Noici (Flciqlleﬁ détails sur les 01|u*rhﬂlrﬂﬁ que nous avons
[ailes :

{_}" Lli!‘:!‘-ﬂlll 1 ;,.!'I'JI'III.HI.':‘ {Il" =UCie (li" Canme {Ii'lll‘:; {Il' !‘Ui'll:
l!if‘;li”l"l"'. 1 :'I_i{}llll' ] {‘I.'IL[.IIIIE'H‘[‘.‘S ‘LIII.”"H ll.lq'l.'f"i(h" Fi[“'ill’il]l“'
normal an 10° et on améne le volume & 1oo centimélres
cubes. On abandonne an bain-marie a 60", pendant 1 heure.
puis on neulralise exactement avee de la soude normale et on
détermine ensuite la quantité de sucre interverti formé par
I"action de I'acide. Cette expérience esl répélée ensuile avee 4.
6, 8, 10, elc., cenlimetres cubes d'acide sullurique au 1o0*

el on arvive aux résullals saivants :

CENTIMETRES CUBES SUCRE IXTERYERTI ACCROISSEMENTS
ll‘."n'.:l'l.ll.; PORTE 0O

2 2,71 2,71

h 11,00 o, 60
G 13, 20) 3,00

i 22,11 i, 85
10 ali, 34 fi.22
12 32 3, 10
i 37,14 S, 14
16y 46,70 (),
] hr,ab h.Go
20 i 07
23 92 00
44 Go,2 1,20

La rubrique « Suere interverli pour 1oo » indigque la
qnmﬂhﬁdvﬁnﬂﬁtnumﬁwmh‘pmuhnlrvqﬁﬁmuw.

Sous la rubrique « accroissements » nous avons inscril
|'acerotssement de la qruu1ﬁiﬁ de sucre Inlnaﬁynlulfllinu|uv
addition de 2 centimeétres cubes dacide.

En suivant. sur le tableau, la marche de I'hydratation en
presence de doses croissanles d’acide on conslale (ue le rap-
port entre les gquantités d'acide el de sucre interverti formé

n'est nullement constant.



aol LES ENEZYWNES

Celte proportionnalité existe dans les premieres expériences
el disparait complétement dans celles oft 50 pour 100 du
sucre de canne est transformé. Ainsi 2 cenlimélres cubes
d'acide ont formé 5,71 cenligrammes de suere inlerverll;
avee une dose double 1l se forme 11,36 de sucre inlerverti,
soit donc une gquantité sensiblement double de la précédente.
St nous augmentons la dose d’acide el si nous employons
20 centimelres cubes nous déterminons une hydratation de
53 pour 100 de sucre; mais o partir de celle dose d'acide
l'l1:u.'tl|'.'ll:|.linr1 se ralentit et 44 centimetres cubes diacide hy-
dratent seulement 65 pour 100 du sucre de canne présent
dans le liquide. Si la proportionnalité existait réellement on
obtiendrait, avec cetle dose d'acide, une mversion complete
de tout le saccharose conlenu dans le liguide.

" action des doses croissanlesd’acide esl encore mieux mise
en évidence lorsquon suil la rubrique « accroissements .
Dans les premicres expériences aceroissement descend gra-
duellement de 5,71 & 3,093, mais dans les suivanles, quand
un quark environ de la ({11:1111il:'~ tolale du suecre de canne se
lrouve transformé, on constate un changement complet dans
la marche de l'inversion. L’aceroissement remonte jusqu’a
(.83 pour retomber ensuite & 5,14.

L'accroissement augmente de nouveaun lorsque la moitié
du sucre de canne a élé lransformdée, |1Ltir‘- il subil une nou
"l.l:"”{" !Hliﬁﬁl?, i{'l]i =0 ‘l]"q"l{lllil ITEIl' Il‘ !l“llll}l'l" 1.2 €I i'"'lif'ﬁﬂ"f'{‘
de 65 pour 1oo de sucre interverl.

La marche de I'hydratation par les acides est done loin
d’étre reguliere. Un grand nombre d’essais analogues, pra-
tiqués dans les mémes condilions, nous ont toujours conlirme
la non-existence d'une proportionnalité entre les quantités
d'acide employé et de sucre interverti formé.

Nous avons loujours conslaté un ralentissement dans hy-
dratation, ralentissement qui coincide avee Fapparition d'un
rapport déterminé entre les quantités de suere inlerverti el
de sucre non transformé dans le liguide.
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L’action des acides est done, dans ses grandes lhignes, iden-
tique & celle de la diastase, el le ralentissement qu'on observe
dans 'hydratation par la sucrase doit étre plutot attribué
a une transformation mtime de la molécule de saccharose.
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CHAPITRE VII
FERMENTATION DES MELASSES

:\.pp]icatinuﬁ insdustrielles de la sucrase. — Fermentation des mélasses.

La diastase produisant I'inversion du saccharose ne cons-
titue pas un produit industriel. Elle est d'une fabrication trés
limitée et elle sert exclusivement & des éludes et i des
experiences de laboraloire.

Mais s1 Uindustrie ne se serl pas de sucrase préparée spé-
clalement a cet eflet, cette diaslase n'en Joue pas moins un
role important dans les fermentations et notamment dans la
fabrication de I'alcool par les mélasses.

La fermentation des mélasses, substances qui conliennent
[_‘I]TiI'HH EIU }'iHIIl' 100 l:_l{II Silrlﬁhill'llﬁr. =l e lll]'l?fﬂli.““ rﬂ]i“i"
vement simple. Elle s’effectue de la fagon suivante.

Les mélasses sont d'abord diluces dans de 'eau acidifiée
avec de lacide sulfurique de fagon qu’elles marquent de g° &
12° Baume.

On conslitue ainsi un mott prét & subir laction de la
levure de bicre l'__{lli imverlil le saccharose el fait fermenter le
sucre interverti produit.

La transformation des mélasses en alcool parait done élre
une opération industrielle pen compliquée. Les installations
quelle exige sont, en eflel, moins complexes que celles
d'une distillerie de grains. En outre, le travail des mclasses
n'exige quune surveillance relativement facile et beaucoup
moins de connaissances praliques de la part du personnel,
que la distillation des grains.
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Toutefois on trouve peu de fabrigues utilisant rationnelle-
ment les matitres premicres et accusant un rendemenl
approchant du rendement théorigue.

Les industriels attribuent les diflicultés qu’ils rencontrent.
soit & la gualité des mélasses employées, soil & Uinsullisance
des levares, soit i Uintervention de ferments clrangers el ils
cherchent & remédier i ces conditions défectuenses par une
forte acidification des motits. s cherchent parfois aussi &
régulariser le travail par une cuisson préalable des mélasses,
tans le but d'en chasser les acides organiques volatils. Ces
acides sont mis en liberté par addition dacide sullurique au
mont lors de l';mi{lilimlinn_.

Les causes qui occasionnent des troubles dans le travail des
mélasses sont trés multiples. Nous ne pouvons pas entamer
el Vétude .'iirlir'tﬂi:unﬁiv de celle question, mais nous pen
sons, cependant, devoir attirer attention des industriels
s‘'ocenpant des fermentations sur quelgques unes des causes
irts fréquentes de la faiblesse du rendement, notamment sur
Vinsullisance de 'inversion.

Dans la pratique de la distillerie des mélasses ce point est
totalement négligé. Quoiqu’on sache que le sucre non
mtervertt n'est pas fermentescible, on attache peu d’impor-
tance A 'imversion du saccharose des mélasses. conformément
a lopinion courante suivant laquelle Uinversion se fail trés
facilement grice aux diverses conditions du milieu.

St l'on étudie la question de plus prés, on voit, an con
traire, que Uinversion est tres lente et que dans la plupart des
eas, elle n'est méme pas achevée d la fin de la fermentation.

La raison pour |:u|m‘||1". dans Ia lll'illiqllt!. On ne se préoc-
eupe pas de la marche de hydratation c'est que, pendant la

n

fermentation, l'on comple généralement sur deux facteurs:

1 lacide sulturigque que 'on a introduit dans les mélasses et que
Yon considere comme sullisant dl"j;'i pour produire 'inversion ;
il

2° La levure qu'on se représente comme une source iné-
puisable de sucrase.
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Voyons jusqu’a quel point chacun de ces deux facteurs
contribue 4 Uinversion et étudions d’abord le vole de Pacide.

Par laddition d’acide aux motits de mélasses on arrive,
en pratigque, a une acidilé correspondant & 1 ou 9 grammes
et demi d’acide sulfurigque par litre.

I acidification du moiit se fail, smivant les usines, i basse
ou a4 haute température.

Pour avoir une idée du pouvoir invertif que possédent ces
doses d’acides, additionnons un certain nombre d’échantillons
de 100 grammes d'une solution de sucre de canne a 1o pour
100 de différentes doses dacide sulfurique et soumeltons ces
essais pendant 24 heures & la température de 30°.

NUMEROS AR LLE GRAMMES
’ DE GRAMMES ¥ ACIDE SULFURIQUE
DE® ECHANTILLONS [f-'."-' “.il"ﬁ. DE SUCRE ISNTERVERTI
I 2,5 1
2 D 1,8
3 10 G.3
h 2,D 6.7

Ainsi, lorsque nous soumetions notre essai a 'action de
2 grammes ecb demi d'acide sulfurique, dose maxima
employée industriellement. nous n'obtenons au boul de 24
heures, que 10 pour 100 de sucre interverli el, pour arriver
A en oblenir 67 pour 100, i1l nous est nécessaire d’em-
plover 25 grammes d’acide, soit une quantité ro fois plus
forte.

L'action de lacide & froid n'est done pas un facteur
important de D'inversion. Les résultats que 'on obtient en
farsant bouillir les solulions sucrées |1:1|‘Eli:-'~.~ti'nl. il est vrai,
tout différents.

Si, pour conslater 'influence de températlure ¢levées, nous
répétons les expériences précédentes a go°, nous observerons
(quavec la quantité minime de 0,5 grammes d'acide par
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litre nous produisons déja une inversion compléte du sac
charose.

On pourrait en conclure que le chauflage des mélasses
en presence de fables doses d'acide est (rés 1111!|m-|zm[, an
point de vue de inversion. Mais les mélasses ne se compor
tenl point, vis-a-vis des dilférents facteurs, de la méme ma
niere (que les solulions de sucre pur. En eflet, Pacidité :_lll'nll
conslale dans les moiils de mélasses provient, non pas des
acides munéraux dont on les a additionnés, mais hien des
acides organigques qui ont été mis en liberté par lacide sulfuri
que, el qui agissent sur le saccharose avee beaucoup moins
d’énergie que les acides inorganiques. En outre, la présence
de sels dans les mélasses allamblit Uaction des acides.

L'effet produit pratiquement par le chauflage des mélasses
acidulées peut élre mis en évidence par les expériences sui-
vantes :

100 grammes de mélasse sont dilués dans foo grammes
d'ean. On preleve differents échantillons de ce moiit; on les
acidilie avee des doses variées d acide 51[||'|!l‘ii{11{'; on les main-
tient quelque temps & ébullition, puis on les refroidit el
on les ramene a leur volume primuitif.

En examinanl le pouvoir rotatoire de ces échantillons, on
peut étudier la marche de la transformation en présence des
diverses doses d'acide. La solution donnait avant 'inversion
une rotation de 38" & droite et apreés Uinversion L'n_unli]f:lu une
rotation de 8* el demi i I‘._.'_'Hll(.‘lllh

Voici en outre les résultats intermédiaires :

NUMEROS : GRAMMES HOTATLION
I ACIDE SULFURIQUE

DES E.L:IL'I.NTIE.'I.U:"L‘; ]]1'.[' li.l.rﬂ, A DEOITE
1 1,29 37
2 2.0 ali
3 3 35
{ 10 2]
3 12,5 3.6



113 LES ENZYMNES

Avee la dose d'acide qu'on emploie dans lindustrie, soit
2 gramines et demi, Uinversion est done minime ; la rota-
lion descend seulement de 58° 4 56°. Nous constatons méme
(qu'en emplovant une quantité dacide 5 fois plus forte, nous
sommes encore loin d’oblenir une inversion compléte : Pacide
:-'.ulﬁu'iquﬂ mnplu;‘é A la dose de 12.5 ne nous donne {|u'u:n|,'
rolation @ droite, de 3°,6, landis que l'inversion compléte
aurait donné une rotation a gawuche de 8° et demi.

Dans beaucoup d'usines, on pratique I'ébullition des mé-
lasses acidifices, .'|p|'f}:-; leur dilution avee 'ean. On voil (ue
'inversion est. en ce cas, presgue nulle. Nous avons pu
conslaler cependant que 'inversion est plus avancée lors-
quon chauffe les mélasses acides avant de les diluer.

Dans la pratique de la distillation des mélasses, c’est la su-
crase des levures et non Pacide employé qui produit hydra-
lation du saccharose et la marche de la fermentation dépend.
pour une trés grande part, de la facon dont se fait la séerétion
des diastases par les cellules. Or, laction de la sucrase esl
considérablement influencée par les subslances salines conte
nues dans les mélasses. Lexpérience suivanle est lres propre
A démontrer le fait :

On acidifie une solution suerée a 12° Balling avee de I'acide
sullurique & raison de 0.5 grammes par litre et on préléye
deux échantillons, A et B, de ce moiit. A 'échantillon A,
qui est I'échantillon témoin, on ajoute 10 centimetres cubes
de sucrase de levure. Le second échantillon recoit la méme
quantité de sucrase, puis la cendre exaclement neutralisée
(e 100 cenlimetres cubes d'un monil de meélasse & 12° Ball.
Les deux échantillons sont alors abandonneés au bain-marie a
la température de 30°.

Voict la marche comparative de I'inversion dans les deux

kot
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A 13
MINUTES SUCRE INTERVERTI SUCKRE INTERVERTI
40 min. A5 2,4
2 h. 2,750 2, 1)
3:h. 750 3,2
L 9, i, 6

Ces chiflres prouvent d'une facon concluante que les sub
tances minérales des mdélasses retavdent considérablement

Finversion. Apres 4 heures d’action, on trouvedans la solu

lion [émoin g, 2 de sucre inlerverli, tandis que dans la solulion
additionnée de cendre de mélasse, on n'en trouve (que 4,06.
Ces données mellent en lumicre le genre de diflicultés aunx
quelles on peut se heurter dans les fermentations de mé

lasses.

On pourrait toutefois objecter que, dans les industries de

fermentations, on ne se serl pas d'une solution de diastase :
Ials (ue I'inversion se fail par les cellules vivanles. On pour
rait donec admetlre fue les conditions de translormation
sont completement différentes ; que Finversion par les levares
pouvant se faire a lintérieur des cellules, Ia f‘utupqmilizm du
liquide exterieur a naturellement, dans ce cas, une influence
bien moins considérable.

Pour I‘{:|1EJII{|I‘{* a celle {:I}_im‘iiun nous avons il les essais
sulvarnts :

Une solution de sucre de canne 4 10 pour 100 esl addi
Lonnée de cendres de levure. Cetle solution sert i {ormer
deux  eéchantllons. A et B, de Jo00 centimélres cubes.
Dans 'échantillon A, on introduit la cendre neutralisée
de bo grammes de mélasse el b grammes de levure. L'échan
tillon B est soumis 4 DUinfluence de la miéme quantiteé
de levure, mais sans addition de substances salines.

Voici la marche comparative de la fermentation des denx
cchantllons.

Everoxt. Les Enzvmes. bt
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A B
; i E Sucre inlerverti. . . . 0,0 1.8
Apris G heures. : )
E o] e [ e e 0,4 o,ho
: Sucre interverti. . . . 0,2 3
Aprés 12 heuores. . .
Allcoall i s e 1.9 a1
e ( Sucre inlerverti. . . . 0,3 0,n
Apris 2 hczums.e o) 4 &
Aflcoal L hae A S SR 5,9

IIn comparant les quantités de suere mmterverti apres 6
heures dans les deux solutions, nous voyons que U'inversion
marche beaucoup plus lentement dans la solution A pratiquée
avec les sels conlenus dans les mélasses. 11 est veai qu’aprés
24 heures nous trouvons une quantité plus grande de suere
interverti dans la solution A que dans la solution B. mais
si nous lenons compte de la quantité d'alcool formé i ce
moment dans les deux solutions, il devient évident que
I'hiydratation a suivi une marche beaucoup plus réguliére en
B qu'en A.

Des [}|u'.*11nmﬁ'lu*..~: de celle nature lenteurs dans la fermen-
tation, irrégularités dans la marche de la transformation —
s‘observent souvent dans les distilleries de mélasses el y
sont généralement attribuées a la dégénérescence des le-
VIIIes,

Celle opinion est absolument erronée ; la levure ne dé-
cénere généralement pas dans les mouts de mélasse ; au
contraive, elle s’y reproduit abondamment et les cellules for-
mées dans ces conditions jouissent généralement d'une acti-
vité assez grande. Ces levares donnent une fermentation trés
rapide des monts de grains, seulement, la quantité d’'invertine
qu'elles séeretent diminue.

(est & cel affaiblissement diastasique qu’il faut attribuer
les diflicultés qu’on éprouve a faire fermenter, avec des
levures cultivées dans des mélasses, le suere non intervert.

Toutes les levures de biere ne contiennent pas la méme
(uantité de sucrase ; la quantité d'invertine secrélée varie avec

la race. Dans le choix d’une levare pour melasse, il faut avant
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toul tenie comple du pouvoir invertif, ainsi que du degré de
resistance de la substance active qll't?”d‘ conlienl.

Géndralement le distillatenr cherche & substituer la (uan
tite & Ia c|||:||ilt'- des levares. Cetle pralique est peu ration
nelle. La dépense en levure est ainsi rendue assez considérable
el le rendement .'||i'nnl1:|llr est diminué, car la levure con-
somme une parhie de I'hydrate de carbone pour la construction
de ses Lissus el pour leur entretien.

Pour essayer une levure an point de vue du travail des
meélasses, il ne sullit pas de déterminer son pouvoir invertil
dans une solution de saccharvose pur. Il est plus rationnel
de faive les essais en présence de substances salines. Lavan
tage de cette méthode est de donner des résultats plus
cerlains, parce gu'on se rapproche davantage des condilions
de la |Jt':|l]{|l|l“.

Nous avons eu oceasion de faire des essais avee des

levares de différentes provenances el ces essals nous  onl

montré que le degré de résistance de la suerase contenue dans
les cellules differe beaueoup suivanl Ia race. Ces expériences
nons onl |:1‘u||u'*_ en oulre, que la résistance de inverline
joue un role trés important, au point de vue du rendement
pratigue.

Les levures pressées ainsi que les levares de biére ont
elé remplacées, dans la fermentation des mélasses, par le
levain. Le distillatear cultive lui-méme ses levares el a cel
effet, 1l emploie des monts e ,L;l‘ztitl.w pl'l"[h'!l*t'-:i soil par I'acide
sulfurique, soit par le mali.

Un f.‘mp!ni{' généralement pour la préparation du monit
levain 3 a4 5 kilogrammes de grains pour 1oo kilogrammes
de mélasse. Dans beaucoup d'usines on angmenle encore ce
poids de grains. Parfois on conseille d’ajouter anx mélasses
on aux motils levains une certaine dose de matieres nutritives
azolées, telles que des radicelles de mall, des amides et des
]h‘pl_nn:*ﬁ_

[l est indiscutable que 'emploi des grains el des matieres
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azolées fournit des résullals appréciables avee cerlaines races
de levures qui demandent un milien spécial pour acquérr
lear Immnlr inverlif. I faul toutefols reconnattre (ue le |]1‘in-
cipe méme de cetle pratique est complélement faux et que
les résultats {ill'n!l oblient sont loin d’'étre satisfaisants au
point de vue économique,

Les mélasses contiennent en somme toutes les subslances
nulrilives nécessaires pour nourrir et bien nourrir les cellules
de levure.

Siune race de levare ne peul s'accontumer au fravail des
mélasses, s’ faut adopter un mode de nutrition spéeial pour
a_lu'pllﬂ E:ui.-a.-af_‘ vivre dans ce milien, il faul abandonner cetie
levare e se servir d’une aulre race moins délicate.

En visitant. en 1895, des distilleries de mélasses & Bres
lau, & Leipzig, & Darmstadl, ele., nous avons pu constater
(que le levain servant & la fermentation des mélasses reve-
nait dans ces usines de 8§ a 10 franes par hectolitre daleool
fabrigqué. Ces dépenses, failes en pure perle, provenaient de
ce que ces distilleries employaient a la confection de leur
motil levain du malt et des grains sans lesquels leurs le
vures anraient mal travaillé.

Nous leur avons conseillé de prendre une levare appro-
|1|‘ig'*u an travail des mélasses el nous avons eu ll{‘.|}lliﬁ la
satisfaction de constater la suppression presque compléte de
I'emplot du grain. pour les levains, dans ces pays.

Le levain se fait actuellement avec de la meélasse pure.
el les rendements en aleool sont indisculablement supé
rieurs.

La plupart des espéces de levure de biere fournissent une
sucrase peu resistante, mais leur altérabilite plus ou moins
crande dépend surtout du milien de culture ot elles se sont
i.|l"\'l.‘]f]mn"r.'f-'1.

La sucrase séerétée par les levures cultivées dans les mé-
lasses possede une reésistance mférieure a celle de ces mémes
levares cultivées dans un monit de grains ou de mall.
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Ciet allaiblissement de la résistance n'est due, ni i la nature
«e invertine séerélée, ni au conlacl prolongé des substances
salines; savérilable canse provient plutdtdu brusque passage
des ecellules d'un milien dans un autre.

Nous avons constalé que les levares capables de produire
la fermentation de mdélasses faiblement concenlrées peuvent
¢tre amenées a eflectuer la fermentation complele de morits
Ires concentrés, & condition d'acclimater ces levares au nou-
veau milien en lear fourmissant graduellement des liuides
d'une densité croissante.

Les changements {|11i S0 Ju'mlu]ﬁt‘nl dans Ia résistance
d'une suerase par Pacclimatation au milien peuvent étre
mis en lumiere par les experiences suivantes :

On extrait la sncrase des levares aux diflérents stades de
I"'acclimatation et on Dessaie parallélement sur une solution
de sucre pur el sur une solution de suere additionné de
cendres de mélasses. On conslale amsi (jue L levure a {1{:(|11i5
de nouvelles propriétés el fournit une diastase qui s’altére peu
en présence des substances salines. Ces nouvelles propriéles
acquises par les levures sont du reste des propriélés passa-

geres (1).

(1) Ces c:xpl'*t'fl‘nccﬁ anEcnl une lumiére foul i fait parliculitre sur le
mecanisme de acelimatation ainsi que sur l'individualité des diastases.

En détudiant la sensibilité des levares de hitre & Paction des dillérents
antisepliques, nous avens ¢tabli qu'on peut arriver i acelimater des levures
A des doses relativement fortes de ces agents. (Cest ainsi quune levare de
biére qui se montre déja tres-sensible a 1 action d'une dose de 1o milli-
grammes d'acide luorhvdrique et qui ne donne plus de fermentation dans
le moal nutritif peut étre amendée a se multiplier en présence de doses
3o fois plus fortes de cet acide et 4 donner des fermentations trés aclives.
Cette acclimalation uxigc Liu'mi habilue la levure 4 des doses croissantes
de cel antiseplique.

Les cellules ainsi obtenues acquiérent des propriélés caracléristiques :

Le pouvoir fermenl est considérablement augmenté, tandis que la
faculté de multiplication est réduit a ses derniéres limites.

La levure acclimatée aux antisepliques conserve la propriélé caracté-
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La dilliculté de U'inversion dans la fermentation des mélas-
ses peul encore provenir d'autre chose que de Pinsuflisance
de la snerase de la levare. Ainsi, une grande acidité des monils
ou une forle teneur en sucre peuvent preduire un ralentis-
sement dans la fermentation.

L'exees de sucre agil défavorablement par suile de aceu-
mulation de Paleool dans les moiils. En In‘{'-:-a{*m‘{?{lu 2 pour
1oo daleool, la foree {liﬁ:-ilu'l:-i-il{lii‘ esl Ii:r'jfi influencée el en
présence de 1o pour 1oo Uinversion marche excessivement
lentement.

Lacidité des moiits, telle quelle se rencontre dans la pra-
tique. n'agit pas directement sur la sucrase et le relard

ristique de leur résister pendant des mois entiers, méme lorsquon la
cultive journellement dans des motils exempls de I'agent anquel on l'a
accoutumée. Lacclimatation a done produil un changement profond dans
les cellules, changement qui se transmel d'une génération a lautre.

On remargue tout aulre chose dans l'action des substances salines sur la
levare.

La résistance que la sucrase arrive i acquérir par |acclimalation com-
mence a s affaiblir aussitot que la levare se trouve de nouvean dans un
milien exempl de sels.

Les propriétés de la sucrase sonl done e strictement lides i la COmpo-
sition du milieu. Ce fait est en contradiction avec | hypothese de l'exis-
tence de dilférents enzymes agissant sur le méme corps et produisant les
meémes réactions chimigques

Dapris celle ||3.' pr_nt|u'~5.u, en eflet, il existerait différentes sucrases, La
sucrase de l'aspergillus niger. par exemple, serait une aulre substance que
la sucrase de la levure, ete. 1l faudrait encore distinguer enltre les sucrases
des différentes levares, puisque celles-ci ne sont pas également sensibles a
la température et a lacidite du milien. La résislance variable de la sucrase
aux agenls chimigques pourrait ¢videmment conduire a de nouvelles dis-
tinclions, mais ces derniéres distinclions seraient absoloment illusoires.

La dilférence dans le mode d'action en présence des substances chimi-
ques provient, non pas d'un changement dans la nature de la sucrase,
mais bien dans la dillérence des milieux extérieurs.

La méme chose doit se passer pour les sucrases de diverses provenances,
offrant des |1|‘f}priélf‘s diflérentes.

En effet dans les cellules qui la séerétent. la diastase est accompagndée
de substances différentes qui modifient ses propriétes.
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observé doit étre lnlutq‘ni altribué & des fermenls élrangers r[n]
sp (Iu'-'l.'(-lnmwni dans le modit & la fvear de eelle acudilé.

Dans des mélasses diflicilement fermentescibles, nous avons
1solé des hitonnets qui produisaient une laible acidification
dans des moiits sucrés. De tels ferments arvétent manifeste-
menl la fermentation alcoolique. Ces microorganismes agissenl
aussi sur la levure dans les monls de grains, mais ils se
montrent surtoul dangereux dans la fermentation des saceha
POSesS .,

In |1|'1’*.~:{'|I{‘|r: de ces m'g.'miram{-ﬁ la fermentation des solu
lions sucrées s arréle au moment on le moil a encore une
faible acidité et ot une grande quantilé de sucre n'est pas
encore ranslormee.

Les troubles dans la fermentation des mélasses provoques
E'IHI‘ Hllili," {11] III:-I,J'Hllll.'-': lil‘I sncrase sonl Elf‘(f(ll”l]‘ﬂg“fzﬁ l]l".": F}-]”ll
lomes suivanls ;

La fermentation marche régulicrement au debut, mais au
moment ot 30 pour 100 environ de sucre est transforme,
c'est-ii-dire avant la fin de la fermentation principale, on
constate brusquement un ralentissement sensible, puis un
arrét qui se prolonge pendant des heures entieres. La levure
se dépose lentement; il se produit pen & pen de nouvelles
:|u.'u|lil{"ﬁ de sucrase el la fermentalion recommence, souven|
méme avee une grande énergie. Il se produil ensuile un
second arrét qui est généralement définitif. Le moit en fer
mentation contient souvent i ce moment des quantités nolables
de suere non interverli.

Telle est la marche du phénomene, lorsqu'on travaille en
présence d’antisepliques.

Dans le cas contraire la fermentation prend une tout autre
allure.

Au moment du ralentissement, le moit envahi par le fer
ment devient franchement acide. La levure dégénére et la fer
mentation une fois arrélée ne recommence plus, ou, du moins,

ne le fait que tres faiblement.






CHAPITRE VIII
AMYLASE

Présence de 'amylase dans les cellules végétales et anmimales, — Pré-
paration. — Méthode de Cohnheim. — Méthode de Lintner, — Mdéthode
d'Effront. — Méthode de Wroblewsky, — Propriétés. — Influence des
¢uantités, du temps, de la température. — Influence des agents chimi-
qques : acides, alcalis, sels, — Substances aclivant 1'action diastasique.

L'enzyme nommé amylase ou simplement diastase est un
lerment soluble hydratant 'amidon el le transformant en
maltlose el dextrines.

L’existence de cet enzyme a été, pour la premiere fois, cons-
latée dans le gluten, en 1814, par Kirchoff. Dubrunfaut.
Payen et Persoz onl ensuile poursuivi 'étude approfondie
de cetle substance.

L’amylase est tres répandue dans la nature. Elle se trouve
dans l'orge, 'avoine, le riz, le mais, et, dune facon générale,
dans toutes les eéréales.

Les grains crus sont peu riches en diastase, Pamylase se
formant surlout au cours de la germination.

On a constaté la présence de 'amylase dans les tubercu-
les de pommes de terre ainsi que dans les feuilles et les pous-
ses de différentes plantes.

La transformation de 'amidon en hydrates de carbone
assimilables par les cellules vivanles se faisant généralement
sous laction de lamylase, on congoil que celte substance
joue un role trés important dans la formation des tissus vé-
gétaux. Toutelois la transformation de 'amidon ne se produit
pas loujours i l'aide de F'amylase et, par le fait qu'une cellule
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optre la transformation des matiéres amylacées, il n’est nul-
lement pProuye qu't:-llr‘. secrete cette diastase.

Nous verrons plus loin. en effet, qu’il exisie encore d’au-
tres enzymes agissant sur l'amidon en le rendant assimilable
et propre a la construction des lissus.

Wartmann a soutenu que assimilation de 'amidon ne se
fait pas toujours sous l'influence des enzymes et il a cru
l.!.{r:“IUl'III'I"'i' {E:I.lﬁ"' Il‘ EH"(IIH[I:I:]?""”]?! .‘;{_‘Ill l}l‘llt. ]._'h'll‘ ]“i—l'l'lﬁl'l]ci l]-['l’_'l-'
duire une action dissolvante et hydratante sur 'amidon.

Cette manicre de voir peut cependant élre sériensement
discutée. Il est vrai que dans les fenilles des plantes of il se
[‘H‘i}chlil une transformation lrés active de l'amidon. on trouve
généralement des quantités de diastase peu en rapport avec
le travail constaté. 11 est également vrai que souvent les liges
el les IJL'.'liUh':-:n ne' secretent pas de subslances actives, tandis
'[I“P{J“ ['I]J".IH'_HIE" [I:'"L"i [ et {!]'{‘._’,'e'llll"i'i LI fl'ﬁ-'ﬁi]ll”[]”{”l t‘ll{*l‘gi{]ll[‘!
de 'amidon. Mais ces faits ne sont pas sullisanls pour prouver
I'intervention directe du protoplasma dans hydratation de
I"amidon.

Le fait qu’on n’a pas réussia trouver de 'amylase dans des
cellules peut simplemeut provenir de diflicultés de l'ordre de
celles qui se présentent dans 'étude de la sucrase ; en d’aun-
Ires termes, l'amylase peut étre plus ou moins refenue a
Vintérienr des cellules ou entrer en combinaison avee d’an-
tres substances et devenir ainsi plus on moins soluble.

Ainst gque nous avons constaté pour le tannin, Pamylase
se présenle parfois sous une forme inactive, parce que les con
ditions dans lesquelles elle se trouve ont une influence dé-
favorable sur son action. En ce cas, elle acquiert de nouveau
ses propriétés, aussitot qu'elle est placée dans des conditions
favorables.

Nous savons, de plus, que Ueffet produit par un enzyme
Il{'-|}:*m,| surlout des conditions du milien el nous pouvons
bien admeltre que, dans les cellules vivantes, laction des dia-
stases est plus énergique que dans nos expérimentations.
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Il est ;H'Hhelhh‘, d’atllenrs, f|l|~.'n{-{' L I]II:IIIIHL" de subslanee
aclive indosable on peul oblenie des eflets {r'lll‘l','.i'if[llr':-'-. st les
conditions duo milieu se monteent favorables. Si done IETITAY
lase n'a pas ¢1¢ trouvée dans les différents orcanes végdélany
que F'on a examinés, on peul allribuer ces rvésultats nécatils
anx diflérentes ecirconslances que nous venons d’énumérer.
I1 nest done nullement établi que le protoplasma soil ca
pable, sans I'intervention d'enzymes, d'hydrater 'amidon, el
toules les donndées que nous possédons sur les enzymes ten
dent plutdt & prouver que Fon se lrouve encore ici en pre
sence d'actions diastasiques.

Lamylase se retrouve encore, d'apres :||u‘|[||w:-a anleurs.
dans les moisissures. Ainsi, aspergillus niger, le penicillum
glancum, cultivés dans des conditions déterminées, séeréte
ralenl une cerlaine quantité d’amylase, mais la présence de
celle diastase dans les moisissures est cependant trés rare.

La dhastase hydratant 'amidon se rencontre, non seulement
dans le regne végétal, mais anssi dans les séerélions ani
males. On constate sa présence dans la salive, dans le sue
pancréalique et dans le foie.

La présence constante de la substance aclive dans la sa
live peut étre atlribuée & deux causes diflérentes :

On peul admettre que Famylase esl séerélée par les glan
des salivaires, mais on peul admellre aussi qu'elle est due
aux ferments figurés qui se trouvent dans la bouche et qui
se nourrissent de matieres amylacées.

Claude Bernard, qui a étudié celle guestion, se montre par
tisan de la dernicre hypothicse. En chauflant de la salive & 100",

¢ la substance active.

il a constalé la destruction t'[!ii]]i”"t' {
Celte =alive avanl perdu la tn‘npri:"l_l" d'agir sur amidon
redevient active lorsqu’on Pabandonne pendant quelgque temps
a la température ordinaire.

Il attribue ce phénomene an développement dans la salive
de nouveaux ferments capables de fournir aun |i¢|uit|{‘ ambiant

de nouvelles quantités de diaslase.
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Lapparition de la diastase pourrait eependant éire expli-
quée par Faction de la température sur les ferments de la
salive. Certaines cellules qui n'ont pas été détraites par la
chaleur retiendraient encore de Pamylase, el celte diastase.
lorsqu’on abaisse la température. se diffuserait dans le liquide.

Quoi quil en soil, "apparition de Famylase dans la salive
peut s'expliquer autrement que par une scerétion des glandes.

Pour résoudre définitivement cette question, il faudrait répé
ler Fexpérience de Claude Bernard en se placant dans des con-

ditions ot U'intervention de toul ferment figuré pat élre evilee.

Préparation de 'amylase. — L’amylase peul élre pré-
cipitée de ses solutions, soit par entrainement, soit par l'ac-
tion de aleool.

Daprés Cohmheim, on peut extraire la diastase de la sa-
live par la méthode suivante : on acltive la salivalion en
rincant la bouche avee de I'éther. La salive est alors recueillie
el additionnée d'une faible dose d'acide |}hu~.~'pl]{:;'i[|||ﬂ. Le
liquide acide est ensuile neutralisé avee grande précaution i
I'aide d'ean de chaux tres diluée. 11 se forme ainst un phos-
phate de calcium qui se |1rt'-{'i|ﬁ[{- en enlrainant la diastase ainsi
que d'autres maliéres azolées. Ce précipilé est séparé par
liltration, puis lavé sur le filtre avec un volume d'eau égal &
celui de la salive employée. Par le lavage, la diastase entre
en solution. On la précipite de cette solution par une addition
convenable d’alcool.

La }1|'J'=|u.-_1[';|l'|n|| e ]'.'1111:.'].'1.*:9 se fait beaucoup plus facile-
ment i Paide d'une infusion de malt. Payen a conslaté le
premier que les substances aclives d'une infusion peuvent
¢tre précipitées de la solution par une addition convenable
d'alcool. Le produil qu'on obtient ainst  esl malheureuse-
ment loin d’étre pur; de plus, il est tres altérable & 1'air.
s‘oxyde et devient (res facilement inaclil” en prenant une cou-
leur tres foncde.

Laltération de I';nn_}hlsc est facilitée par les substances
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dlrangeres précipilées en méme lemps que la diastase par
I"alcool. On a proposé dillérents Moy ens pour éviler ces imeon
vénients. Payen el Persoz conseillent, par exemple, d’ajouter
i Uinfusion de malt une quantité d’alcool insuflisante pour
[:n'-g-]kpilm* la diastase, puis de porter la solution ;nlnmiizluv i
la température de 70°, température qui, dapres eux, élimi
nerait de Uinfusion les maliéres ¢lrangeres, particuliérement
les maticres albuminoides. Celle optralion lerminee, on sCpare
les substances coagulées du li:illiih- lilli' les renlerme el on
ajoute un exces d'aleool pour provoguer une précipitation de
Famylase. :

Par celle méthode. on oblient un |}I‘:1c|llil blane el peu al
iérable, mais ne possedant :|I|~llr]tl aclivité tres [aible.

On oblient des résullats beancoup plus appréciables par la
methode de Lintner :

Une partie de mall linement broyée est diluée dans 4
parties d’aleool & 20 pour 100 on laisse macérer pendant
2/ heures ; on sépare ensuile le liguide du malt, on le {iltre
¢l on ajoule 4 chaque volume de liquide filtré 2 volumes
("alcool absolu. 11 se forme ainsi un precipite floconnenx ;
on décanle la partie claire et on mel le précipité sur le filtre.
\prés un premier lavage & Paleool et a Péther, le préei
pilé est broyé dans un petit mortier avec un peu d alcool ; 1l
est replacé ensuile sur le filtre el soumis & un second
lavage a lalcool et & I'éther, puis desséché dans le vide.

Par cette méthode on obtient un produit que Lintner
nomme diastase brule el que l'on peut encore purilier par
dissolution dans U'eau el précipitation par 'aleool. Celle puri-
lication condwmt & un |Jt'{:(|uit ( une runlp:'mﬁi[inn conslante.
iais peu actif’

Cette méthode donne de bons résultals, & condition que
les opérations soient pratiquées avec une cerlaine rapidité
alin d’éviter que la diastase précipitée ne se trouve au con-
tact de Pair avant qu’elle ne soit completement déshydratée.
Toutelois, le produit obtenu est tres riche en cendres ainsi
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(u'en maliéres étrangéres qui ont été précipitées de U'infusion
de malt par 'aleool.

Pour aboutir & des produits plus purs et plus actifs nons
conseillons d’'employer un aulre procédé.

Pour diminuer dans Uinfusion de malt la quantité de

substances exlraclives 1|||i ne possedent pas de ]mln'nir dias-

lasique, on provoque une fermentation aleoolique de eetie
infusion avee des levures prealablement soumises & un
régime trés pauvre en azote. La fermenlation alcoolique,
PrOV rqllﬁv par ces levures dans U'infusion de malt, détruit une
grande partie des hydrates de carbone, élimine une quantité
considérable de maticres albuminoides el de sels, tout en
laissant la diastase absolument intacte.

Voict comment on procede : on fail macérer 100 grammes
de malt réduit en poudre avee 300 grammes d'eau & la tem-
pérature de 30 pendant 18 heures. On remue le mélange de
demi-heure en demi—heure. Les dréches 5:'-|1.'||'ﬁt-.-: par ]n‘{*:a:-:inn
du liquide sont tamisées el lavées & l'eau; I'ean de lavage,
Joinle au liquide de la macération, est soumise & un filtrage.
Le produit de la filtration est amené a 300 centimetres cubes,
additionné de 1o grammes de levare de biere et abandonné
a la If'1!]p|1"|'ellllrl:1 de a8° |}l."I]{I-ElIl|. A8 heures. On filtre ensuile,
el au liquide limpide on ajoute 700 centimétres cubes d'aleool.
].--'l Il'.\'lll'ﬂ {lll‘H]l {‘llll}ll}i!‘ ]HFIII’ E‘{"”_[" IJ!'["IHEI‘EI'EHH (IHE{- il\':'fll‘
tout d’abord séjourné pendant 24 heures dans une solution de
sucre a 10 pour 100. La fermentation fait perdre a la levure
L |l:u'lifr de son azote et la rend trés avide de malieres

albuminoides.

Avee 1oo grammes de mall nous avons oblenu de 3 &
3.0 grammes d'une substance blanche ayant la méme aclivilé
que So grammes du malt employeé.

Une nouvelle méthode de préparation de la diastase a éé
proposée récemment par Wroblewsky qu prétend que la
diastase préparée par les méthodes ordinaires se trouve tou-
Jours melangée & un pentose, 'arabane. La méthode consisle
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en une précipitation fractionnée provequée par Faction des
sels.

L anlear u.inut(.h, roulle 4 goulle, i une solution 1f'sl|n_\ lase.,
du sulfate d’ammoninm  jusgqu’a ce quil se produise un
trouble dans la solution. A ce moment le liquide contient 5o
pour 1oo de sulfate d'ammonium : laissé en repos, pendant
[II_I{'II{H{' Lemps, il se |1|'n:|||it un precipilé compose de }H*I]lﬁ
flocons j:lllI]E.'l[!'l'E:-'-. |m'~:'ii1ilt'~ que l'on sépare el liu'nn lave avee
une solution & 54 pour 1oo de sullate d’ammonim.

Ce précipité est tres actil: ajouté & une solution d’amidon,
il le transforme complétement el presque instantanément en
sucre. Yapres Paateur ce dépdl serait uniquement composeé
de diastase.

lLe |i;{111:|p dont on a :al'*lmrﬁ le préeipité est additionné &
nouvean de sulfate d'ammonium _ill.-ar[u':fi la dose de Go
pour 100 ; il se pr:][llli! alors un nouvean ih’*p:'][, r|l|i, :-'q'*[l:ll't‘:
lavé et examiné, a élé reconnu comme étant un mélange
d'un pentose, Farabane et de diastase.

Enfin, dans une troisitme opération, on reprend le second
liquide séparé de son préeipité, on le sature par le sulfate
d’ammonium el on recueille un nouveau produit unicue-
menl composé de pentose. 1l en vésulte que quand on veul
obtenir un produil tres actil on doil prendre le premier pré-
cipit¢. obtenu dans la solution contenant o pour 1oo de
sullate d ammonium.

Lamylase préparée de celte facon est trés soluble dans
I'cau. Elle ne se coagule pas par le chauflage, soit en solu-
tion neutre, soit apres acidification par acide acétique ou
I"acide chlorhydrique & faibles doses.

Une forte addition d’acide chlorhydrigque produit eepen-
dant, par le chauflage, une coagulation sous forme de légers
locons. La solulion d amny lase, additionnée d'une certaine dose
d’acide t1]1!'i(|llf*. donne un !{r"E_f{"l' |H'l":']pil:" f|111 se redissont dans
un exces de réactif. Elle fournit la réaction de Millon, celle

du bimret et la réaction x.'mI]H_:—Emrl:'-i{iu{-. Sa solution addi-
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tionnée de bichlorure de mercure laisse déposer un léger
précipite. Liacide tannique ajoutée & la solution d’amylase
produit un volumineux précipité soluble dans la soude
élendue. Celte solution alcaline prend une légere coloration
quand on Fabandonne & Fair & 50° mais ne perd pas com-
pletement son pouvoir hydratant.

[amylase obtenue par Wroblewsky a donné a4 lanalyse
une leneur en azote de 16,53 pour 100.

Proprietés de 'amylase. — L’amylase est douée de
deux propriétés distinetes : elle iquélie Fempois et elle trans-
[orme Pamidon ainsi que la dextrine en maltose.

Les deux l:r{':}u'i{’-.lu'-ﬁ de cette diaslase peuvent facilement
¢lre mises en ¢vidence par les expériences suivantes.

Dans 100 centimétres cubes d'ean maintenue i 1'ébullition.
on ajoute 1o grammes de [écule de pommes de terre diluée
dans 20 centimétres cubes d’eau ticde. Le mélange forme un
empols épais qui acquiert encore plus de consistance quand
on le maintient pendant cuelque temps au voisinage de 100°.
On ajoute a cel empois quelgues :*.r‘nlhn_z"li't‘:-a cubes d'une
infusion de malt et on laisse le lout dans un bain-marie A
la température de 70°-75°. La masse pdteuse ne tarde pas
a se fluidifier et dans un délai plus ou moins court, suivant
la force diastasique de l'infusion. 'empois est transformeé en
un liguide transparent traversant le filire en papier.

Ce liquide, d'un goit fade. contient des dextrines el seule-
ment des traces de sucre. Il fournit avec la teinture d’iode
une coloration bleue intense. On refroidit cette solution de
dexlrines el on aj{:liln de nouvean un peu d’inlusion fiu‘ml
laisse :Ig]r A la I|‘1‘11||{:'r.'ll11r(- de Do-6o®. Si1 'on l}n"]{':w de
temps en lemps des échantillons el qu'on les analyse on
conslale que la dextrine disparait graduellement et qu il
apparait dans le liguide un suere réducteur: le maltose.

Les RIlnngt}!'u{?nls suecessifs {]uf 5'|1|3{-|*(‘;nl. dans le moiil
de dextrines, sous l'action de [l'infusion de malt, peuvent
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Sre facilement suivis 4 Vawde de la teinture d'iode. La colo-
ration bleue foncée, obtenue dans la solution d’amidon par
iade, s'aflaiblit graduellement au fur el & mesure que la
H;Iﬂrllill'i“{'illi”” L EHHII'L‘H‘I.I - [)II lrFIIil‘rH.. A CONIr= fll' I-'l. F-EI'['I"IHI.
rification. toule une série de nuances. Du blea foned (que
donne amidon, on passe au violet, |:|||i:-: an rouge, |m'|.~: au
jaune. Enfin, lorsque la saccharilication est fort avaneée,
I'tode ne donne plus de coloration.

L’action, & la fois saccharifiante et liguéfiante de Pamy
lase a soulevé un doute sur Uindividualité de cel enzyme.

On a énis Phivpothese que Fon se trouvait en présence de
deux enzymes diflérents. parce gue les deux fonctions diasta-
siques de Pamylase se manifestent & des températures tres
différentes el que la saccharification et la ligquéfaction sonl
influencées trés diversement par les conditions chimiques el
physiques dua milien.

Toulefois, nous devons écarter, du moins jusqu'a ce
qu'elle soil établie par des preuves cerfaines, celte interpré-
lation qui apporte une nouvelle complication & 'étude de
I"amylase.

{:!!lll' II:\:I'IE]'_IH:‘!‘“" ne HPI':'IiI i'll'ﬂ"‘."'l'l'[T'l]'!ll1l [I"ﬁ "ﬂl Isl'}l'l ]'Il}“\ﬂ]'[ i!“-lllll‘E'
compléetement chacune des fonctions de amylase, ¢'est-a-
dive obtenir deux produits ayant I'un, uniquement le pouvoir
liquéfiant I'autre, unigquement le pouvoir saccharifiant.

Celte séparalion n'a jamais pu élre faile, au contraire. En
mainlenant U'infusion de malt a 70" on favorise, 1l est vrai,
surtout la Iiiil.l[r‘ﬁli.‘f[i{lll. mais le produit obtenu contient aussi
une faible quantité de suere. Si. an contraire, on maintient
la température de telle fagcon qu’elle favorise la saccharifi
cation, ¢ est-a-dire & 50"-00", on p]'udlllf. en meéme temps,
une faible iiqlu'*l'.'lrilm'l.

Influence des quantités. — L'¢lude de laction de
'amylase conduil & des conclusions analogues & celles qu’a
[ournies 'étude du mode d’action de la sucrase. On conslale

Errroxt. Les Enzymes. 0)
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en effet si 'on suit la marche de la saccharification que la
quantité de sucre formé au début de hydratation est pro-
portionnelle & la quantité de diastase employée. Dans la suite.,
quand le dédoublement de 'amidon est plus avancé. cetle
|11‘{u11m'li{:il|m|ill" cesse dexister.

La marche de la saccharification. lorsqu’on emploie, pour
la méme quantité d’amidon, des guantités eroissantes d’amy -
lase. est indiguée par le tableau suivant :

LA NTITE 0 UANTITE
1}1 INFUSION DE MALT DE MALTOSE
EMPLOYEE PRODULT
| o 0.1
3 0,01
] 0.4
14 0, o
13 [,
eTh) 1,1
a0 I.%

En arrétant Paction de la diastase apres une heure, dans
une saccharification faite & 50° en présence de doses diflé
rentes d':ml:.']:l.-::‘. on constate ({11’;1\{*1.‘- 3 cenlimetres cubes
d'infusion de malt on oblient sensiblement 3 fois plus de
maltose qu'avec 1 centimétre cube.

S1 1on augmenle encore la dose de diastase. on constate
un aceroissement de la quantité de maltose formé, accrois-
sement qui est, cependant, de moins en moins régulier. Au
deli d'une certaine limite la quantité d'infusion n’influence
l}lurz la marche de la saccharilication, {|nni{|lu" A4 ce momenl
toutes les dextrines contenues dans la solution ne solent pas
encore transformees.

Dans I'inversion par la suerase nous avons constalé une
marche analogue. Toutefois. 'analogie n'est pas compléte.

Aveec I'amylase la proportionnalité se maintient jusqu’au
moment ot environ 4o pour 1oo de lamidon mis en travail
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est transformé, tandis gquavec la sucrase la proportionnalité
ne se montre plus lorsque 15 pour roo du suere se trouve
interverti.

En outre, le ralentissement & la {in de action est beau-
coup plus prononeé dans le cas de Famylase que dans celui
de la sucrase.

Action du temps. — Lorsquon éludie laction du temps
sur la marche de la saccharification, on conslale de nouveau,
au commencement de Uaction, Uexistence d une proportion
nalité el, ensuile, un ralentissement qui s’accentue de plus
en plus an fur et & mesure que la transformation de 'amidon
avance.

Pour melttre action du lemps en évidence nous [aisons
agir une faible quantité de diastase sur un empois d’amidon
1 1 pour 100; nous prélevons des ¢chantillons de temps en
temps el nous déterminons la quantité de suere formée.

Voiet les résultats oblenus a la température de 50° :

NUMERDS DUREE DE |..'Ll:']'|l.:l:‘i MALTOSE PRODUIT
DES I.:.I.:I[ﬂ..‘i'l'll:,!.ll.‘i:i EN MINUTES S,
1 10 0,00
2 S0 0,007
D ficy 0,21
A [ a0 0, 50
2 240 0,03
[} i 0,50

Dans les 4 premiers échantillons la gquantité de maltose
[ormee esl presgue proportionnelle & la durée de 'action.
Dans les aulres la proportionnalité cesse d’exister el il esl
intéressant de constater qu’au moment ot le ralentissement
commence il y a dans le liquide & peu pres 4o pour 100 de

maltose formé. Clest done le rapport entre les quantités de

produil transformé et non transtorme cui influe sur la marche
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de 'hydratation. C'est ce rapport qui détermine Uarrét dans
la proportionnalité.

Si. an hen {l.{‘.lllflli'h}'f‘l‘, comme on vienl de le faire, une
guantité tres faible de diastase, on répete le méme essai avee
des doses doubles d’infusion, toul en t'.-n'||1|n}':1r11 la méme
quantité d’amidon, on constate que la proportionnalité s'arréte
déjh apres la premiere heure d’action. Sila quantité de dias
lase esl encore augmentee, la marche de la transformation
devienl irréguliere apres quelques minutes.

Influence de la température. — En saccharifiant un
empois d’amidon avec des infusions de malt a dilférentes
températures pendant 15 minutes. Kjeldahl a obtenu les ré-

sultals suivants :

TEMPERATURE POUVOIRS REDUCTEURS
18, 0 _ 17,5
35 30,5
o4 1.5
(i h2
GG, 5 34
(il 2()
'F{] ]'8

[action de 'amylase est trés lente & 0°. Vers 30° la sac-
charification commence & marcher rapidement et Pactivité
des ferments augmente ensuile trés rapidement d’intensité
jusque vers Go®. Passé 6o, la production de maltose va en
diminuant et & la température de 70°, qui est la température
la plus favorable & la liquéfaction, la guantité de sucre produit
devient insignifiante.

I\jeldahl et Bourquelot ont constaté que Pamylase, main-
tenue pendant quelque temps & des températures supérieures
4 60°, se comporte autrement quune diastase non chauflée.

Une infusion de malt maintenue pendant 10 minutes &
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diflérentes températures el introduite ensuite dans un empiois

i Do° |}|‘:'::|Ilil des réactions tres diflférentes :

I infusion de malt a (37 fournit (3 o/o maltese, 37 ofo dextrine.
chaullée alig* — Jdofo — G ofo —
pendant 10 minutes | a7o0 — 17,4 — 82,6 -

La I{'||||u"r:t||||'v A ]nqllf'”c' 0On |1|‘l";1!u11|1‘!m=111 }rnI'I:" I"'in
lnsion a done p;'uduii L1 c‘lu.‘my'{-nwnt dans le mode d’action
de lamylase. La diastase chaullée détermine un dédoublement
de Pamidon d’aprés des équations qui différent suivant les
lempéralures auxguelles on a porté 'infusion.

Pour rendre évidente I'influence de la température sur la
marche de la saccharification, on peut encore laire P'expé
rience sulvanle :

On chaufle une infusion de malt pendant 12 heures i 687,
puis on essaie son pouvoir ferment en le comparant a celui
de la méme infusion non chauflée. On fait agiv & 50° sur un
empois d'amidon & 1 pour 100. 10 centimétres cubes de
I'infusion non chaullée el 1o centimélres cubes de la méme
infusion chaullée |Jl‘l'*41]ﬂh|{'lni'.n[ a 68°.

On obtient dans le premier cas 0,6 de mallose et dans
le second 0.3, La force i“:"lﬁ'ilréilill(":'l done diminué de moilié.

On peul maintenant essayer la force de 'infusion chauflée
a 68° dans des empois 4 différents degrés de concentration :

1o°¢ d'infusion ont donné dans un empois i 1 0fo. . 0,3 maltose.
. — 2o0fo. . o, —
— — A R =—

Dans I'empois & 2 pour 1oo l'infusion chauflée donne un
travail normal, ¢’est-d-dire fournit la méme quantité de suere
que si elle navait pas é1é chauflée. Dans 'empois & 3 pour 100
I'infusion, maintenue 4 68°, fournit une quantité¢ de sucre
encore plus grande.

La variation d’énergie de I'infusion, suivant la coneen-
tration de 'empois, devient plus frappante si 'on remarque
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- que dans les 3 essais cités plus haunt il s'est formé des gquan-
lités de maltose proportionnelles aux doses d’amidon con
tenues dans lempois. On a toujours oblenu 30 pour 1oo de
maltose.

L'infusion chauffée conserve donc toules ses propriéteés
quand il s’agit de produire des dédoublements limités, tant
que hydratation ne dépasse pas 30 pour 100, mais celle
mfusion ne peut plus produire d’hydratation plus profonde.

On cherche & expliquer la différence d'action de la dias-
lase chauffée et de celle qui ne Test pas par Ihypotheése
qu’il existerait différentes especes d'amylases. Ces diverses
diaslases [u'n-;:-al:{lrrrz!irr11 des températures différentes de des-
truction et de coagulation el dédoubleraient différemment
I"'amidon.

D apres cette theorie, en chauffant 'infusion & 68°, on
exercerail une action défavorable sur les diastases produisant
des hydratations profondes, ¢’est-a-dive donnant peu de dex-
Irines el beaucoup de sucre, mats on lasserait intactes les
diastases effectuant le travail contraire, ¢’est-d—dire formant
beaucoup de dextrines et peu de sucre.

Les enzymes produisant une saccharification peu pro
fonde agiraient, d’aprés cette hypothese, trés favorablement
lorsque 'on met en présence de infusion chauflée de grandes
quantités d’amidon. Dans ce cas particulier on conslaterail
que la hausse de la température ne produit ancune altération
des diastases.

Nous aurons l'oceasion de revenir sur cette hypothese,
mais disons, dés & présent, qu'elle ne concorde nullement
avec les fails que nous exposerons plus loin.

Influence des agents chimigues. — Les conditions du
milien influent & un trés haut degré sur Faction de I'amy-
lase qui se monltre tres sensible vis-d-vis de toule une série

|
de substances chimiques.
11 < ™ 'Flliﬂ (LA LCannas O ]L"I_"]"'-l" ! = 1 il & e =

On a dej longtemps ol que le moindre change
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ment dans Pacidité du milien exereail une influence mani
feste sur la marche de la saccharification par la diastase. On
admel, généralement, que laction diastasique peut élre
favorisée par des doses trés faibles d'acide el ¢ue, par une
acidité plus grande, on arrive & ralenlir el. ensuile, & arréler
completement la marche de 'hydratation.

I\:j{rhlelhl a, le 1}l'{‘u|if‘|‘, ctudié avee méthode influence de
acidité du mlien.

Il se serl pour celle {“x[}:"!‘i{'lu‘i? de |i{|[ti:lﬁ-& dextrinés.

Dans une série d'échantillons de 100 cenlimétres cubes, il
-'I_il}lllt"."- |}mu'1h‘ NeIes {[11.'1|!1i|=":-a d infusion, de malt et d'eni-
pois, des quantilés :|il|1'~|'l'[1h~:-a{|'m'ftl{':-tu]f'uriqm'. laisse la sac-
chartfication se produire pendant 20 minutes i la lempérature
de 59® el dose ensuite le suere formé.

L'influence des différentes doses dacide sur la diaslase se
lrouve résumee dans le tableau suivant :

5«ll=|l! MO 1O |J1[".\'[|'{}[".‘= ACCROISSEMENT
EN MILLIGEAMMES EX SUCHE
0 o, 44
I o, 47
3 0, 4y
2,3 o, h8
3 o, 43
3,5 0,27
i 0,13
(i 0,07
10 0,01

On voit ainsi gu'une dose de 1 a 2 1/2 milligrammes d’a-
cide sullurique produit une action favorable, tandis U une
dose de 3 1/2 milligrammes provogue un ralenlissement gue
l[["‘ﬁ {IH:'i[‘:': Slltlir!'l'il“lll'lf,"ﬁ :Il"l'["llll'l.l"“l {I{" l}l":-i. 11 I}I[I':i. _-"'l.\l."l."
1o milligrammes on obtient un arrét presque complet.

Si on compare la sucraze el 'amvlase au |minl de vue de
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leur sensibilité vis-d-vis des réactions du milien. on trouve
une différence tres notable entre les deux enzymes.

Nous avons vu que la sucrase produit son maximum d’eflel
dans un milieu acide. Au contraive, 'influence favorable des
acides est lrés peu prononcée pour Pamylase.

Pour la diastase ilervertissant le sucre de canne, le miliew
naturel est un milien acide. Au contrairve, I.l‘I]}'.:MH[' pro
duisant le maltose, bénéficie trés pen d'une faible acidité el
se montre dune sensibilité extraordinaire vis-h-vis de doses
|1|||:4 fortes d acide.

Les ehallres in{li{Im'-:-; par ]\jt‘h[elm ne doivent {'{“|]['II[1{1H’[ pas
¢tre considérés comme conslants, car, en se placanl dans
d'autres conditions que lui, nous avons trouvé des résullals
fout a fait diufférents.

Nous avons }n'i:-i une infusion de malt ilteée el avons addi-
tionnée de différentes quantités dacides sulfurique et chlo-
chydrique, puis nous avons déterminé le pouvoir diaslasique
de 'infusion avant el :llnl‘f-ﬁ I'acidilication. Nous avons oblenu

ainst les résullats suivants :

ACIDE FORCE DIASTASIQUE
MILLIGR AMMES POUR [OO0

_—

I L0

2 10

Acide sullurique. . 0 10}
0 IO

10 03

f 3 10

A cide chlorhydrigue. a 10f
Tir 075

Or, avec 10 milligrammes d’acide sulfurique, Kjeldahl a
constalé un arrét presque complet dans la saccharification
landis ¢ue, dans nos essais, cette dose d’acide s’est monlrée

presque sans ellet.
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On peut done conclure que le milieu. par lui-méme, pos
séde ic1 encore une influence au point de vue de la sensibilité
de 'enzyme.

L'orsqu’on ajoule un acidde minéral & wune mfusion de
malt, une p.‘u‘liu de cet acide se combine aux bases de 'in
fusion en déplacant des acides organiques qui, variant de
nature d'une infusion & Pautre, agissent plus ou moins éner
wiquement sur amylase.

L’action de lacide lactique sur l'amylase mérite une alten
lion particulicre car I'infusion de malt ainsi que le moit de
crains conliennent :..':'-llﬁl'u]mm-nl ces acides. 1l v donc lien,
dans la saccharification industrielle, de tenir comple de ces
lacleurs.

Nous avons etudhe action de acide |:|{'Iir1u{: dans des con-
ditions tres varices, el ces essas nous onl ameneé aux con
clusions suivantes : Leflet d'une dose délerminée dacide
sur la diastase differe suivant la durée de action el aussi
suivant la température. Les acides agissent, en outre, diver-
sement sur le pouvoir saccharifiant el sur le pouvoir liquéliant.

Les influences combinées du lemps el des acides peuvent
clre muses en cvidence par |'|*~;111"|'il*r1n'[~ suivanie : A une
infusion de malt, litrée sur le {iltre Chamberland, on :l_julll['
différentes quantités d'acide lactique, et on détermine la
loree diastasique apres 1 heure el aprés 12 heures.

ACIDE LACTIOUE POURK [O0 POLUNVOIR SACCHARIFIANT DI I..l‘\.l"li'ﬁ[tl.'\

e e o
CENTIGRAMMES ) :
APRES 1 HEURE APRES 12 NEURES
f i
10 18 It
100 (] i
oo a7 '

En laissant pendant 1 heure l'infusion de malt en présence
de foo centigrammes d'acide, & la température de 50°, on
constale une augmentation sensible du pouvoir saccharifiant,
landis que la méme dose d’acide produit un effet désastreux
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st on laisse I'action se prolonger pendant 12 heures. Le pou-
voir saccharifiant descend. dans ce cas, de 48 i 21.

On répéle ensuite la méme expérience en changeant seule-
ment la température. On abandonne linfusion & la tempé
rature de 55° pendant 1 heure et on détermine le pouvoir

diastasique.
ACIDE POUVOITR
EX CENTIGRAMMES DIAST 1‘:."_|'\:| L
10 ha
100 h1
hoo 20

Les doses d'acide gui ont produit une angmentation du
. = . ; = L i} i = Fuy : A
pouvoir diastasique a 30" agissent déja tout autrement a la
ternpérature de 55°.
A cette température les joo centigrammes d'acide ont fait
descendre le |ml|\.'c':ir saccharifiant de fo 4 20.
La sensibilité de Vamvylase devient encore plus évidente si
; I
I'on examine les changements produits dans le pouvoir ligueé-
liant, aprés 1 et 12 heures d’action, en présence de differentes

quantités d’acide.

ACIDE LACTIOURE POUVOIR LIQUEFIANT
- - —
EN CENTIGHAMMES . =
APRES 1 NEURE APRES I7 HEURES
i) Lo 10}
100 1O a0
I 1=
Ok A B

I_.I"'H l"hilllg["lll{‘lllﬂ I:I'I.]['! Il = ['HHHIHI{"IH Ilq"l,il‘.'w'- Il‘. '|“'|'||"|.'{Ii|"
liquéfiant nous montrent que, sous Pinfluence des acides,
angmentation du pouvoir saccharifiant de amylase se fail
au détriment du |}nmnil' ]if;llf’[ieml.

'l.|:r'|:1-.='~ 1 heure &4 30", foo l':*lllil'._:l‘mnm(*s font monter le
pouvoir saccharifiant de 48 & 57, mais, en méme temps, le

wouvolr liguéliant se trouve réduil presgue de moilic.
| | I |
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Nous verrons plus loin, dans le chapilre consacré anx
.-11}]1|i{'.'|lit:r1.-: industrielles, que la valenr réelle de la diastase
réside dans son pouvoir ligquéliant el que, par conséguent.,
I"'exaltation lu'n:luill‘! par I'acide est l:]ll:-a fictive (ue réelle.

Les réactions alcalines du milieu se montrent trés peu favo
rables & l'action de I'amylase. Toutelois, la diastase peut sup-
porter une cerlaine alcalinité sans s’altérer, car, lorsgqu’on
neutralise I'aleali, la diastase reprend de nouveau son activilé.

Le carbonate de sodium agit sur 'amylase & doses exces-
sivement faibles. En additionnant 1oo centimétres cubes
d’empois neatre de 5 milligrammes de carbonate de sodium,
Nows avons vil {Iilllil'llll'r ]{" I!“ll"i"“iT' f“ﬂﬁtﬂﬁifl"l‘ Llf‘ 20 pll"l'
100 environ. En présence de of,25 de soude nous n'avons
obtenu que le (uart de la :|1|.'||||Et{’- de suecre que la diastase
aurail donnée sans addition d’aleali. ”".'lpru"h' 1'{'-7{1}:"';1{‘"{*(* de
Duggan, la soude canstique & la dose de 2 milligrammes
produit déja un effet désastreux : sous son influence amylase
perdrait environ 73 pour 1oo de son activilé.

Les sels influencent aussi action diastasique, soil en acti-
vanl, soil en paralysant amylase.

Le bichlorure de mercure, a la dose de 1 millieme, agit
comme paralysant.

LLe chlorure de calciom, & la dose d'un centieme, diminue
de moiti¢ 'activiteé de I'amylase.

D’aprés Kjeldahl, les sels de plomb, de zine, de fer, ainsi
que alun paralysent action de la diastase et leur influence
plus on moins nuwsible peut étre exprimée par les chiffres
suivants qui indiquent la proportion entre 'action normale.
exprimée par 1oo, et I'action en présence des sels :

Azolate de potassium, 1o cenbigrammes,, . . B0
snllnlerlerzines o e S e G e 20
Sulfate de protoxyde de fer. . . . . . . 0
Alliie e s PR e L g st gl d e S TR 3

I}';||:|r€-.~: dilférents auteurs, le chlorure de sodinm, i la dose
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e un demi pour 1oo produirait déja un ralentissement no-
lable.

Nos essais n'ont pas conlirmé ces données. Avec le sel
{‘U]III[!{_‘I‘{'iH! [0S avons sonvent C““.."‘ltﬂt[}- e :l[‘li[!il ]'.IF_“'“‘
lysante, mais la méme chose ne s’est pas produite lorsque
nous avons emplové le sel chimiguement pur. 11 faut donc
plutot atiribuer & des impuretés Paction paralysante du chlo-
rure de sodinm commercial.

Il faut également ranger dans la classe des paralysants
I"alcool et la plupart des antiseptiques.

L'acide salicylique, le [ﬂu’-mul. I'aldéhyde formique, em-
I;l{u}'l'}_- A des doses minimes, agissent sur la diastase.

Toutefois, on ne peut pas ranger définilivement tous les
ilnliﬁl‘}lliljllpﬁ [I-',I,"E I.'l i"lﬂ“."ﬂ"nl" Lh".": Hll']ﬁ’[:ill('l"ﬁ Illliﬁillll”'ﬁ. [.i’l‘]'.-‘i[l'r\
picrique, par exemple, ainsi qu’il résulte de nos essals, n'agil
nullement comme paralysant ; son action se manifeste plutdl
dans le sens conlraire.

L'étude des conditions qui peuvent influencer la marche
de la saccharification présente un réel intérét an point de yue
pratique. Elle fournit des indications précieuses anx  distil
latenrs et aux brasseurs ainsi qu'd d’autres industriels qui
utilisent les propriétés de amylase.

En prenant comme but de nos travaux la recherche des con-
ditions favorisant 'action diastasique, nous avons fait intervenir
dans la saccharification un grand nombre de substances chi
micues. Ces essais n'onl pas répondu & toutes nos espérances.

Nous ne sommes pas arrivé a relever la valeur réelle d'un
malt par des substances chimiques, mais les résullats de nos
expériences jellenl une lumicere particuliere sur le mode d'ae-
tion de 'amylase et fournissent une base solide pour I'analyse
de la diastase.

Nous avons constatd (que toule une seérie de substances chi
miques peuvent favoriser & un trés haul degré la marche de
la saccharification par la diastase. Celle action favorisante
est cependant d’une nature toute particuliere et peul seu-
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lement étre mise en évidence lorsqu’on se place dans des
conditions délerminées,

A la série de substances favorisantes appartiennent les sels
de vanadium et d'alominium, les phosphates, ]1:1:-'-|'|.ili‘.il_;_j'il'll"_
les maticres albuminoides, Uacide pierique.

Pour éludier 'action de ces dillérentes substances sar la
lermenlalion {li.‘l:-i-l:‘l!-'-itllll‘. NOUs Avons m‘nlalf':}ﬁ deax méthodes
dillérentes.

La diastase a d'abord ¢té mise en contact direct avee le
reactif et ensuile introduite dans 'empois. Apres la saccha
vification on a dose la quantité de suere formé. Dans un essai
paralléle pratiqué, avec la méme quantité de diastase n'ayant
pas subt U'influence du réactif, on a déterminé la quantité de
maltose produit, et T'on a, finalement, comparé les résultats
des deux essais.

Dans la seconde série d'essais les réactifs ont été ajoutés
directement & P'empois dans lequel on versait ensuite I'infu-
ston de mall.

Dans nos essais-nous avons employé une infusion de malt
préparée a froid avee une partie de malt et jo parties
d'ean. L'empois d’amidon avait une densité de 1,015, Pour
chaque essai nous avons employé 1 centimétre cube d’in
fusion liltrée et 1oo centimétres cubes d’empois. La saccha
vilication a eu lieu & 50” pendant 1 heure.

Voier guelgues chiffres qui résument Uinfluence des diflé-

renles subslances chimiques.

MALTOSE POUR 100

D AMIDON
SIS ad A RON Coerm s 8 i e gl 8,63
Avee 0.7 de phosphale d'ammonium. . . bi1,b2
0,0 phosphate de caleium acide. . hG,1n
0,23 acélate d'alominium. . . . 02,40
0,22 alun ammoniacal. . . . . 56,30
0,25 alun polassique. . . . . . oh .oz

0,00 asparagine. . . . L h . b1, 20
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Par une addition de 50 milligrammes d’asparagine la
saccharification a ¢été environ 7 fois plus avancée que dans
les essais [émolins.

L'acétate d’aluminium peut produire le méme effet, mais
il doit étre employé a plus forte dose.

Les deux méthodes que nous avons employées ont fourni
des résultats différents pour le phosphate de calcium ainsi
que pour Ialun.

Pour les autres substances nous n'avons pas pu constater
de différence.

Les résultats ne changent pas si an leu d'une infusion de
malt on emploie la diastase précipitée par 'alcool. 1ls ne
changent pas davanlage si Uon effectue la saccharification &
différentes temperatures. 11 est bien évident que les quantités
de sucre trouvées varient suivant la tempéralure de saccha
rification, mais la différence entre les essais témoins et les
essais fails avec les diverses subslances reste toujours sensi-
blement la méme.

LUne série d'essats exéeulés dans des conditions trés varides
nous onl conduit anx conclusions suivantes :

1° Les substanees agissant favorablement agissent en raison

de lear {|11£I!]1i|l". ‘iu:-u{u?l une certaine dose maxima.

Ainsi, en prenant o,00) dasparagine, nous avons oblenu 25,5 mallose.

— 0,100 — —_ 37 ==
— 0,00 — —_ BT e —
—_ 1 gr. -— — Gr,2 —

9° Le maximum n'esl pas le méme pour loules les sub
lances favorisant I"action diastasique.

Ainsi Iasparagine el lacélate d'alumimium, aux doses ma-
vima, peuvent influeneer la fermentalion diastasigque beaucoup
plus profondément que les phosphates.

3¢ L’action excitante des substances chimiques se mani-
feste seulement dans la premiere phase de I'hydratation de
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I'amidon ; au moment on la saccharification est trés avancée.
elle cesse dagir,

[l résulte de ces fails que la méme substance peut pos
seder une activité tres diflférente, suivant les conditions dans
Il_"ﬁf{'l.ll;,"”{"'ﬁ (1 = I'l'ld'“'l" I'l'l}lll' {'\I}l:]‘i]!]["llll"r_

=) |1:||||:.|:|5|‘ s¢ lrouve en lu'np[:riinn trés faible par rap
port a Famudon a transformer, Ueffet des substances chimi
ques est facile & constater. Dans le cas contrairve, ¢’est-d-dire
en présence d'une plus grande quantité d’amylase, Ueffet des
substances chimiques se trouve réduit et, pour une quantité
de diastase pouvant a elle seule transformer environ Go pour
1oo d'amidon, les substances activantes n'ont plus ancune
influence sur l'enzyme.

Voicl une expérience cut mel en évidence 'influence de
asparagine en preésence de différentes quantités d’infusion.

Dans deux échantillons de 100 centimdétres {‘uht'stl't'lli}}(ri}a
on introduit 1 centimétre cube dinfusion de malt el on |.'I.'lf4:u*
la saccharification se produire pendant 1 heure & H0°. L'un
des échantillons est saccharifi¢ sans addition d’asparagine ;
Fautre est additionné, an moment ot F'on fait agiv le malt,
de 5 centigrammes de celle substance.

La saccharification terminée, on détermine la proportion de
maltose formée dans la solution d’amidon soumise i action
diastasique. Ces mémes essais sont répélés ensuile, dans les
meémes conditions, avee 1o centimetres enbes d'infusion an
heu de 1, et 'on arrive aux résaltals suivants :

MALTOSE POUR 100

\ I|I I°C Sans tlslmrflgim:. S, e P Ll &

[ » avec JSDATARIEE. Lot ST i i

B | LOSC sans asparagine. . & . . . . =020
[ » avecasparagine .- . . . . . 70,23

On voul par ce tablean que dans 'essai conlenant 10 cen-
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limetres cubes d'infusion, 'asparagine n’agit plus, quniqm-.
la saccharification soit encore loin d’étre terminee.

Un résultat analogue peut étre obtenu, méme avec une lres
faible quantité de diastase. Pour cela, an lieu d’arréter la
saccharificalion apres une heure, comme on vient de le faire,
on laisse la diastase en contact avec 'amidon pendant douze
henres.

MALTOSE POUR 100D

pe——

; Saccharification, 1 heure & 30°.

A ¢ 1) 1°¢ d'infusion sans asparagine. . . 6,4
2) ” avec asparagine. . . 45,0
Saccharification, 12 heures i 3o0.

B ¢ 1) 1tc sans asparagine, . . . ., . 74,8

2) » avec asparagine. . . . . . ';:LH

Une autre propriété caracléristique des substances favori-
sant la fermentation diastasique c’est qu’elles agissent exclu-
sivement sur le pouvoir saccharifiant tandis qu'elles n’in
[luencenl jamais le pouvoir hguéliant de Famylase.

Comme le pouvoir liquéfiant exerce son action exclusive
ment sur 'amidon et non sur les dextrines, on peul admeltlre
que l'action des substances favorisantes s'exerce seulement
sur ces derniers corps.




CHAPITRE IX
TRAVAIL CHIMIQUE DE L'AMYLASE

Travail chimugue de l'amylase. — Théories de Payen et de Museulus.
— Existence de différentes dextrines. — Théorie de Duelaux sur la na-
ture des dillérentes dexirines. — Conservation des diastases pendant la
saccharification. — Ex E}c"rimu:{.-:a d" Elfvont.

Lorsque les grains d’amidon sont soumis pendant peu de
temps, @ basse température, & l'action de I'amylase, ils sont
Ires légérement atlagueés par la diastase. Au contraire, si I'on
prolonge 'action, on voit s’effectuer un travail trés profond ;
les grains se corrodent, entrent en solution et se transforment
ensuile en substances sucrées.

Laction de Pamylase est néanmoins plus énergique el
beaucoup plus rapide lorsquielle se produit sur un empois
d’amidon.

En faisant agir lamylase & une température convenable sur
I'empois d’amidon on arrive rapidement & le fluidifier et & le
transformer en un liquide sucré. Les réactions chimiques que
la diastase provoque dans I'empois, ainsi que sur les grains
d'amidon, peuvent étre exprimées par I'équation suivante :

CIH20010 4 H20 — CI12H2201

gt e e
illllll.l.l'_IIl mal tose

Cette formule nous montre que I'amidon, sous I'influence
e l’ﬂl!l} lase, :-;*il_'g.th‘.'ll{‘. el se translorme en maltose, mais elle
ne nous indigque pas le mécanisme de la transformation. En
réalité, le phénomene est beaucoup plus complexe.

Errroxt. Les Enzymes. 10
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Dans les produits de la réaction on rencontre tonjours des
dextrines dont la présence indique que la réaction s’est com-
pliquée de la formation de produits intermédiaires.

La saccharification de 'amidon par le malt a fait 'objet de
trés nombreuses recherches. Cependant, malgré le nombre
des travaux faits dans celle voie, on se trouve encore loin, &
I"heure actuelle, de la solution compléte du probleme.

];11I11E[‘ljl‘ﬂl;1tiﬂl'l I.'i_ I}hl::':. F].[HIII{-'! el Hlll':ﬁi 1:! LIIII!"& .'i_lll‘El_"III_]l::'. {]Q IE]
marche de saccharification est celle de Payen. Pour ce savant,
la diastase exercerail sur 'amudon deux aclions successives :
Elle le transformerait d’abord en dextrine puis en maltose. 1l
se produirait done d’abord une modification isomérigue de
I'amidon, puis une h}'tlrnluliml de cet 1somére.

D’aprés interprétation de Payen la transformation de
I'amidon en dextrine et en maltose devrait foreément se pro
duire, non seulement graduellement, mais encore réguliére
ment depuis le commencement jusqu'a la fin de Paction.

Or, la marche de la saccharification se présente sous un
aspect tout & fait différent. Nous savons, en effel, qu’au fur el
4 mesure que Uhydratation se poursuit, I'action de 'amylase
devient de plus en plus lente.

La théorie de Payen est done en désaccord avee les faits.
De plus, elle ne peul pas nous expliquer la formation, pen
dant la saccharilication, de dexirines douées de propriétés
différentes.

D’aprés Musculus, la saccharification a lieu, non par la
transformation successive de 'amidon en dextrine et en mal
lose., mais par une hydratation suivie d'un dédoublement.
Cet  auteur soutient ¢ue la molécule d’amidon s’hydrate
d’abord et se dédouble ensuite en une molécnle de maltose

el une molécule de dextrine.

20 12H 20010 4 H20) — CIZH201 - 122010
e il o, T, e Y
amidon maltose dextrine
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A Tappui de sa théorie, Musculus s’efforce d'établir que la
dextrine et le suere formdés pendant la saccharification sont
dans un rapporl constant. Il prétend en oulre que la dextrine
ne peut plas étre atlagquée par la diastase.

Ces fails ne supportent pas la critique. Les dextrines, en
elfel, peuvent étre translformées en sucre par 'amylase el le
rapport entre les quantités de maltose et de dextrines ne reste
nullement constant pendant la transformation. Ce rapporl
change pour une meme lempérature suivant la durée de I'action
el la guantité de diastase employée et dépend encore de la
température de saccharification. Le rapport entre les produits
lormés, le maltose et les dexirines, n'est donc ni simple ni
constant.

La théorie de Musculus, basée sur des observalions peu
exacles el sur des raisonnements mal fondés, a eu cependant
une fortune inespérée el, a l'heure actuelle, elle sert encore de
hase i presque loules les théories de la saccharificalion.

Pour accorder cette théorie avee les données (que I'on posséde
actuellement sur la saccharification. on attribue aux deux
operations, a I'hydratation et au dédoublement, un caractére
de continuité. On considére amidon comme possédant un
poids moléculaire trés grand. Cette molécule complexe, en
ﬁ']l_\'tll‘ﬂtzml, se dédouble en maltose et en une pl'mnii’m dex-
trine. Cette dextrine. d'une constitution (‘n;npli{lu{’-p., fournit
ensuile a son lour une seconde molécule de maltose et une
nouvelle dextrine d'un poids moléculaire moindre que celui
de la premicre el ainsi de suite.

La saccharification se fait done en donnant successivement
naissance a des dextrines de poids moléeulaives de plus en
plus petit.

Les idées de Musculus furent admises par Brown et Mooris,
ainsi que par Linlner, en ce qui concerne la marche de la
saccharification, expliquée dans cetle théorie par une dégra
liEHiU[] l].{"'ﬁ I]l“\[T'iilpﬁ. I]"'t =00 Il]‘i" ﬂl‘EH"lIl];l]ll {_I_i," IHII'IEI:,_’I:'I'
]'upiniun e Musenlus gquant 4 la formation des }Iltldllilﬁ 11 -
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termédiaires de la réaction, el quant a la grandeur du poids
moléculaire de 'amidon el des dextrines.

D'aprés différents chimistes, il se tronve dans le produit
de 1a saccharilication. non seulement des dextrines et du mal
tose, mais encore des subslances formées par la combinaison

de ces deux corps.

Existence de difféerentes dextrines. — Il n'enlre pas
dans le cadre dn présent travail de disculer toutes les théories
CIIISes pour {‘_\;Iﬂltlm“r la saccharification de 'amidon. — Re-
lenons Hi!ll]‘ll[‘llll"['l! les senls faits Impm'lamtﬁ de ces théories
et notamment la  formation, |h|.’.'lul=mt. la saccharification,
de dextrines se comporlant différemment  vis-a-vis  des
réactifs.

Pour mettre en évidence la différence entre les dextrines,
on peut opérer de la facon suivante :

On traite par Ialcool un empois d’amidon saccharifié con
tenant de 10 4 20 parties de sucre pour roo parties d’ami-
don. On dissout le précipilé obtenu, on le précipite de nouveau
par I'alcool et on répete celte opération un certain nombre de
fois. On aboutit ainsi & un produit contenant seulement des
lraces de sucre.

D'un aulre ¢dlé, on |1|‘1"{‘i|}ilf‘ de la méme maniére les
dextrines contenues dans un Eml}:ﬁﬁ d’amidon forlement sac-
charifi¢ et contenant environ 8o parties de maltose pour 100
parties d’amidon.

Avee les deux sorles de dextrines ainsi oblenues el que nous
nommerons dextrines A et B, on prépare deux solutions de
méme concenlration ; on leur ajoute la méme quantité d’'infu-
sion de malt el on laisse la saccharification se produire & 50°
pendant 2 heures.

Le dosage du maltose obtenu dans ces denx solutions montre
la différence existant entre les deux dextrines.

La dextrine A, extraite de I'empois faiblement saccharilfié,
s’ hydrate tres facilement, tandis que la dextrine B fournit
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irés peu de maltose. Les deux dextrines différent done par
leur sensibilité vis-d-vis de Pamylase.

La différence dans la nature des deux dextrines peul encore
étre mise en évidence par Paction des acides.

De fortes doses d'un acide minéral, en agissant i chaud sur
les deux dextrines, donnent avee 'une et avee 'autre des
(uantilés égales de glucose, mais Fon arrive & des résullats
{ﬂ‘lll aulres "-l |.”l'|. {IIH"!'E" avec lI.E"ﬁ II“:"'F'!"- ll'f':-; ﬁlihl(:’.‘i ltliif.'i‘.ir'-
Dans ce cas, on observe des différences tres 1]14111[”1’*{‘:4 dans
la marche de |’||l1.11:':1l.'1linu: les dextrines provenant des motits
faiblement saccharifiés se transforment bien plus facilement
que les autres sous I'influence des acides.

Une autre différence entre les 2 dextrines esl mise en évi-
dence par 'action manifestement diverse qu’exercent sur elles
les diastases en présence des substances excilantes. On prend
9 ¢échantillons de la solution de dextrine A, sur lesquels on
fait agir la méme quantité d'infusion de malt, additionnée,
pour le premier échiantillon, d'une faible dose d’asparagine.

En laissanl agir la diastase pendant quelque temps et en
dosant ensuite le sucre formé, on constale que la saccharili
cation s’est produite d'une fagon trés différente dans chacun
des deax essais.

L’échantillon contenant 'asparagine se montre beaucoup
plus riche en sucre que 'échantillon dépourvu de substance
excilanle.

Si P'on répete maintenant les mémes essais avee la dex-
trine B, on constate que la marche de la saccharilication esl
tout a fait dilférente. Les deux essais, ausst bien celui sans
asparagine que celui gui en contient, renferment, apres la sae
charification, la méme quantité de sucre. Ceel prouve que la
dextrine B est insensible aux actions combinées de 'amylase
el de 'asparagine, tandis que la transformation de la dextrine
A est influencée par ces denx substances réunies.

La différence de sensibilité des dextrines A et B nous

explique la non-régularité dans la marche de la saccharifica-
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tion. Elle nous donne en méme temps la raison de la non-
proportionnalité entre les quantités de diaslase employée el
de maltose formé.

Cest la formation, 4 la fin de la réaction, de dextrines
d'une nature particuliére qui produit le ralentissement dans
la marche de hydratation et qui rompt la proportionnalité
entre les quantités de substance active et de produit formé,
proportionnalité qui existe au début de hydratation, avant
que les dextrines finales ne se soient formées.

L'existence de diufférentes dextrines esl un argument en
faveur de la théorie qui envisage la saccharification comme
une hydratation suivie d'un dédoublement. Les auteurs de
cette hypothese ont cependant le tort d’apporter, pour démon-
trer 'existence de différentes dextrines, des arguments de
peu de valeur et d’attribuer A ces différentes dextrines des
|n'::lu'i{"|ﬂ':~a r]u’t*llc-.-; n'ont pas.

Ainsi, pour |n-.;|||(*n||l:| d'auteurs, les dextrines se distin-
gueraient les unes des autres par la différence de leurs pou-
voirs rotatoires et réducteurs. Or, en réalité, ces différences
n'existent nullement. Les différences constalées entre les
l'lﬂllTHil'H- I'tr"[i'l]Vll:'.'l”'H ‘fl {‘Illri' Ii‘ﬁ |]Hl|‘||'|f]i['5. |1!}[:~l|l]"!|‘l"ﬁ l!ﬂﬁ
différentes dextrines proviennent uniquement des impurelés
que ces dextrines renferment. Elles proviennent, en parti-
culier, du sucre adhérent aux dextrines, sucre qu’on enléve
diflicilement, méme par des lrl'i"i‘lpiiallif‘:nﬁ I‘l'?pl“‘h’:i’ﬁ par
I"alcool .

Pour arriver i obltenir des dextrines exemples de sucre,
nous soumettons les dextrines impures a une fermentation
alcoolique ainsi qu’a des fermentations lactiques. Les diffé-
rentes dextrines oblenues par cette méthode ne possédent ni
pouvoir rotatoire ni de pouvoir réducteur.

Du reste, les propriétés caractéristiques des dextrines A et B
prouvent suflisamment 'existence de différents corps de cetle
classe et il nest nullement nécessaire de leur attribuer encore
d’autres caractéres qu’elles ne possédent pas.
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La théorie de Musculus, dans sa forme moderne, admel
que les dextrines difftrent par leurs poids moléculaires.

En employant la méthode de congelation de Raoult, on n'a
pas pu ¢labliv avee certitude que les dextrines provenant de
saccharifications plus ou moins intenses possedent réellement
des Iml{l.-a moléculairves différents.

Lintner et Dull ont trouvé pour I'érythro-dextrine un poids
moléculaire de Gooo el pour les aulres dextrines un poids
moléculaire de 2000. Ces chiflres doivent. (‘{*lh‘luhllll. élre
admis avee une certaine réserve, car Lintner et Dull ont con-
stalé en méme lemps. pour ces diverses dextrines, existence
de lmlnuirs rolatoires et réducteurs. 1l est done présumable
(que lenrs délerminations ont été faites sur des [ll'm!llii:-a ]ll]illll‘ﬁ

el que, dans ces conditions, elles n’ont {|!irumt valeur relative.

Theorie de M. Duclaux sur la provenance des diffe-
rentes dextrines. — L’existence de différentes dexirines
¢tant démontrée, on peut se demander d’on elles proviennent
et par quel mécanisme elles se produisent pendant le cours
de la saccharification.

D’aprés M. Duclaux c’est dans la structure des moleécules
d’amidon qu’il faut chercher 'origine des différences qu'on
conslale entre les divers produils de sa transformation.

e I'autre,

D apres ce savant, les dextrines différeraient I'une
non par leur structure chimique, mais par leur constitution
physique. Ces différences auraient pour cause la structure
des grains damidon, lesquels sont composés de couches su
perposées non homogénes, inégalement compactes el présen-
tant une résistance différente aux agents physiques et chimi
(ques.

Cette hypothése, trés séduisante & cause de sa simplicité,
s II'[”.H- & ulll'.'u:'.-l*'f' IJHT' (Il’.ﬁ .'ll'z'.!'].”l]{"lll':: Il';‘ﬁ H-I..'I'Iﬁ"ll‘t.

On sait depuis longtemps que 'amidon se comporte diflé-
remment, suivant sa provenance, en présence de Famylase A
[roid. L'amidon de pommes de terre est trés difficilement
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atlaqueé, tandis gue les amidons d'orge et de froment se sac-
charifient avee une grande facilité.

Cette différence, qui tient évidemment & élal plus ou
moins compact des couches formant le grain d’amidon, se
retrouve dans laction de la diastase & des tempéralures rela-
Livement éleviées.

Lintner, en saccharifiant des amidons de différentes pro-
venances, non empesées, a conslalé que l'atlaque des grains
varie considérablement de force suivant la provenance de
I"amidon.

Voiel les proportions d’amidon dissoutes & différentes tem-
pératures : i
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A la lempeérature de Do?, on dissoul 12 pour 100 o anm
don d’orge, 2 pour 100 d'amidon de mais et 25 pour 100
d'amidon de seigle. A la température de 6o°, on dissout g2
pour 1oo d'amidon d'orge et seulement 18 pour 100 d’ami
don de mais.

La quantité d’amidon qu'on peut dissoudre & une tempé-
ralure donnée est donc en relation étroite avee la provenance
de I'amidon.
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On constale anssi des différences notables entre les lem-
pératures nécessaires & la gélatinmsation des amidons de -
verses provenances. L'amidon de pormmes de terre se gélatinise
A 65°, tandis (ue pour Pamidon d’orge il faut une lempéra
ture de 80",

De plus, la température de la gélatinisation ne fait pas dis-
paraitre la vésistance particulicre d'un amidon vis-i-vis de la
diastase. L'amidon de pommes de terre se gélatimise & 65°
et la diastase & cetle température en dissout go pour 100,
landis que Pamidon d'orge, qui se gélatinise & des lempéra-
tures beaucoup plus élevées, fournit, & 65", g6 pour 100 de
sublances dissoules.

Ces chiffres différents nous prouvent que la gélatinisation
ne change pas les propriétés de Pamidon qui résultent du
degré variable de {‘(}mpnri 1¢ des différentes couches des LLt*l‘:l.in:":-t.

En réalité, un granule d’amidon est irrégulicrement atta
qué par la diastase: la corrosion se [a1l dans des sens el des
endroits tres dillérents. Ce mode de corrosion |11‘H‘~'il‘n1 de
I'inégalité de résistance de la surface des grains, si bien que
la différence existant dans la compacilé des diverses parties
des ;.J"I‘élillﬂ est, en somme, la canse initiale des variations de
résistance & P'action diastasique.

L'amidon de pommes de terre ef "amidon d'orge sont
tous deux composés de granules non homogénes différant
par le degré de compacité des couches qui les composent.

Dans les granules de pommes de terre, on rencontre plus
de couches résistantes que dans les granules d’orge. Or, nous
avons conslalé quavec les dillérentes sortes danndon on
oblient des L*]nlmi_‘a {1111 se saccharilienl l}hl:‘-: ou moins dif-
licilement. Nous devons done admettre que la différence de
compacité entre les diverses parties d'un méme granule ne
disparail pas lorsque 'amidon se gélatinise el que, par con-
séquent. 'empois ne peut pas non plus offrir une résistance

'

coale dans toutes ses |mr'!i{‘5.

Les parties les plus cohérenles des granules [ormeront un
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empois plus diflicile & liguéfier et donneront ensuite, méme
en entrant en solution, une dextrine qui offrira plus de résis-
lance.

D’aprés cette maniére de voir, il n'exisle pas & proprement
parler des dextrines différentes au point de vue chimieue,
mais les divers ¢léments constitnant les grains d’amidon,
¢léments qui different par leur degré de cohérence, fournis-
sent des dextrines ayant un degré plus on moins grand de
resistance.

Daprés M. Duclaux, les phénomeénes se passent dans I'ordre
suivant.

Par laction de I'amylase sur 'empois, il se produit tout
d'abord une liquéfaction presque instantanée. 1l y a des-
Iruction d'un coagulum, destruction analogue & celle qu’on
observe quand on ajoute a une gelée de phosphate de caleinm
quelques  gouttes d'acide ou de citrale d’ammonium. La
saccharification commence ensuite dans la portion la moins
résislante de I'empois. Cetle portion se transforme d’abord
en dextrine, puis en maltose, mais en méme temps d’autres
portions tl'ﬂ-lll]}nis sont attagquées et augmentent les Llll:m[il,l:‘:-;
de dextrine et de maltose contenues dans la solution.

(Cest an moment ot iode ne colore plus Pempois que
I"amidon est complétement transformé, mais a ce moment il
reste encore des dextrines provenant des portions d'empois les
les plus difficilement attagquables. Quelgues unes des dextrines
sonl tellement lentes a disparaitre qu’on les retrouve comme
résidus a la fin de T'opération. Toutefois, ces dextrines dis-
paraissent a leur tour et se transforment en maltose si I'on
prolonge I'action de la diastase pendant le temps nécessaire.

Lorsqu'on se place dans des conditions qui permettent
d’éviter Paltération de la diastase, la marche de la sacchari
lication est bien conforme a la théorie de Payen. L'amidon
est transformé d'abord en dextrine et ensuite en maltose.

L'hypothése de la compacité différente des éléments cons-
lituant les grains d’amidon a done apporté un nouvel appui
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A la théorie de Payen qui, au premier abord, paraissait étre
en conlradielion (T}I]]p]f:lr.* avee loules les données sur la sac
charification.

Usure des diastases par le travail. — Dans l'apercu
que nous venons de donner du mode d’action de P'amylase,
nous nous sommes exclusivement occupés d'un seul facteur,
la transformation successive de amidon, sans nous i]!{][th?li'r
du sort des corps agissants.

La question qui se pose tout d’abord, lorsqu'on prend en
considération la substance aclive, est celle-ei :

La diastase ayant produil un travail chimigue considérable
est-elle encore dans le méme état quan début de son action
el a-t-elle conservé son activileé?

Cette question a élé traitée par différents auteurs.

Pour les uns. la diastase subit une usure pendant le tra-
vail; pour les autres elle possede encore apres le méme pou-
voir ferment qu’auparavant.

Malheureusement les deux maniéres de voir sappuient ex
clusivement sur des considérations ;::'-m'.-ral]nﬁ tres discutables,
tandis (ue la méthode {,“h,I][r‘I'iIII{‘III:IIE’ seule peut fournir la
vraie solution de cette question, si intéressante au point de vue
théorique et si riche en conséquences pratiques.

L’expérience suivante donne la solution du probléme :

Dans 200 centimelres cubes d'un empois d’amidon, on
mel 3 centimetres cubes d'une infusion de malt et on laisse
la saccharification se prolonger pendant 4 heures & la tem
pérature de 30°.

Le volume du liquide ainsi saccharifié an maximum  est
amené i 300 cenlimétres cubes, de sorte que 100 centim-
tres cubes du liquide contiennent exactement 1 centimeétre
cube d'infusion de malt ayant déja produit un travail de sac-
charilication.

Pour voir =i le travail |1t*ml||il. par I'infusion a p;'m'n{l[l:"
récllement une usure des sublances aclives, on compare le
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pouvoir ferment de 100 centimelres eubes de ce liguide avee
fe |}:11]".'ni|' ferment de 1 centimélre cube de 'infusion ];ri
milive. Pour cela, 100 cenlimdélres cubes du motit saccharifié
sont mélangés avee 200 centimélres cubes d'empois. Le mé-
lange esl mis dans un bain-marie 4 50" pendant une heure.
(iest ce que nous appellerons Pessar A.

On préleve d'autre part un deuxiéme échantillon de 100
cenlimetres cubes du monit saccharifiéc : on le porte Lres
rapidement & la température de 100° afin de détruire la
1“[1!‘1[1'15{?. 511"'1?'5 fl'[[[:li (1l |Iff' VIEErse {I_.HIIH ) l:[flllillli‘t['{"‘.‘% f‘lll}lﬁ'!‘:
1lr{r|||pui:-a additionné de 1 centiméetre cube dinfusion lraiche
et on met dans le bain-marie. Ce sera 'essai B.

Les deux saccharifications se font done pendant le méme
lemps, en présence des mémes quantilés d'infusion, mais avec
celte différence que I'infusion de Dessai A a déja produit
un travail, tandis que U'infusion de 'essai B n’a pas encore
SeIVI.

Voict les quantités de mallose oblenues dans une série

| essais er.-lll&!{?s :

ESSALS 1 2 3
A .48 1,30 1,02
B 1,46 P,32 1,02

Ainsi, la quantité de maltose obtenue est la méme dans
tous les essais A el B. L'usure n'exisle done pas el toules les
considérations 1||{'-n|'iq||{'..-a conduisant 4 d’autres conclusions
doivent étre rejetiées.

[l est vrai qu'en changeant les conditions de I'expérience.
on peut facilement aboutir & des résultats absolument oppo-
ses, mais 1l Y 4 alors altération el non Elhl:-a usure de la dias-
lase.

(I'est ainsi, qu'en répélant les mémes essals, avee la méme
infusion et le méme empois el en laissant l'action se prolonger.
non plus quatre heures & 30 mais seulement une demi-heure
i 60" ou a4 65° on aboulit & des résultats tres diflérents.






CHAPITRE X
AMYLASES DE DIFFERENTES PROVENANCES

Différentes amylases. — Ptyaline. — Diastase des grains crus el dias-
tase des grains germés. — Action de la diastase de déplacement sur I'a-
midon. — Diaslase de Reichler. — Mode d’action de la diastase portée a
la température de 70°. — Conditions de sécrétion de 'amylase. — Ana-
lyse quanlitative de I'amylase. — Valeur comparative. — Valeur absolue.
— Méthodes d Effront.

Lorsqu’on étudie les amylases de différentes provenances
au |mint de vue de leur action sur lamidon et sur 'empois,
on est {rappé par certaines particularités caractéristiques,
qui tendent & confirmer existence de différentes espéces
d’amylase.

Les auteurs ¢ui ont étudié de pres cetle question distin-
guent tout d’abord la diastase salivaire appelée ptyaline et la
diastase des grains. lls distinguent ensuite 'amylase des grains
CI'ls l:-"1_ l'l’]h' llﬂﬁ.g['ﬂlﬂﬁ l'..f':"]"lﬂ[r"‘."‘-.

La caractéristique de la diastase salivaire serait, d’aprés
quelques auteurs, sa résistence a I'action des milieux alealins
el acides.

Cette assertion est erronée. La plyaline, en réalité, se com-
porte vis-i-vis des réactions du milieu absolument de la
méme maniere que la diastase du malt.

La salive, & la vérité, Imssh,ll* souvenl une réaction alea-
line trés prononcée et correspondant jusqu’a g7 milligrammes
de bicarbonate de sodium pour 1oo.

Or, Chittendin et Smith ont démontré que cette alealinite
affaiblissait le pouvoir ferment de la diastase contenue dans
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la salive. diastase donl 'activité augmente dans une certaine
proportion lorsguon neutralise la salive.

La prétendue résistance de la ptyaline aux acides est surtoul
basée sur le rile de la diastase salivaire dans la {|igf".-alifm.
mais. ici encore, les abservations failes ne sonl pas rigourcuses.

En eflet, la pl}':,llinv azil seulement dans la |}rl*m[:"r{'
phase de la digestion, alors que le liquide stomacal n'est pas
encore acide. La réaction de cet enzyme s’arréle au moment
on Iacidité apparait.

La distinction entre 'amylase des grains erus et Pamy-
lase du malt parail basée, & premicre vue, sur des données
plus sérieuses.

Lintner et Eckhard ont constaté une différence sensible
entre I'action de l'amylase de l'orge germé et celle de la dias-
lase de 'orge non germe.

A basse température la diastase des grains crus produit
un travail plus profond que la diastase du malt. A la tempé
rature oplima, au contrairve, qui est sensiblement la méme
pour les deux diastases, ¢'esl |':Hn_}hls[‘ des lf__fl‘.'lin:-: germes '['|i'li
fournit le maximum de sucre.

Une différence encore plus :111|1t'[r-~:'i.'||11u resulte de 1'élude
du pouvoir Liquétiant de l'amylase de diverses provenances.

La diastase du malt Liquéfie tres rapidement un empois,
tandis que amylase des grains crus, tout en possédant un
pouvoir saccharifiant énergique, se montre presque inaclive
au point de vue de la |i{1u{’-|'.'u"linn_

Lintner et Eckhard ont tracé un tablean comparatif de
'action des températures sur les deux diastases et ont fail
ressortir toute une série de particularites qui, d’aprés eux,
caraclérisent les deux enzymes.

Mais, ici comme dans le cas de la ptvaline, les conclu-
sions que les expérimentaleurs onl tiré de leurs observations
ne sonk pas rigoureuses.

La différence qu'on conslale entre une infusion de
grains crus et une infusion de malt, provienl en réalite,
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non pas de P'existence de deux diastases distinetes, mais de
la présence de corps étrangers différents dans les deux liquides.

Dans I'infusion de grains crus il y a fort pea d'amylase,
mais le liquide est trés riche en subtlances favorisant action
diastasiue.

[_-l'l'l'ﬂilllﬂ TOls avon= [f'll"l.ii" Ihilf'tiﬂl'l {l(":“- Fl]hﬁlﬂ”('l"ﬁ I}I‘lﬂri'
sant I'action de la diastase, nous avons monlré que celte
action se manifesle surtout dans la premiére phase de hydra-
lation et qu’elle cesse de se produire en présence des dextrines
résiduaires. Clesl pour celle raison que la basse température

bl

se montre favorable & 'action de I'amylase des grains crus
et défavorable i celle de la diastase du mall gui, dans ces
conditions, produil une hydratation peu profonde.

A la température optima, les conditions sont tout & fail
différentes. La petite quantité de diastase contenue dans les
arains crus peut. i elle seule, provoquer une saccharification
assez profonde qui se poursuil jusqu’an moment ot les sub
stances élrangeres n'ont plus d'influence sur la marche de
I"hydratation.

En employant la diastase des grains crus on arrive diflicile-
ment A un degré de saccharvification tel que I'empois ne donne
plus de coloration par l'iode. Le méme phénomeéne s'observe
quand on emploie la diastase en présence de subslances
excilantes.

Pour obtenir un dédoublement de I'anmdon l'*[:I't't-:-'.|}lt|11{|.'illl
i o ou Ho pour 100 de maltose 1l suffit d'une trace d’in-
fusion, si elle se trouve en présence de corps activant son action.
Pour arriver 4 70 pour 100 de maltose, il faul 10 i 20 lois
plus d'infusion de malt, méme si le travail se fait en présence
d"asparagine.

Nous constaterons plus loin qu'il y a réellement dans les
grains crus des substances excitant la diaslase. Ce sont en
réalité ces subtances qui sont cause de toutes les différences
observées par Lintner entre la diastase du malt el celle des
grains non gernies.



AMYLASES DE DIFFERENTES PROVENANCES 1l

Brown el Morris font aussi une distinction entre 1'a-
mylase du malt et Penzyme des grains crus. Ils nomment
la premiére « diaslase de seerétion » el la deuxieme « dias-
tase de déplacement ».

D’aprés ces auleurs, les deux diastases agissent d'une
manicre toute dilférente sur 'amidon eru. La diastase de
séerétion corrode les granules de 'amidon, elle les creunse
irrégulicrement et les désagrege. La diastase de déplacement,
au contraire, ne produil ni corrosion ni désagrégation.

L attagque de Iamidon se fail par couches successives jus-
qua disparition presque compléte des grains dont le volume
dinnnue ],ll'{‘igl‘{‘ﬂrlll\'{‘llli‘H[ tandis (que leur forme se conserve.

Cette différence singulicre dans le mode de digestion pa
rail, a premicre vue, confirmer complétement 'hypothése
qui admet Uexistence de dillérentes amylases. Mais ce nouvel
argument parait beauncoup moins concluant si l'on étudie avec
plus de soin les différents modes d’attaque de amidon par
la diastase.

D’aprés Krabbe, Tattaque de amidon se produit dune
manicre tres différente dans les diverses plantes.

Dans le cas des pommes de terre el dans celu des fi__fr;ﬁm-:
la digestion se fail par couches suceessives ; la corrosion esl
centripete et uniforme. Dans le cas des légumineuses 'amy-
lase produit & la surface des grains des cananicules qui se
dirigent vers le centre des grains on elles se réunissent en for-
mant un vide qui sagrandil sans cesse. La corrosion se fail
done 1e1 dans deux sens; elle est d'abord cenlripéle, puis
elle devient centrifuge.

Chez les graminées polygonales, au contraire. 'amidon est
inégalement ;11IEL:|||1"- - 1l se forme des creux et des canalicules
{jui se dirigent vers le centre.

Ces faits nous montrent que le mode de digestion de
I'amidon varie d'une plante & Paulre.

51, en réalité, le mode d'action de lamylase est lres com-
plexe, méme quand il s’agit de la digestion de grains d’ amidon

E:rroxt. Les Enzvmes. I
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d'une méme provenance. Ici encore on se lrouve en pré-
sence d'un mode de travail trés variable et on constate que
les grains ne sonl pas tous altaqués de la méme maniére.

Lm'ﬁ:]ll'nn traile Famidon & {roud par une mfusion de malt.
la digestion se fail sans aucune régularité. Dans certaines
cellules la corrosion se fait par fentes el par trous, dans
dautres Pattaque se fait d'une facon régulicre.

Ces différences proviennent évidemment de la compacilé
el de la non-homogénéité des granules d’amidon. De plus, le
mode de {lig{‘ﬁlfnn peul encore ¢lre imfluence par la réaction
du milien ainst que par la présence de corps élrangers.

L’amidon, diflicile & attaquer par linfusion a froid, se
digere facilement dans les milieux faiblement acides. Comme
la réaction acude favorise en somme trés peu la saccharification
d'un empois, aclion que Fon constate sur les grains entiers
ne peut s'expliquer que par le changement que Pacide pro
cdhint dans 1'étal ]1||:.':4i({l|{' dles gr'zlillﬁ - 1l exl in'nlmhlv que celle
réaction acide favorise le conlact de la diaslase avee lamidon.

Les particularités observées par Brown el Morris ne sont
pas du reste suflisamment clabhes.

Il n’est encore nullement démontré que deux diastases de
provenances différentes agissent toujours différemment sur
Famidon cru el, méme en admettant gque celte preuve ait élé
laile, on ne I':ulll‘l‘.ilil pas encore en conclure qu'il existe diffé-
renles .'u||:'.'|;|:ur.~=, La différence d'action des diverses diastases
pourrait, en effet, provenir des substances étrangeres qui les
accompagnent.

On cile encore, comme constituant une aulre variété d’amy-
lace. la diastase artificielle de Reichler.

(e savant, en faisant digérer le gluten dans une cerlaine
quantité d’eaun tres [aiblement acidifiée, constata que le pou-
voir sacchariliant du liquide angmentait araduellement.

L’enzyme qu’on obtient de cette facon présente toutes les
propriétés des diastases des grains crus, el 'on admet qu'il

s'est formé par Paction de Facide sur le gluten.
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Pour Lintner. la formation de cel enzyme serail due i
une substance hypothétique contenue dans le gluten, substance
quil dénomme fermotogéne et qui, sous action des acides,
s¢ lransformerail en :uu}'hm-_

En réalité, on se trouve ici en présence d'amylase du malt
en quantité trés faible et Fangmentation du pouvoir diasta-
sique résulte simplement du changement de milieu produil
par Paddition d’acide.

Changements produits dans l'activité des dia-
stases a la température de 70°. — kEn saccharifiant un
empois avec une infusion de malt, on obtient des quantités
ires différentes de maltose, suivant la température a laguelle
0N Opere.

On arrvive 4 des résultals .'ln.'iingur‘r: en ne chanllant (que
I'infusion & diflérentes tempéralures.

Dapres O. Sullivan, & chague température correspond un
degreé determine d'hydratation de Pamidon, degré qui est
facilement atteint, mais qu'on ne peut pas dépasser.

(4" provorueraitun dédoublement de 'amidon correspondant a -
|;I]I.!I|‘1lﬁiﬂ"5 1 maltose et 1 dextrine.
chauflée i JH8° - — I == A

\ 7002 — — I — 0 e

En maintenant successivement la diastase & des tempéra
lures de 64°, 68" et 70", on produit chagque fois un chan
gement lotal dans le mode de travail et on en peut conclure :
ou bien quil se produit de réelles transformations de la
substance active, ou bien t{n“ﬂ y a formaltion artilicielle de
différents Lypes {|':||||_w.|;|:-;l_".

I;I"H r“r“".lq'li.‘."ﬂ"uill'll'f"ﬁ f{ll('ﬂ MOLs avolns El(‘l’{lliﬁf.“.‘* s ]["H f.'“”[.li'
lions chimigues des diastases, nous permettent de donner i
o ||||{"!1u|||;_*l|{* une loule aulre ]r1lr|'|:r'{'-lulin||,

l.a |l*1!||u"|‘nlll|'v. na dautre ellel (que de réduire }mrli(vllu-
ment le pouvoir diastasique. Plus la température s’approche
de 70", plus cette réduction est profonde. Seulement, an fur el
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i mesure que la diastase perd son activilé réelle, elle acquiert
une activité factice du fait des substances étrangéres conlenues
dans U'infusion, lesquelles agissent avec une énergie d’autant
plus grande que la diastase devient moins active.

En résumé, nous sommes icl en présence du phénomeéne
gque nous avons déj observé & propos de la diastase des grains
crus. sculement I’;lftiun, dans le cas actuel, est ]1]||:~' COTN-
pliguée.

La diastase, maintenue & la température de 68”4 70°, n'a
pas les mémes propriélés que Famylase des grains crus: le
pouvoir saccharifiant a, en grande partie disparu, mais le
pouvoir liquéfiant n'est pas atteint.

[l en résulte que Uinfusion chauflée, toul en agissant comme
la diastase des grains crus, se différencie de celle derniére
par la facilité avee laquelle elle liguéfie F'amidon.

Conditions de la sécrétion de I'amylase. — Apres
avoir étudié action des agents physiques et chimigues sur
I'amylase, nous allons brievement voir quel est le mode de
séerétion de cet enzyme, ainsi que les condilions qui en favo-
risent la production.

Dans les grains en germination, c'est le germe seul qui
joue un role ;wlil', le role de 'endosperme est tout & fait
secondaire. ¢

Le germe des grains d'orge, détaché avee précaution, peut
se transformer, st on le met dans un lien humide et dans
des conditions de température convenables, en une |1|.'|n|u]{u
La végélation (que I'omn provogue dans eces conditions est Lrés
[ragile el trés peu vivace, mais le germe consomme néanmoins
ses réserves el séeréle de Famylase.

St l'on place le germe sur son endosperme réduit en
]!llll}t? la végélation devient normale et la marche de la séeré-
L1on {Ii;l:-zl;mitllm peut clre  sulvie par la transformation chi-
migue qui se produit dans la maticre amylacée.

En cultivant le germe sur différents milieux nultritifs et
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dans des conditions différentes, on penl obtenir des données
lres inléressantes sur les condilions {|ui regissentl la séerétion
de la diastase.

Brown et Morris, en adoptant cetle mel hode, ont fait quelques
conslalations inléressantes sur 'influence des dilférents h:n.'
drates de carbone et de 'acidité du milieu sur la production de
la diaslase.

En cultivant le méme nombre de germes, sur simple gé
latine d'une part, sur gélatine additionnée de 6 millicmes
d'acide formique d’autre part, ils ont constaté une différence
nolable entre les quantilés de diastase séerétée.

DO germes cullivés sur :-:inlplr ;:rl"].'llirl{‘ neulre ont fournt une
quantité de diastase correspondant A o', 118 d'oxyde de
cuivre. La diastase se trouvait répartie de la manitre sui
vante : Dans les germes o0,0708, dans la gélatine 0,0/478.
Les Do germes cultivés sur la gélatine acidulée ont produil
une quantité de diastase correspondant a of",145 d'oxyde
de cuivre. Elle étail répartic comme suit: Dans les germes
t},ﬂgu’i. dans la g{r'hllilu’. 0,0040.

Lacidité du milieu favorise done manifestement la séerétion
de la diastase.

En additionnant la gélatine de différents hydrates de car
bone assimilables, autres que 'amidon, ils ont constalé que la
présence de ces substances agit trés défavorablement sur la
séerélion.

La propriélé de séeréter la diastase n'est done pas une
propriéte fondamentale des cellules.

Lapparition de la diastase dépend du mode de nutrition,
mais remarquons cependant que celle apparition ne corres
pond pas toujours aux véritables besoins des cellules et qu’il
ne faul pas la considérer comme un indice d’intelligence des
cellules qui, & l'aide d"une sécrétion diastasique, s’adapleraient
aux différents milienx. Un germe d'orge cullivé sur de la
gélatine dans laquelle il ne peul pas puiser de maliéres nu-
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tritives sécréte la méme quantité d’amylase que s7il étail
cultivé sur de 'ammdon.

La séerélion est t{}lljnll!‘:-: abondante {lII:lllLl_ le: Terme se
trouve dans de mauvaises conditions de nutrition et elle s'ar-
réle aussilol quiune substance assimilable apparail.

lci conime dans le cas de 1:]51!{'[':{5{‘[{[!& nous avons éludice
plus haut, la sécrétion de la diastase est done une conscéquence
de la dénutrition et la cause premiére de toutes les varialions
qu'on observe dans la séerétion, n'est autre que la réaction
du milieu.

La sécrétion d’amylase, comme nous venons de le voir, esl
favorisée par lacidité du milieu. Le degré d'acidité des sub
stances cellulares influe done considérablement sur 'intensité
des sécrélions.

On peul, en partant de cette remarque, s'expliquer pourgquol
la scéerétion est favorisée an moment de la dénuleition. Les
f'l‘lll]].'ﬂ!"-.. I“l‘f{ll,i-."”l-'ﬁ =¢ lrouvenl en l'll'lll‘!':{',"lll'ﬁ'! l'_:l,{_'! H'I.'I.h!'-'ulEI'['I_{'{“.‘-'u
non assimilables, consomment leurs réserves. et cetle consoni-
mation produil & leur intérieur un vide partiel qui favorise
'osmose. Les substances salines du milien ambiant pénétrent
alors plus facilement dans les cellules et, a la suite d'une
dissociation, il se produit une accumulation d’acides qui
favorisent la sécrétion.

Analyse de I'amylase. — La méthode employée pour
déterminer le pouvoir diastasique d'une solution a pour base
'observation suivante due & Kjeldahl:

Aussi longtemps que la diastase se trouve en présence d'un
grand exces d’'amidon non transformé, la quantité de maltose
praduit est proportionnelle & la quantité de diastase contenue
dans la solution : en d’autres termes, il y a un rapport constant
entre les quantités de maltose formé et de diastase employée,
aussi longtemps que celte derniére agil en présence dune
vrande quantité d’amidon non transformeé.

Cette observation a été verifiée el conlirmée par divers
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expérimentatenrs el il est inconteslable ¢gu'en soumellant
divers ¢échantillons d’'un méme empois, i la méme tempéra
ture. i Paction de doses croissantes de diastase, on oblient
des quantilés de maltose. proportionnelles aux quantiteés de
diastase employcée. La condition essentielle & la bonne réussite
de cette détermination c’est gque, dans tous les essils, on opere
avee une dose minime de diastase, dose pouvant donner au
maximum 4o i Do de sucre pour oo d amidon.

En partant de ce |H'i|u‘1Tw, on arrive acilement a détermi
ner le pouvoir ferment dun liguide. 11 suflit d"avoir une solu-
tion diastasique Lype d'une valear délerminée el de faire des
essais comparalifs avee l'amidon. On se sert généralement
d'une solution d’amidon soluble & 2 pour 1o00.

Dans 100 centimeétres cubes de ligquide contenant 2 gramimes
d’amidon on ajoule 2 centimetres cubes dune solution ’a-
mylase Lype. Dans un aulre récipient contenant ¢galement
100 centimeétres cubes d'une solution d’amidon soluble,
on ajoule 2 centimetres cubes du liguide & essayer. On place
les deux échantillons au bain-marie & 50° et, apres une heure
de saccharilication, on dose le maltose dans les deux
solutions.

On exprime la teneur en diastase du liquide par le rapport
entre les gquantités de suere formé par des quantites égales de
la solution diastasique i essayer et de la solution Lype.

Si Fon trouve, par exemple, 0.4 de maltose dans le pro-
duit saccharifi¢ avee I'amylase type el 0.2 de maltose dans le
deuxieme échantillon, on dira que Pactivité du liguide esi
50 pour r1oo, ce qui signilie que le liquide essayé est de
moilié moins aclif que le liquide type.

Ce mode d'analyse permet ile comparer la valeur de deux
produits, mais elle ne permet pas d’exprimer strement le
pouvoir ferment d'une diastase, car il est fort diflicile de
conserver @ une solution d'amylase une foree diastasique
conslante. Les résultats sont done souvent peu cerlains.

Pour la détermination des valeurs diastasiques absolues
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nous employons une méthode dans laguelle on prend pour
unilé la quantité de diastase qui. en agissant pendant une
heure & 6o0° sur 1 gramme d’amidon soluble, donne 50 centi-
grammes de maltose.

Voict la marche que nous suivons.

1O gramimes d’amidon =soluble ;1||||:..'(||‘{~ el cﬂlllpl:"li'uwnl:
neulre sont dissous dans 700 cenlimétres cubes d’eau bouil-
lante. On refroidit et on ameéne le volume de la solution
=ho. De celle solution on préléve une série d’échantillons

f
de T:' centimélres cubes. On ajoule & ces échantillons des

a

quantités diflérentes du liquide actif & essayer et on les laisse
pendant 1 heure dans un bain-marie & 60°. La saccharifi-
cation finie, on porte trés rapidement tous les échantillons
4 I'ébullition, on les refroidit, on les améne & 100 cenlimétres
cubes el on délermine dans chacun d'eux la quantité de
sucre lormée.

L’ échantillon dans ]ﬂ{[unl il s'est formé Ho cenligramines
de maltose contienl, d’aprés nos conventions, 'unité de
substance aclive. 81 ces Do cenligrammes se (rouvent formés
dans 'essai additionné de 1 centimétre cube de la solution A
essayer, nous dirons que le pouvoir diastasique de celle solu-
fion est 100. Si ces do cenligrammes se (rouvent dans le
tube additionné de 2 centimetres cubes de la solution., nous
dirons que le pouvoir diastasique est S0 el ainsi de
suile.

Il est souvent diflicile, avee une seule série d’essais, d arri-
ver a produire exactement lf-'f'.“ﬂ. gramme de mallose. Aussi
est-il avantageux de faire tout d’abord un essai approximatit
avec 1. 2, 4, 6, 8, 10 cenlimelres cubes de substance ac
tive. Si I'unité de diastase se trouve, par exemple, dans I'essai
fait avee 4 centimétres cubes d'infusion on recommence les

=

7y 3, 9,20, 3.bo, 3,70 de 1i{|1[It|n.

1l faut aussi tenir comple dans ces essais de la {|||zmtili'*

CssAls avec 2 lJf TR

de substances réduetrices qui peuvent se trouver dans la so-
lution active. On doit naturellement soustraire de la quan
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lité totale de maltose tronvée apres saccharilication la quantilé
de sucre qu'on a introduit avee infusion.

Cetle méthode peul ¢galement s’appliquer & une analyse
de malt.
Pour estimer le pouvoir diastasique du malt, on doit, avani

tout. en exlraire les substances aclives. Pour cela on réduil
le mall en poudre fine, on ladditionne de 20 parties d’ean
et on le laisse |}i.'m.|:ln! 6 heures 4 la tvlupu"!tlilll'{* de 50° en
agitant la solution de quart d’heure en quart d’ heure. Avec
I'infusion filtrée on fait la saccharilication comme 1l vienl
d’étre indigué.

Un malt d'une excellente qualité fournit, dans ces condi
tions, une infusion produisant do cenligranmmes de maltose
par cenlimdtre cube d'infusion.

Toutefois, cette méthode ne fournit pas de données preécises
sur la valenr d'un malt au point de vue pratique.

Dans le chapitre traitant des applications indusirielles de
I'amylase, nous nous occuperons spécialement de ces sorles
d’analyses.

La détermination du pouvoir saccharifiant des liquides
contenant de faibles doses d’amylase présente souvent de
grandes diflicultés. Pour obtenir une quantité appréciable de
maltose, il faut, en effet, employer une grande quantite de
liquide qui, souvent, contient des maticres réductrices.

Dans des cas semblables il est préférable de précipiter
préalablement la diastase par Palcool, mais cette méthode
n'est applicable que quand on a un volume assez considérable
de liguide & sa disposition car, lorsque cette précipitation esl
pratiquée sur une pelite guantité d'infusion, on oblient un
précipite tres fin passant au travers du filtre el donnant lieu,
par l.'HI'IS[".'l'i'lI(‘tH.. a des perles sensibles.

Pour remdédier & cel inconvénient, nous avons cherché i
pl‘mhlil'f? dans le liguide actif des précipités 11|||:-'~ volumineux
et plus facilement séparables. Nous avons trouvé gue le tannin
pouvait conduire & ce résultat.
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Nos essais nous ont, en effet, montré que cette substance
précipite complétement la diastase et que le précipité inactif
redevient actil’ lorsqu’on le traile avee précaution par une solu
tion diluee de carbonate de sodium.

Voicl la facon de procéder :

A 10 centimetres cubes de liguide actif on ajoute 4 centi
grammes de tannin dissous dans quelgques  centimétres
cubes d'eau ; on agile el on lasse reposer pendant une
demi-heure. Le ]1:|1Ii11{‘ est ensuile filteé et le préeipité, bien
lavé A Pean el i 'alcool, est mis, sans élre séparé du filtre.
l:lu'l"!"- L ['EII]FII![" Il verre conlenand ..-Tl l‘["‘””l“;‘“'{‘!‘% E'III}I’H llf'
carbonale de sodimm au dix—nullicme. On |}rn]11c‘fm: le filtre
dans le liquide pendant une & deux minules: aussitot que le
précipité est redissous on ajoute quelques gouttes d'une solu
tion d'acide lactique an millieme pour neuatraliser el on
filtre.

Toules ces manipulations doivent se faire le plus rapide-
tenl |m.~::-:ih|¢‘. parce gue lee |H‘!"t‘i11i|5" de tannim s"altire par
une exposition prolongée a l'air el devient insoluble dans le
liquide alcalin. Le contact du précipité avee le carbonate de
sodium doit, ln aussi, durer le moins longlemps possible.
Lorsque le préecipité ne se redissoul qu'apreés 4 4 5 minules
de contact, il faut recommencer U'essai parce que la diastase
est déja altérde,

On peut faciliter beaucoup la dissolution en triturant le
filtre dans un mortier avec la solution alecaline. En opérant
rapidement, on arrive & redissondre la totalité des substances
aclives precipilées el a éviler toute perte.

Le preécipité oblenu par le tannin, laveé & 'eaun, & 'aleool
el & I'éther, puis desséché, a fourni 4 Fanalyse les chiflres

suivanls, décompte fait de 32,2 ofo de tannin :

| 4T PR ol Sl 2,00 0fo
T St bl L B ML s 8.83
Cenidies Dby il 1,32
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Cette méthode rend surtout service ¢uand il s’agit de
rechercher I'amylase dans des eellules végétales.

Dans ces sortes d'analyses on réduit les substances en
poudre. On laisse macérer avee 1 4 2 parties d’ean pendant
6 heures; on sépare le liquide par pression des substances
non dissoutes. On fail de nouveau macérer le résidu avee un
volume ou deux d’ean el on presse une seconde fois. On filtre
les li{lni{lrﬁ réunis el on ]H‘t’*l"tilili‘ la diastase du melange par
le tannin, de la méme maniére que dans le eas de Uinfusion
de malt.

L acthvite du Ill't’*l'ipill". dissous dans 'eau donne une idée
de la valeur diastasique des substances soumises & examen.
Voici, par exemple, une analyse de feuilles de haricots.

10 grammes de feuilles de haricots sont réduiles en pite
dans un mortier. On .'ljulll:‘ a la masse 10 centimeétres cubes
d'ean el quelques gouttelettes de chlorolorme, puis on laisse
macerer pendant 6 heures. Les feuilles sont ensuile presseées
el filtrées dans un li;lgﬁ. Le résidu est encore additionné de
1o cenlimelres cubes d'eau et d'une ;_f{hllll{"lf‘ll[{‘ de chloro
forime, aprés quoi on laisse le tout en repos pendant trois
heures. On sépare ensuite le liquide et on lave de nouvean le
résidu & Peau; on réunit les Liquides des denx macérations
el du lavage et on amene le volume total & Do centimétres
cubes. On filtre de nouveau el on précipite avec 16 centi
metres cubes de tannin. Le précipité est redissous dans 1'eaun
alcaline el la dissolution est amende & 10 centimetres cubes.

On constate qu'il faut employer 2 centimétres cubes de
celte solution pour former 50 milligrammes de mallose. La
solution a donc un pouvoir diaslasique de Ho.

St nous CONPATONS le ]mmr:ir ifi.'l:-;lusiqll{' des  fewlles
de haricots & celui du malt de bonne qualité nous obtenons
les résultals suivanls :

1o grammes de malt fournissent 200 cenlimetres cubes
d'mfusion dont 1 centimétre cube produit 5o milligrammes
de maltose.
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rogrammesde feuilles de haricots fournissent 10 centimetres
cubes de liguide dont il faut 2 centimetres cubes pour fournir
5o milligrammes de maltose. Le malt ayant un pouvoir dias-
tasique de 100, les feuilles de haricots en ont un de 2,5. Le
malt contient, par conséquent, fo fois plus de substances

aclives que les feuilles de haricots.
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CHAPITRE XI

APPLICATIONS INDUSTRIELLES DE L’'AMYLASE

Maltage. — Translormations chimiques gqui accompagnent la germi-
nation. — Méthodes de maltage, de triage, de trempage, de germination,

de touraillage.

L’amylase se forme en quantités assez nolables dans les
grains des ceréales pendant leur germination. Clest pour
celle raison que les industries qui utilisent la diaslase comme
agent d’hydratation se servent du grain germé, appelé
malt, produit qui, a I'heure actuelle, est le seul agent de
cette espéce pouvant se fabriquer dans des conditions écono-
micques.

Toutes les céréales produisent de I'amylase pendant la
germination, mais les plus grands rendements en subslance
aclive sont fournis par le grain d'orge.

[J}r:ﬂqll’ntl met en tas de lorge pn".'lhil}llj'n‘n?nl lrt‘m}H", O
observe une série de |||:{"n:]m:‘=m‘.~=.. {lui. par leur ensemble.
caraclérisent la germinalion.

On conslate avant toul une élévation de température, une

¥ .

absorption d'oxygéne ainsi quun dégagement d’anhydride
carbonique, dégagement qui s'accentue aun fur et & mesure
que la température de la masse s'éléeve. En méme temps que
ce phénomene de respiration, on observe des changements
notables dans les diflérentes parties conslilutives des grains.
Les matériaux de réserve, la eellulose, 'amdon, les matiéres
protéiques, les maticres grasses ainsi que les sucres sont en
partie transformés par hydratation.
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Ces lransformations sonl dues i une séerétion de substances
aclives .'lgl:-'.»:-‘:it]l sur 'albumen et le transformant en subs
f:_i.l"lf'ﬂ':-f ﬁﬁﬁillii]ﬂhll‘ﬁ. f{lli sonl en E'l-']['liﬂ ill!l"ﬂ“l'lﬂ?l'l‘i il;'l.[' I{f!'i- B’ﬂl'll”_‘l‘i
an cours de leur (ll'"l.'l’]{I|}|]['111L'II|.

Apres 24 ou 48 heures de germination, on voil apparailre,
a I'extérieur des grains, des radicelles qui s’aceroissent ensuite
assez rapidement. Le développement de la plumule est beau
coup plus lent,

Aprés 8 on 1o jours de germination, la longueur de la
plumule alteint la moitic ou les trois quarls de celle des
grains. G'est lors de celle phase du développement qu’on con-
sidére, en général, la germination comme lerminée,

Le développement du germe se fail en grande partie an
détriment de 'amidon. Dans les conditions normales, la dé-
pense en malicres amylacces est de 8 & 10 pour 100 de I'a
midon contenu dans les grains, mais celle proportion est
considérablement nlf‘imﬁﬁﬁu |n|u~u{1m la i._-:'ﬂrmimllif:n se fail A
une température supérieure a 20°.

Pendant la germination, le grain séeréle, en dehors de
I'amylase, d’autres substances actives, parmi lesquelles la
peptase, qui transforme les matieres albuminoides en amides,
el la cylase :|||i :lgil sur certaines varielés de cellulose.

Le role de la cylase est lres impm'teull an |mint de vue
du maltage.

lin effet, Pamidon se trouve, dans les grains, sous forme
de granules emprisonnés dans des cellules formées dune
membrane résistante. Ces membranes protegent amidon
ase, el attaque de 'hydrate de car-

contre action de 'amy
bone serail trés pea profonde sans I'intervention de la eytase
qui désagrége Fenveloppe des granules.

L'attaque de 'amidon, pendant la germination, se fait en
deux phases successives.

Dans la premiére phase lenveloppe cellulosique des cellules.
d'amidon est liguélice par la eylase, et ¢'est seulement ensuile

(que "amylase commence & agir sur 'amidon,
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Clest a l'action de la eytase qu'il faut encore allribuer les
différences qu'on constate entre 'amidon des grains crus et
amidon du malt.

Par suile de la destruction de la membrane des cellules,
amidon du malt se liquélie & une !f_-||||u'=1';11u|'('- l:-lu:-;
hasse (ue I'amidon des grains crus.

Lorsqu'on provogue Ia cermination a une tempeérature de
in-17", la séerétion de Pamylase commence apres 35 ou
fo heures et le pouvoir diastasique angmente ensuile gra-
duellement pendant 8 & 1o jours.

Dans la pratique du maltage les grains sontl soumis i une
série d’opéralions successives.

La |}rv111'[:"1'{_~ Imrti{‘. du travail consiste a Lrier el nettoyer
les grains. On les fait ensuite tremper, puis on les laisse
vermer.

Les grains germes sont utilises a 'état de malt vert dans
les distilleries amnsi que dans la fabrication du maltose ; pour
I"'usage de la brasserie les grains germés sonl louraillés.

Sans entrer dans tous les détails de ces différentes mani
pulations, nous nous arréterons sur les points principaux.

Le triage des grains se fait dans des appareils spéciaux
gui ¢liminent les matieres éirangeres ainsi que les grains brisés.
En outre, ces appareils séparent les grains d’apres leurs di-
NEeNsIOns.

Les grains destinés & la germination ne doivenl pas étre
trop frais. Les grains pris mmmédiatemient apres la réeolte
jouissent d'un pouvorr germinatif peu prononcé. Glest seu
lement quelque temps  apres qu'ils deviennent bons pour la
cerminalion.

[l est nécessaire de ne pas mélanger des grains prove-
nant de différentes récoltes ni des grains avant des densités
différentes. Pour obtenir une bonne germination, il est indis-
pensable, en effet, que les grains soienl, aulant que possible,
dun poids uniforme.

Yar le riage. on arrive & séparer les grains d'aprés leurs
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- -
dimensions. Des grains de dimensions diflérentes ne pour-
raient étre mis ensemble en germination, parce qu'ils se
tremperaient inégalement.

Des grains d'un poids différent ne sont pas propres aun
méme usage. Les grains lourds sont préférables pour 'usage
de la brasserie. landis que les grains légers, contenant moins
d'amidon et fournissant un rendement en diazlase beaucoup
plus grand, sont plutdt indicués pour le travail de la distillerie.

L'orge bien trié est soumis a la trempe. Cetle opération,
se [ail :L_:t'-n:'u'ﬂl:*i'llf-nl. dans des cuves 51)1“1‘5;1&:'5 permetlant de
changer facilement eau. Le but de la trempe est de faire
absorber aux grains la quantité d’ean nécessaire i une bonne
germinaltion. Les grains, au conlact de 'eau, se gonflent, absor
bent une certaine dose d’oxvgene el subissent différentes mo
difications.

lls perdent également une partie de leurs substances solu-
bles, notamment des sels et des hydrates de carbone autres
(ue amidon. La perte en substances extractives s élive e
0,8 A 1 pour 10o0.

L' ¢limination de sucre par la trempe  des gl'nillﬁ est Lres
favorable a la séerétion des diastases pendant la germination

Dans I'eau ordinaire, les grains ne trouvent pas la quantité
d'oxygéne indispensable pour une germination régulicre; i
est done rationnel de faire passer, Iw*rlxhilll. Ja trempe, un
courant d’air dans la masse des grains.

L ean de lrempe doit étre souvent renouvelée, afin que los
substances dissoutes n'entrent pas en fermentation.,

Geéncralement, on lave les grains & Uean avant de les trem
per, alin de les débarrasser des germes et des ferments {IUE
peuvent adhérer & leur surface.

On laisse les grains dans I'eau pendant 3 & 5 jours et on
a soin de renouveler celle—ci toules les 12 ou loules les 24
Licures. La durée de la trempe dépend d'ailleurs de beaucoup
de facteurs: elle dépend de la température ainsi que de la
qualité de I'ean, mais elle dépend surtont de la qualité des

Errroxr. Les Enzymes. 12
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orains. Lorge & balle épaisse absorbe I'ean plus lentement que
I'orge & balle mince.

L'opération du trempage des grains peut élre considérée
comme lerminée ¢uand ceux-ci ont absorbé environ 50 pour
1oo d'eau. En laissant la trempe se prolonger, les grains
arriveraienl & absorber une quantite d’eau encore plus con
sidérable, mais la germination, dans ce cas, deviendrail moins
régulicre el on risquerait d’oblenir des malts moisis. 11 esl
fort difficile d’arréter le trempage juste an moment ot les
grains ont absorbé la guantité d'eaun nécessaire. Cette difli-
culté provient de la différence entre les grains mis en lravail.
Aussi est-il prudent d’arréter la trempe avant que les grains
solent  suflisamment trempés. Le danger d'une trop longue
lrempe existe surtout dans le travail du seigle. Les grains
ayanl subt une trempe trop longue, deviennent gluants, ac-
quicrent un aspect pitenx, et le malt qu'ils fournissent est
dune llll;‘lllh"‘ doutense.

Les grains, apres avoir subi la trempe, sonl transportes
dans le tf;{*:'!imir o 1ils sont étalés en couches de 30 a 8o
centimetres de hauteur, suivant le systeme de germoir et le
mode  d’aération. Les germoirs doivenl rempliv les deux
conditions smivantes :

Ils doivent étre bien ventilés et pouvoir rester a une tem-
|n'.-1‘e11||rfr constante.

Les grains mis en tas s'échauffent assez rapidement. La
combustion de 'amidon et des maticres grasses dégage une
quantité de calorique suflisante pour porter toute la masse
a une lempéralure de 100, 1l est done nécessaire d'éviter
I"é¢lévation de la température. On y arrive, soil en i‘]lﬂi]gnmﬂ
souvent les lL__'fr;l*u‘uc e |1|.'u“'i'. soil en les élalant en couches de
FIIIIH 11 |}ILL.~: minces au lur el & mesure (ue la combustion
devient plus énergique. Dans le systeme dit « pnenmali-
que » on refroidit les couches par un courant d’air humide.

La germination dure de 8 & 10 jours. On sarrange de
fagon & rester toujours a la plus basse température possible.
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Géndralement on commence la germination a une lempéra-
ture de 1o-11° el on monle jusque r7-r3°, limile quon
eévite de dépasser.

Lorsqu’on ¢lale le malt sur une sole cimentée on fait an
début des couches de fo i 5o centimétres d'épaisseur, épais-
seur quon diminue ensuite progressivement. On arrive, le
A4° jour, i une hauteur de 10 & 12 centimétres. Dans le sys-
Leme |)|'|r_~um:|!ir||n* la hautenr des couches resle constante,
mais le grain est souvent relourné pour empécher les radi
celles de s'enchevétrer.

Pendantla germination I'humidité des grains diminue cons-
tamment el a lafin de l'opération ils ont perdu de 50 a 6o
pour 100 de I'ean qu’ils avaient absorbée pendant le trem-
page. Il arrive souvent (que I'eau absorbee ]w:}thiill la trempe
est insuflisanle pour assurer la germination. Dans ce cas les
couches doivent étre arroscées depuis le 3° ou le 4* jour. Liar-
rosage se fanl 5:'.'.41!."]11éllitpwnwnl. par |1[‘Ii|f':-= {Elellltih"rc el o fre
(uentes reprises.

On arvéte généralement la germination lorsque la longueur
des plumules atteint la moitié on les trois quarts de celle des
grains. On admel, généralemement, que c'est 4 ce moment
(que les 5,_';7*;1]115 contiennent la |:]us-: fhrl'zmth‘ f|l|.'i|llih; de sub-
slances aclives,

En réalité, il n'en est pas ainsi. Les recherches que nous
avons faites & ce sujet montrent gqu’on ne peul pas se fier a la
longueur des plumules pour déterminer U'instant ot la quantite
de diastase contenue dans les grains atleint son maximum el
que c'est seulement 'analyse qui peut indiquer le moment
ou l'on doit arréler la germination.

Le tablean suivant retrace la marche de la germination,
A o12° 1 de 4 malts différents conduits dans les mémes
conditions.
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Ces essais, ainst quun (res grand nombre d’observations
faites dans diverses usines. nous onl conduils i la conclusion
suivante: C'est lorsque le malt posséde des plumules deux
fois plus longues que les grains que le pouvoir diastasique
atteint son maximum ; il arrive eependant aussi que le maxi-
mum n'est pas encore alleinl 2 ce moment. :

La quantité de diastase contenue dans le grain angmente
;'I'ﬂ(hln”ﬂ“l(.‘"l dll COlrs [lf' I-H r".f'f"!'ll!iilﬂl.illl'l:: I'I'Iilil'i- EI HI'I'iTi‘ =011
venl que la quantité maxima de diastase est déja accumulée
dans les grains avant ¢ue les plumules aient atteint la
longueur indiquée plus haut.

La guantité de diastase développée dans le malt reste sou-
vent stationnaire pendant un certain temps.

Dans d’antres cas. au contraire, on remarque une dimi
nution trés rapide de la quantité de diastase. Celte dégra-
dation peut, du resle, s‘observer dans le tablean reproduit
|:1||:-: haul.

Nous avons cherche la cause de celte dégradation et nous
avons pu conslater quelle tient a 'aération énergique qui se
produil au moment ou la germination est trés avancée., Clest,
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en effet, dans les malleries pnenmatiques qu'on conslale le
plus fréquemment la dégradation des diastases, landis que.
dans les malteries ordinaives, altération de la diastase es
beaucoup plus rare.

Il se peul louleflols que en dehors de Foxygene de air
'autres factenrs entrent anssi en jen pour produive la dimi
nution du pouvoir diastasigue du mall.

Lorsqu'on veul obtenir un malt trés aetif, il est indispen:
sable de I'analyser depuis le 8% ou le g° jour et de suivre les
variations de son pouvorr dastasique deux fois par jour.
{Iest seulement amsi quon peut éviler les pertes de diaslase
par dégradation.

En brasserie, le mall verl ne peul pas étre employé. Pour
le rendre propre a la fabrication de la biére il doit passer par
le tourailleur of, sous Uinfluence d'une haute température,
certains principes contenus dans les grains subissent des trans
[ormations qui donnent an malt une saveur caracléristique ainsi
gquune coloralion plus on moins foncée.

Le touraillage se fait & aide d’air chaud et, suivant le type
de malt {{ll'ull se propose de Lare, on opere la dessiceation
A des températures plus ou moins élevées.

Le principe fondamental du touraillage consiste & élever la
température graduellement et sans secousses, surtout au début
de la dessiceation.

Tant que le grain contient de 10 4 12 pour 100 d'eau, il
est extrémement dangereux de dépasser la température de
H0°. En effet. la diastase du malt s'allére sous action de
la chaleur et celte altération est dautant plus |‘.1I]]1{_|f_‘ (ue le
grain contient une plus grande guantité d’eau.

Les grains déshydratés an-dessous de 50° peuvent étre
porlés ensuite a la température de 100° sans que la diastase
soil l_’[:l]l]]'llil'.'t{'llll."!]i detrunte.

La lempéraiure maxima r|||'nr1 allemdt ]wmhmt. le tou
raillage est de 103° & 104" pour le malt du type de Munich

et seulement de G2® 4 63° pour le malt de Pilsen.
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Le touraillage détruit toujours une partie de la diastase,
mene |nr_*=q||'nn prend toutes les précantions possibles. En
desséchant le malt & la température maxima de 50° et en
évitant d'élever la température an débul, nous avons pu
conslaler quenviron 20 pour 100 des substances aclives
sont détruits pendant la dessiceation. La perte, comme on le
le voit, est encore considérable.

En résumé. il existe une grande différence entre le malt de
distillerie et le malt de brasserie.

Ainst que nous P'avons dit plus haut, on a térét a choisir,
pour le mall de brasserie, des grains tres lourds et tres riches
en amidon. Pour la distillerie, an contrairve, on doit préférer
IU?:‘I HI'EIi”S ltr';.;l'l'ﬁ {]Hi ﬁ]ll!""iﬁﬁl‘”l I]EUF lif‘ E.Ii.-t':'l!"'l.q'll“"{'.'.

La germination du malt de brasserie doil élre arrélée
lorsque les plumules ont acquis la moitié ou les trois guarts
de la longueur des grains. Lorsqu’il s’agit, au contraire, du
mall de distillerie on doit laisser prendre & la plumule le plus
de longueur possible.

Le malt de brasserie peut élre aéré jusqu'au dernier mo-
menl landis que aération doit cesser pour le malt de dis-
tillerie [wm!:mt les 2 ou 3 derniers j{llll':-".

Enfin, 1l ¥ a une différence notable dans le touraillage du
malt suivant {|l|'i| esl destiné 4 la brasserie ou & la distil-
lerie. Pour la distillerie, la |E'T1]1‘ll“l‘;llll1'{_': doit étre la plus basse
possible, tandis que, pour la brasserie, elle doit étre assez
clevie.
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CHAPITRE XI1I
ROLE DE L'AMYLASE DANS LA BRASSERIE

L'industrie de la brasserie a ¢élé eréee en suivanl des
méthodes empirigues, et ¢’est seulement depuis une trentaine
d'années que la fabrication de la biére a attiré attention
des savanls.

Les travaux de  Pasteur. Duobrunfaut et Hansen ont
apporté dans ee domaine des données précieuses qui forment,
a 'heure acluelle, les bases scientifiques de celle industrie.
Les éludes de ces savants ont provocue des améhiorations
sensibles dans les méthodes de [abrication de la bidre.

Il faut toutefois reconnaitre qua I'heure actuelle les mé
thodes empiriques n'ont pas complétement disparu de la
pratique de la brasserie et que la science ne peut pas encore
expliquer lous les phénomenes gqu’on observe dans la fabri
calion de la bitre. Pour mener cette fabrication & bonne
lin, il est encore nécessaire de posséder beaucoup plus de
|!I]"£1|iiillt" que de science.

La brasserie emploie comme matiére premicre le mall, le
houblon, Uean et la levure. Avee ces |1|‘:J-:|||i|:~'_. loujours les
mémes, on fabrigue une diversilé presque infinie de boissons
fermentées.

Les différences entre les bicres, (que nous CONMNAISSOTIS,
proviennent, en premier lien, des différences de {lnrﬂi[{r‘ des
malticres premicres.

Le malt de brasserie est loin d’étre une substance d'une
composition constante. 11 différe suivant Porvigine ef la qualilé

e IIHI':._HF el encore sutvant la méthode de mallage {:-||||ml+;n'l'1{-_
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On peut faire la méme observation pour les autres facteurs
<ui entrent dans la fabrication des bicres.

En effet, les diverses levures se comportent (rés différem
ment dans un méme moit sueré et donnent des produils trés
divers.

La différence dans le caractére des bicres pent avolr aussi
comme cause la qualité de ean ou celle du houblon.

Le gotit et Iaspect dn modt fermenté peuvent encore changer
par suile de intervention de ferments et de levures [’-Ir.'lngc'rl'{*s-t.

Toutes ces causes influent indiscutablement sur la fabr
cation. mais la variété des matieres premieres n’explique
pas toutes les différences que I'on observe entre les boissons
[ermentees.

Le caractere d'une biére dépend en realité de trés nom-
breus facteurs : du mode de travail, de la maniére dont le
maltage et le touraillage sont conduits, des mades d’extrac
lion el de saccharification, ainsi que du mode de lermen-
lalion.

Comme on le voit, la brasserie est une industrie excessi
vemenl compliquée.

Pour bien en comprendre tout le mcécanisme, il faul un
bagage scienhifigque tres solide, et encore se trouve-t-on souvent
el |1|1'*.-:{‘-|1f:r de |1rnh|1'~|m'1-= non resolus St“i{*nliﬁqm‘.llmlll.
Heureusement, le brasseur se tire d’affaire par son l'ﬁpl'il
('observalion ainsi gue par la routine qu’il a acquise,

Le malt est généralement trés riche en matiéres aclives el
"amylase qu'il contient peut hydrater tres  profondément
1o & 20 fois plus de matieres amylacées que le malt n'en
contient.

La liguéfaction et la saccharification s’opérent sans difli
culté en présence de grands exces de diastase. 81l ne s’agissail
done que d’aboutir & une saccharification profonde, le pro
bléme serait tres facile. Mais, en réalilé, le brasseur n'a pas
seulement en voe une transformation profonde de amidon
en sucre: lees souvent méme il redoute la saccharification
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i'rl‘i‘lfnllih'. [1 in||}m*1l." surtout, en eflet, darriver & un
deédoublement r-‘-lu"L‘i;tl de 'amidon et d’obtenir certaines dex-

trines resistant A Paction des levares, Souvenl aussi, 1

d I
vue la production de sucres difficilement fermentescibles, qui
doivent rester intacts pendant la fermentation principale el
{||f| n entreront en jen llll'uu moment de la fermentation
complémentaire.

Le mode de dédoublement de 'amidon influe & un haut
degré sur le caractére de la biere, et, suivant le type de biere que
le brasseur se propose de produaire, il doit former plus ou
moins de dextrines et de sueres facilement fermentescibles.

Dans ces conditions, la présence d'un exces de diastase est
plutdt nuisible quiutile. CG'est pour ce motif que le bras
seur, avant méme qu'il en ail pu connaitre les raisons
r::riﬂnlfﬂquf:::__ a 1nujnur.-1 cherché & se lﬂuﬁ?r dans des condi-
tions qui entravent la saccharification et 'action d'un exces
de subslances aclives. Gesl ;lin:-aiqllt‘:.. par le touraillage, on fa-
vorise la formation de dextrimes el que, par une saccharification
A température élevée, on détruit 'exees des substances aclives.

L'influence de la température de saccharification sur les
quantités de maltose et de dextrines formées esl résumdée,
d’aprés Petit, dans le tableau suivant. qui indique les guantités
de maltose et de dextrines formées i différentes lempératures
ainsi que le rapport enlre ces quanlilés.

TEMPERATURE MALTOSE DEXTRINES =
A PO
DE SACCHARIFICATION o0 0,0
fio-fir o] S0 1—o0,]
6G5-6G6 =1,4 31,8 I: 0,44
&6 L B : =
(id-lig 0.7 7 PR AR L
=1 =y a — - ks 1 =
1'2-!'{ A0 .7 J.'h.-g I a_‘!l

Nous avons dil |1111:-: haut (ue les modes de saccharification
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et de touraillage influent, non seulement sur la quantité et la
nature des dextrines, mais aussit sur la nature du sucre.

IEn réalité, en saccharifiant 'amidon dans cerlaines con-
ditions, on aboutit 4 des combinaisons de mallose et de
dextrines (|111 se comportent autrement que le maltose et les
dextrines libres.

Ainsi, lorsqu’on abandonne un morit de bicre a Faction de
la levure, on constate que le liquide contient encore, an mo-
ment on la fermentation est terminée, une certaine quantité de
maltose. La non-fermentation du sucre restant n’est nullement
due & I'épuisement des levures, comme on pourrait le croire a
premicre vue. (Cest ainsi que par une addition de maltose pur
au motit fermenté on provoque une nouvelle fermentation
qui épuise le sucre ajouté, tandis que le sucre restant dans le
motl est frés peu atlaqué par les levares pendant la nouvelle
fermenlation.

Pour expliquer ce fait, on admel que le maltose peut former
des combinaisons avec les dexirines, combinaisons qu’on
appelle malto-dextrines. Ces corps n'ont pas été isolés i I'étal
pur et leur individualite chimique esl loin d’étre démontrée.
[l est toutefois hors de doute qu’il existe une différence nolable
dans la fermentescibilité des divers sucres qu’on oblient en
saccharifiant dans différentes conditions 'amidon par le
mall.

Cette différence peut étre attribuée, ou bien i Iexistence
réelle de différents maltoses ayant des structures géomeiri
ques diverses, on bien a la formation de combinaisons plus
oul moins stables de maltose et de dextrines.

Les auteurs qui ont étudie tout spécialement le dédouble
ment de I'amidon par le malt admettent, généralement, exis-
tence de différents types de malto-dextrines qui se caractéri-
sent par les quantités relatives de mallose et de dextrines
qu'ils contiennent.

Les malto-dextrines contenant une grande quantité de mal-
tose sont dites malto-dextrines du type bas; au contraire les
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malto-dextrines conlenant beaucoup de dextrines el peu de
maltose sont dites du type élevé.

La dextrine contenue dans les malto-dextrines est trans
formée par la diastase a des tempéralures supérieures a 55°,
tandis qu’an dessus de 63° les malto-dextrines restent inatta
quées. La levare de bitre dédouble ces combinaisons en ma
tieres fermentescibles el en dextrines. Ce dédoublement se
I!I'{_'H;IHEI Il)llj”li]'ﬁ avec une :{"llll"lll' I}Il.l:"' CrLd 'l'l.H]].”F H’I'EI“[I"-
sutvant que la levare agit sur un type bas ou sur un type élevé
de malto—dextrine.

La formation des combinaisons de maltose et de dexirines
th"pm]{l de la 1{‘|l||1t"|‘.'11|||'ﬂ de saccharification. Par aclion de
la diastase au-dessous de DHo®, on forme du maltose el des
dextrines libres sans malto-dextrines. En faisant agir la dias
tase enlre 35" el G2°, on constate déja apparition de maltose
combiné aux dextrines et les malto-dextrines angmentent
considérablement |f11'5f|lllnll =|11|:=|5.~:[' celle I:‘]l]Eu"r.'llnn‘. La
composition du moil, au point de vue de sa teneur en mal
tose combiné aux dextrines, preul, par r‘.nn_-u'lr|||rr1t. élre réglée
par le choix de la température de saccharification.

1}':1511{':% Petit, on oblient, avec un méme malt saccharilié
successivement a 6o, 65" et Gg°, les quantilés respeclives
suvanles de malto-dextrines :

Lemperaburer: Fx s st oo ti5° gy ©
Malto-dextrines. . . . . . 2,4 i, 1,2 ojo

La température, toul en influant sur la formation des
malto-dextrines. n'influe pas ]H‘.‘Hl('m]ll sur le genre des malto
dextrines transformées.

Ainsi les lempératures comprises enlre 60° et 65° provo
{[11!:‘1!1 toutes le méme 1“:? el ¢'est seulement i la lf‘nllu’*r{t
ture de Gg” qu'on arrive & relever sensiblement le leneur en
dextrine des malto-dextrines formdes.

La température de louraillage a aussi une imfluence mani

feste sur la marche de 'hydratation de amidon,
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Brown et Morris. en analysant les moiits obtenus avee /
malts touraillés & des tempéralures croissantes, ont trouve les
chiffres smivants :

ES5AT1S
- s =
1 2 3 fi
Pouvoir diastasique. . . . . 47 (i 34 1%
Mallo-dextrines pour 1oo. . . f.ah mo0L ahhg 224
Type de malto-dextrines obtenues. 1:0,0  1:71.5H 1:2 T

Comme on le voit, la température de touraillage agit & la
fois sur la {|lla||llllt't et la nature des malto-dextrines. Le malt
contenant le moins de diastase fournit & la fois le maximum
de maltose combiné et le type le plus é¢leve de malto-
dextrine.

Les qualités et les propriétés de la bitre sonl influenceées a
un haut degré par la quantité et le type des malto-dextrines
formices |]t‘|ltl.'||ll la fabrication. Ces substances exercent une
influence sur atténuation, sur le gont, ainsi que sur la con-
servalion de la biere.

Nous ne pouvons, dans le présent volume, faire la l]m":-i{"l"i!'l--
tion des différentes méthodes de brassage et nous préférons
renvoyer le lecteur & des ouvrages spéciaux.

|{ﬂ|||.-u*{|u::|1:~: seulement que c'est en modifiant le mode
d'hydratation de Famidon qu’on arrive & produire  des
bicres de types différents. En effet, la facon de conduire le
brassage influe & un haut degré sur la composition du monil
(ui agit & son tour sur la qualité et le type de la biére.

Avanl méme de ]'lﬂ:-%:-il:fh‘!‘ des notions théoriques sur le
mode de dédoublement de 'amidon. le brasseur connaissail
déja les conditions dans h:.-:[|zu‘|1t‘:-‘~ 1l est nécessaire de se
placer pour aboutir & un mont présentant les qualités requi-
ses dans chagque cas. Quand le brasseur se propose de faire
des bieres & forle atténuation el riches en aleool, 1l se trouve
foreé d’eflfectuer le ]H‘;lsﬁ;lgﬂ de manitre A éviter la formation
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de grandes quantités de malto-dextrines. Quand il s’agit, au
conlraire, d'une bicre & fermentation basse donnant liea &
une fermentation secondaire prolongée, il cherche & obtenir
une grande quantilé de maltose combing et de malto-dextrines
te type trés élevé.

Pour les hiéres 4 fermenlation haute, la mamere de con
duire la saccharification dépend aussi du degré de densité des
motils. Les moiits destinés & la fabrication de bicres légéres
sont généralement prolondément saccharifiés, tandis que pour
les bieres lortes on cherche, au conlraire, i |1:'[:{|||i|‘{' heau
coup plus de dextrines.

(est done par un louraillage a une lempérature conve
nable et par la durée de la saccharification qu'on arrive i
produire des moiits de compositions tres différentes, toul en

employvant les mémes malicres premicres,
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CHAPITRE XIII

FABRICATION DU MALTOSE

Par I'action du malt sur 'amidon, on peut obtenir, suivant
la durée de lopération et suivant la température 4 laquelle
elle est |!T'.'!1i{[lllr"[‘. une série de I}I*:iclllil.-l différent entre eux
par le degré d’hydratation.

En saccharifiant un empois contenant de 5 & 7 pour 100
d’amidon avee une infusion de malt & la température de fo°-
15°, on aboulil, aprés 12 & 15 heures, & une transformation
presque {"mnp“'!(z de 'amidon en maltose.

Le liquide sueré, évaporé jusqu’a la consistance de fo” a
42° Baumé, se prend en une masse blanche, cristalline, con-
lenant seulement 1 & 2 de dextrine pour 100 de sucre.

On obtient un produit d'une tout autre nature par la sac-
charilication 4 60°-62° 51 on hmte la darée de la sacchar-
lication & 30 ou Go minutes et que l'on travaille avec un
exces de diastase. on obtient un sirop fortement saccharifié
contenant de 20 4 25 |'IE1I‘[it"'5-f- de dextrine pour oo de sucre.

Par une saccharification a 68” on arrive & des produits
possédant une teneur en maltose de Go seulement pour
100,

Cies diflérents |}r{:{|llilﬁ ont trouvé leurs applications dans
I'industrie, grice aux eflorts tentés par Dubrunfaut et Cuse-
nier.

Ces savants ont fait une ¢lude tres .'1|1|1r{:!'umil{? de la sac-
charification par le malt et ils ont eréé un proeédé indus-
triel auquel un trés grand avenir semble réservé.

Dubrunfaut, en créant I'industrie du maltose, espérail que
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les différents produits de saccharilication trouveraient de
multiples applications dans différentes industries. 1l croyail
que le mallose pur pourrait remplacer avee avanlage le
sucre de canne dans la vinification et la fabrication des li-
quenrs. l.e sirul} saccharifi¢ devait prendre place dans toules
les industries qui emploient le glucose, par exemple dans la
pitisserie, dans la confection des confitures, ete. Les produits
conlenant une forte proportion de dextrine auraient été toul
spécialement destinés & la brasserie on ils devaient remplacer
une grande partie du malt.

Les Inn’*\'isiun:-: de Dubrunfaul ne se sonl pas ("llllll}"_‘l{"—
ment réalisées.

L'industrie du maltose a pris. & une cerlaine épogue, un
grand développement. On a créé des usines en France, en
Belzique, en Hollande et en Angleterre et la production de
ce sucre a alteint de trés grandes proportions. Dans ces
dernieéres années, cependant, cette industrie, & la suite de
diflérentes circonstances, a subi un recul considérable.

Toutefois, le progrés de la fabrication du maltose n'indique
nullement (ue celle industrie soit destinée 2 t|i.~a|ml*.'ﬁl|'r:.

Les avanlages que présente la saccharification par le mall
sur la saccharification par les acides sont pour nous indiseu-
tables et nous sommes absolument certains que celte indus-
trie finira par détroner celle des glucoses.

Comme la préparation industrielle du maltose est tres pen
connue, nous lenons a donner ici quelques renseignements
sur la L!'{‘Illlii{li('! de cette abrication.

Comme maliéres premiéres on muplnir} des f(éeules de
pommes de terre, de riz oude mais. Au point de vue économi-
que, le mais est la matiére premiére offrant le plus d’avantages.
Malheureusement le travail de cette céréale présente de grandes
difficultés quant & la filtration et & la déeoloration du sirop.

Pour aboutir & des produits d'une bonne apparence el
pour obtenir des rendements convenables, il est nécessaire de
=0 |}!Il.l.'{_'i‘ dans des conditions strictement délermindes.
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Les opérations successives auxquelles on doit procéder
sont les suivantes :

1* Mouture ;

2 (uisson ;

3° Sacchariflication ;

A4 Filtration ;

5° Défécaiion ;

6° Seconde filtration ;

e I:]'l.'u[}m'nlim‘l:

&° Seconde défécation :

9° F:\.':l[lul‘.'lliml a ho'.

Le mais, réduil en une mouture grossiere, est inlroduil
dans les appareils horizontanx munis & I'intérieur d'un mou-
vement & palettes. Chague cuiseur recoit 750 kilogrammes
de mouture el une quantité d'eaun déterminée, de fagon A
donner, apres la cuisson, 45 hectolitres de liquide. On monte
rapidement en pression toul en faisant marcher 'agitateur et
on reste fo minutes a 3 atmosphéres. Le temps nécessaire
pour monter i celle pression étant d'environ /4o minutes.
la cuisson se lrouve terminée an bout de 8So minutes
envIron.

Le mais cuil est -lf"'ﬂ\'i]:,'i.'" dans un second :I|Jil.‘l_i‘{}i| hori-
zomtal muni d'une double enveloppe, d'un broyeur Bohm el
d'un agitateur & palettes. On ajoute une faible quantité de
malt & la température de 70°75° et, en & & 10 minutes, on
produil une liquéfaction de la masse. On relroidil ensuite
par la double enveloppe, on ajoute le restant du malt & la
lempérature de 65°, on resle environ 20 minules a celle
lnn'll]{‘j':}!ur{:, on riechaulle & 70° et on envole le moil dans
le filtre-presse. Pour la fabrication du sirop dextriné la sac-
charification se prolonge pendant 1 heure & 68°.

Le sirop sacchanlié demande pour saconlection jusqu’a 25
pour 100 de malt vert. Pour le sirop dextriné la quantilé
de malt est réduile jusqu’a 15 pour 100.

On attache une lrés grande importance a la filtration et,
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en réalilé, eetle phase du travail influence & un haut degré la
qualité du produit ainsi que le rendement.

Le passage par le filtre-presse doil se faire trés rapidement
el, lorsque le liquide a passé par le filtre, il doit étre d'une
limpidité parfaite. Une filtration incompléte ameéne une alté-
ration des jus el indigue en méme lemps une mauvaise
exlraction.

Le léger trouble (que 'on constate dans le montt mal filtré
déctle la présence d'une certaine quantité d’amidon capable de
produire une perturbation pendant la concentration des jus.

Pour aboulir & une bonne filtration 1l est essentiel de se
servir d'un malt dont la plumule soit trés longue et de
réchaufler le moit saccharifié i la température de 70°.

Dans les maltoseries on emploie généralement des filtres
presse de 70 centimeétres carrés, munis de 12 cadres revétus
de toile. Une batlerie de 7 filtres fournit en 15 minules 45
hectolitres de jus de 2° 1/2 a 3% Baumé.

Les jus filtrés sonl amenés dans des réservoirs en cuivre
munis d'une double enveloppe pour I'entrée de la vapeur. On
réchaulle rapidement & =3° el on laisse les jus environ une
demi-heure & eette lempérature pour la défécation.

Il s¢ forme un abondant précipité qu'on sépare par un
second passage au fliltre. Celte seconde filtration ne présente
pas de diflicultés. Elle se fait sur un filtre-presse de petites
dimensions.

Les jus limpides sont renvoyés a I'évaporation dans un
appareil & triple effet ot ils sonl concenlrés jusque 22°
Baume.

Les ralruln-'. sont alors soumis & I'épuration ainsi qu’'a un
traitement au noir animal. Les sirops sont amenés dans des
réservoirs spécianx dans lesquels on ajoute 10 kilogrammes
de noir animal en poudre et 500 grammes de sang desséché
pour 25 hectolitres de sirop.

On maintient & 'ébullition pendant 1o minutes. on filtre
¢l on concenlre dans le vide Jusqu’a fo-42° Baumé. Pour la

Eerroxt. Les Enzymes. 13
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fabrication de produits fortement décolorés on renvoie les
SIFOPSs, apres ]1{?1111|'<‘1.|iun. dans la batterie de {iltres au noir o
ils restent de D 4 8 heures.

Les rendements qu’on obtient couramment dans les usines
sonl de g2 a g4 kilogrammes de sirop & 40" pour 100 kilo-
grammes de mais, mais, pour aboulir a ce résultat, 1! faut
un (ravail tres régulier et beaucoup d’attention.

Pour donner une idée de Uinfluence du mode de travail
=111 IE |’l,"]]_[_|("]“!"|ll,. Holl=s pl}ll\ (1= I'ﬂIlI]l.'l'f'i' [iil'["' lIilT]H Il:"‘s [:II_'I""-
micres années d'existence des usines de maltose le rendement
¢ail seulement de Go & 65 kilogrammes de sirop pour 100
kilogrammes de mais et que ¢'est seulement dans la suile.
arice i des perfeclionnements suceessifs, qu’on est arrivé aux
résultals mentionnés plus haut.

Le sirop bien fabriqué se conserve généralement bien.
Toutelois, celle conservalion est plus stire & air libre que
dans des réservoirs fermés. Dans les grands réservoirs eXPOses
a l'air on ne conslale jamais d’altération, tandis que le sirop
mis en lonneaux entre parfois en fermenltation.

Voici Nanalyse des produits industriels :

MALTOSE MASSE

Iy G s P e P B T el 8,0
B T g e e i,
Devkrimess, i U a Fe e a0 e e e 0, ®

SIROP BLANG (1-‘[-:1:1: I.I-::]

Substances seches. © . . -0 . . L]
Wi Lo LAt o S e D), 2
Tibe b T A e St i e L i=.%

AMATS SACCHARIFIE

| ST T Iy e e s pet iy Wi LU PR Sl £ Sy r 20, 2
Mialiosas woo ot e e s A5
BT T i e it v e R0 M 33
Malitres azolées. . . . o . . . . 2.1

Substances minérales. . . o . o . 0,03
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SIROPS DEXTRINES

Euu. : : : . ; 5 : - : ; - T
Maltnsas e 2l Sonl  we it S R a0,
Dreyilnnass Vet 0 sl o s s ha
Maltitres azolées. . . . . . . . . 2,1
Subslances minérales, . . . . . . 0,01

SIROPS DE RLE

T Dt i T A L e 18,8
T LT ) - g S ot e N e 71

EYexErimp i sl Mg A iigr « S0 20 b onesantinh 2,4
Substances étrangtres. . . . . . . 5,2

Le sirop de maltose présente de trés grands avanlages sur
celui de glucose, an point de vue de la pureté comme au
point de vue économique.

Le maltose est une substance nutritive d'une grande va-
leur. Dans I'organisme vivant il se transforme plus rapide-
ment en sucre assimilable que le saccharose. Il est tres facile
a digérer et, ayant un goit moins sucré que le sucre de
canne, il peut étre absorbé en quantités beancoup plus consi-
dérables que ce dernier.

Par I'action des acides sur I'amidon, on obtient des glu-
coses industriels contenant, & coté des dextrines, des COrps
etrangers formés sous l'influence des acides & haute tempé-
rature. Ces corps donnent un goit désagréable aux glucoses
el possédent souvent des propri¢iés toxigues.

Les dextrines formées sous Uinfluence des acides onl une
valeur nutritive trés médioere. Le sucre pancréalique agit trés
lentement sur ces dexirines, et son action est oujours i111]m:'
faite.

Comme il résulte des essais faits par Soxhlet et Stutzer,
les dextrines formées par le malt se comportent tout autre-
ment; elles sont transformées beaucoup plus facilement par
les diastases.

La saccharification par le malt présente encore un grand
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avantage : celui de pouvoir utiliser les maticres amylacées
directement, sans passer par la fabrication de I'amidon.

En traitant le mais par lacide, on produit des modifica-
tions profondes dans les matiéres azotées ainsi que dans les
malieres grasses. Les produits obtenus sont noirs, d'un goit
désagréable et peu propres a la fabrication de la biére.

Pour aboutir & des produits plus purs on est foreé d'ex-
traire toul d’abord 'amidon, ce qui entraine de grandes
pertes. De 6o kilogrammes d’amidon, contenus dans 1oo
kilogrammes de mais on ne relire praliquement que 50 4 52
kilogrammes. On perd done environ de 8 & 1o kilogrammes
«amidon ainsi que d’autres substances nutritives, organiques
el minérales, qui entrent dans la composition des grains et
qui sont utilisées dans la fabrication du maltose.

Lindustrie du maltose fournit anssi une dréche plus
saine et plus nutritive que celle fournie par industrie du
glucose, 1l est done mdiscutable qu'an point de vue hygié-
nique ainsi qu'an point de vue économique le maltose est
préférable au glucose.

La crise par lagquelle passe momentanément I'industrie du
maltose n’est nullement de nature a la faive disparaitre com-
pletement. Cetlte fabrication présente des avantages trés réels
el les efforts tentés par Dubrunfaut et Cusenier ne resteront
pas vains.

Les brevels qui protégeaient cetle industrie sont périmeés
el cette circonstance ne tardera certainement pas i lur donner
un nouvel élan.




CHAPITRE XIV

FERMENTATION PANAIRE

Théorie de Dumas sur la lermentation p:muim_ — Céréaline de l'lf'gt-v
Mouries. — Le réle des bactéries dans la fermentation panaire. — L ori-

gine du sucre dans la farine.

Le travail de la boulangerie se fait en trois phases sueces
sives : le pétrissage, lapprét et la cuisson.

La premiére de ces opérations a pour but de fabriquer
avec la farine une pite élastique et homogeéne.

A cet effet, on dilue un peu de levain dans de 'eau ticde,
on ajoute petit & petit de la farine, on agite ensuite le mé
lange et on pétrit la masse. Il se forme ainsi une pite dans
laguelle on fait pénétrer uniformément une certaine quantité
d’eau salée. Le pétrissage terminé, on abandonne la masse
pendant quelque temps. .

Le levain incorporé produit alors une fermentation qui
modifie la structure et la composition chimique de la pite.

Cette fermentation conslitue la deuxiéme période quon
nomme apprét. L'apprét se fait dans le pétrin et dure géné
ralement de 20 4 30 minutes.

La pite est ensuite divisée en parties d'une certaine gran
deur auxquelles on donne la forme d'un pain. On les sau
poudre avec de la farine, et on les laisse de nouveau en repos
pendant 30 4 4o minutes aprés quoi on les soumet a la cois
son dans des fours portés & 250° ou Joo".

Le levain qui sert dans la préparation du pain provient
d une opération Iu'{'-l'{r'd{‘nlﬂ. Apres le ]u"lri:-;:-;ngn. le boulanger
préleve une faible partie de la pite et I'emploie comme
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levain dans I'opération suivante. Le méme ferment est utilisé
de cette fagon pour une série indéfinie d’opérations.

L'ng‘nutl}r[m'i[ml de la fermentation panaire esl un saccha-
romices. Mais ce facteur n’est pas le senl : d’antres entrent
en jeu el, ici encore, on se trouve en présence d'actions dias-
Lasiques.

Le blé, le seigle, ainsi que toules les céréales, contiennent
des quantités notables d’amylase et de substances actlivant
Iaction diastasique. Par la mouture, il est vrai, une grande
partie de la diastase se trouve éliminée avec le son, mais la
farine ne ge trouve pas complétement dépourvue de substances
actives. Ces enzymes non éliminés jouenl successivement un
role important dans les diverses phases de la fabrication du
pain.

L."action des diastases des grains s’exerce déja pendant la
mouture. Cette action se manifeste ensuite pendant la fermen-
tation |:z1tmim el peul meéme encore se constater pun-:lunl, la
CUISSOn.

Le rdle du levain, ainsi (ue les |1||1'?t1(:ll]f-|1f‘s physiques et
chimiques qui se manifestent pendant la panification, ont
donné lieu 4 différentes théories.

Dumas envisage la fermentation panaire comme une fer-
menltation alcoolique. D’apres ee savant, amidon et le gluten
de la farine se trouveraient déjien partie hydratés a la suite
du délayage avec l'cau. Cette hydralation serait encore
favorisée par le pélrissage qui répartit également le levain
dans la masse et le met en contact avec 'air, condition qui
favorise la fermentation.

Pendant l'apprét. Pacide carbonique formé dans la masse, se
trouve emprisonné dans les cavités de la pdte a I'intérieur
de laquelle le gluten relie les divers éléments. Pendant la
cuisson, la brusque élévation de température dilate les gaz
inclus dans la pite, el produit un gonflement de la masse
ainsi qu'une adhérence plus intime enire les matiéres hy-
dratées, I'amidon, le gluten et 'albumine.
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D’aprés Dumas, acide carbonigque produit par la fermen-
tation panaire reste presque tolalement dans le pain dont il
occupe environ la moiti¢c du volume, a la température
de roo”.

La levare agirait done, d’aprés lui, par l'acide carbonigue
[{11’(\]](} [n'nr;lui[ et la fermentation serail provoquee an dé-
triment du suere déja préexistant dans la farine.

La théorie de Dumas assimilant la fermentalion panaire
une fermentation alcoolique a soulevé différentes objections ;
cerlains auleurs ont objecté que, dans la fermentation panaire,
il 'y a ni production d’alcool, ni multiplication des levures.

D’aprés Mege—Mouries. le son contiendrait une substance
active qu'il appelle céréaline et qui aurait la propriété de
transformer successivement amidon en dextrine, en glucose
et en acide lactique. Cetle subslance ne se retrouve pas dans
la farine, mas, d’aprés Mege-Mouries, le gluten lui-méme
pourrait saccharifier et faire fermenter I'amidon.

La présence d’aleool dans la pate aprés Papprét a, en effet,
échappé pendant trés longtemps a Panalyse. En outre, dif-
[Crents :',x[u"r'hm‘.nhllﬂlrﬁ sonl arrivés a celle conclusion que
les levures introduites avec le levain ne se multiplient pas
pendant Papprét.

En sappuvant sur ces données et sur la présence presque
conslante de bactéries dans le levain, quelgues bactériologistes
ont émis 'hypothese que ce seraient les ferments et non les
levures L|||i ]]t'ﬂ{lllil'.‘li{‘l]l la fermentation.

En 1883, Chicandard a déerit le bacillus glutinis qu’il con-
sidere comme étant Fagent de la fermentation panaire.

Laurent, dans ses travaux ultérieurs, a décrit le bacillus
panificans.

Popofl a isolé de la pite de boulanger un bacille anaérobie
qui, en preésence de sucre, produit de I'acide carbonigue et de
Iacide lactique.

Les analyses bactériologiques de levains faites par Peters et
Boutroux ont démontré la présence conslanle dans le levain
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de ferments séerétant de la diastase et agissant sur Famidon
et les matieres albuminoides. De plus. la présence de fer-
ments de méme nalure a été constatée dans la farine de ble.

L’intervention constante de ferments dans la panilication
peut done étre considérée comme démontrée.

Pour les uns, ce sont les ferments seuls qui provoguent la
fermentation ; pour les autres, les ferments agissent en sym-
biose avee la levure : les ferments, & Paide de leur diastase,
fourniraient le sucre aux levuares.

Wolllin est arrivé a produire du pain normal en rem-
placant le levain par une culture de bacillus levans. Des ex-
périences analogues ont él¢ faites par Popoll avec le meéme
SUCCCS.

Boutroux, qui a repris ces expériences el qui a cétudie
avec beancoup de soins le levain de boulangerie, esl arrivé
anx conclusions suvantes :

1° La levure alcoolique est toujours présente dans le levain
du pain ;

2° Celle levare se cultive de pite en pdle de telle sorte
qu'en ensemencant une premiére pile avec des fraces im-
pondérables de levare on retrouve, au bout de quelques opé-
ralions, la méme quantité de levure dans tous les points de
la pile sur laquelle on a opére en dernier lieu ;

3° L’autre microorganisme lrouve dans la pdte el auquel
on pouvail altribuer hypothétiquement le pouvoir de la faire
lever se comporte tout autrement: cultivé de pite en pite
il cesse de faire lever apres le 2° ou le 3° passage.

La présence dans le levain de ferments lavorisant la pani-
fication est un phénoméne en somme exceplionnel.

Il résulte des éludes de Boutroux gue, généralement, la
présence des ferments joue un role défavorable : 1ls attaquent
le gluten et empéchent le pain de lever. Dans la pratique de
la boulangerie I'action nuisible de ces bactéries est paralysée
par la présence de la levure qui, dans une pite normalement
constituée, trouve un excellent terrain de développement,
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combat les ferments élrangers el entre seule en jeu pendant
la fermenlation panaire.

La manitre de voir de Dumas se trouve aussi confirmedee
par les expériences de Mousselte et Aimé Girard qui sonl
arrivés A conslaler la présence de alcool dans les produils
de la fermentation panaire. |

Mousselle, en condensant la vapeur des fours a pain pen-
dant la cuisson, a obtenu une solution alcoohique contenant
1.6 d’alecool pour 100.

Dapres Girard, il se forme pendant la fermentation le
merne |~|::i[,|:-'. d alcool (ue d'acide carbonique. On constale
I'existence d’environ 2 grammes el demi de chacune de ces
“substances par kilogramme de pain.

D’aprés quelques auteurs, le snere consommé dans la fer-
menlation panaire, sucre qui équivaul a environ 1 pour 1oo
du poids de la farine, proviendrait directement des grains.
A l';lmmi de celte maniére de voir on peut ciler |'l‘\:~111j|!ﬂ de
l’f_\rg{' r|||i contient loujours des quantités ;||:r|n'{'-i:[;|||]{'.~a de
sucres fermenteseibles. Mais le teneur en sucre du blé est,
en réalilé, trés variable el on observe cependant que les
céréales conlenant des quantiles de malieres fermentescibles
mmsuflisantes pour la fermentation panaire, fermentent cepen
dant aunssi énergiquement que les céréales riches en sucres.
D’autre part, la farine qui est débarrassée de certaines par
ties constituantes des g{‘nin::ﬁ se lrouve, par ce fait méme, plus
pauvre en sucres.

D’aprés Aime Girard, Boutroux el Morris, il se produirait,
p{:mlmll. la ﬁ.'ﬁgﬁluliml des gl‘;llllillﬁi'ﬁ, une accumulation de
sucre dans la lige; ce sucre, au moment de la formation de
"'amidon, passerail dans 'embryon des grains et serail
transformé en amidon au fur et & mesure que le grain miril.

De celle facon, on ne trouverail dans le blé miir que des
traces de sucre el, comme lmul.‘m! la moulure on enléve la
plus grande partie du germe, la farine serait exemple de
sucres nalurels.
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En présence de ce fait, 1l y a lien de se demander d’oti
provient le sucre servant & la fermentation. D’aprés Poehl,
le sucre fermentescible qu’on retrouve dans la farine prendrait
naissance pendant la mouture des grains, & la suile d'une
action diastasique sur I'amidon. Celle action diastasique se
manifesterait seulement avec les grains conlenant une cer-
taine quantité d'eau, tandis que les grains desséchés n'en
lourniraient point.

Ainsi, quand on traite une mouture de blé conlenant de
11 & 13 pour 100 d'eau avec de I'alcool a4 b° on constate
dans le liquide la présence de sucre réducteur. Le méme grain,
l"'ll;EIIE'II':I].FHlf"l" {I'l-".‘l"l:'T.-.l“’{"!II{J;I f_"l ﬁﬂ'}'l]'l.'l.'lui".":- {'llﬁllilﬂil_ll II_IE‘III{:‘- tI'{liiﬂ]]ll}nt
par 'alcool. ne fournit |}|n.~=.. de suere.

Il y a done, en réalité, une transformation de I'amidon
en sucre el Paction de l'amylase se manifeste par conséquent
deja an moment de la mouture. Il y a tout lieun d’admelire
que I'hydratation commencée continue pendant le pélrissage
el 'apprét, quoique la teneur en sucre n’angmente pas sensi-
II]{:"I'l-IIf!'"I. ilﬂ"[[ill-!! Ces I‘,I}}il!'\-'ui“_‘i {I'I'I [!"{1'\‘“”.

L'intervention de la diastase se manifeste avec plus de
netteté pendant la cuisson.

La pite. une fois introduite dans le four, s'échauffe trés
inégalement. A la surface la température s'éléve brusquement
et provoque la formation d'une crotite qui empéche la vola-
lilisation des gaz et de la vapeur d’ean formés. A I'intérieur
la température s'éléve trés lentement, circonstance qui favo-
rise la fermentation aleoolique ainsi que I'action diastasique,
puisque les diastases continuent i agir jusqu’a la température
de 80°. Sous l'action de la vapeur d'ean et de la chaleur les
grains d’amidon se transforment en empois et en amylo-
dextrines.

La faible quantité de diastase contenue dans la farine se
trouve dans d’excellentes conditions pour provoquer l'h}'d]'a-
lation de I'empois, !‘m}mi_-a Lllli ne peut se former {|n'r.',-|'| tres
petite quantité, sa formation élant limitée parle mangue d’eau.
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Cest surloul |1r.'|'|{|;lnl la cuisson (ue le maltose et les dex-
trines se forment dans le pain et communiquent 4 celui-ci
mn g{II.LIl el une consistance {‘;Ir'it:‘ll"l‘if-tt1c||n1:-:.

La farine de qualité supérienre conlient, généralement, de
tres faibles f|||.'mlitt'*:-‘»{|(‘ diastase, tandis que les farines con-
tenant encore une cerlaine n‘jll.‘llllil:," de son sont p!u.-a riches
en matitres actives qui influent & un haut degré sur le carac-
lere du pain. (est ainsi que la mie molle du pain bis est due
exclusivement a la diastase du son.

Le pain blane, trituré dans I'eau ticde, fournil une masse
demi-solide et environ 6 pour 100 seulement de maliéres
se dissolvent. Le pain bis, traité de la méme manicre, donne
a l'ean un aspect laiteux et 45 4 50 pour 100 de maliéres
seches s'v dissolvent. Cette différence de solubilité provient
de la différence entre les modes daction de la diastase dans
les deux sortes de pain.

Dans le son, dans les germes de blé, el, par conséquent aussi
dans la farine, il y a encore d’autres diastases jonant un role
dans la qulilir:ltinn,

La transformation que subit le gluten pendant 'apprét et
la cuisson nous parait étre due a une action diastasique,
mais celte {|Ill‘Fti{III esl encore forl peu clucidée.

I:il]lf‘l'\f"l]li“” {.Il"::- f""?.:\'ll”‘ﬁ {"HI_, l}{‘illli'ﬂ}llil I]'.I"':‘- {r."lu']l!.ﬂ"lﬂ
dans la coloration des farines.

On trouve encore dans les farines des enzymes oxydants
sur lesquels nous aurons l'occasion de revenir en étudiant
les oxydases.
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CHAPITRE XV

ROLE DE L'AMYLASE DANS LA DISTILLERIE

Traitement des graimﬁ par l'acide et par le malt. — Influence de la
cuisson sur la saccharification. — Choix des températures de saccharifi-
calion, — Saccharification prinr‘ipa]n et secondaire, — Ex[u'.-riences

d’'Effront sur l'altération des diastases pendant la saccharification. — T'ra-
vail par infusion, — Altération des diastases pendant les phusns SUCCES—
sives du travail, — Contrdle dua travail dans la distillerie.

Les matiéres amylacées ne subissent pas directement 'ac-
iion de la levare. Pour les rendre acecessibles a 'action du
ferment aleoolique, il est indispensable de les soumeltre &
une saccharification préalable.

Pour opérer cette transformation, la distillerie a longtemps
employé les acides minéraux et c'est seulement dans ces
derniers temps que ces agents ont presque totalement disparu
des nsines on ils ont été remplacés par le malt.

Lemploi des acides comme agents saccharifiants présente,
en réalité, de grands inconvénients. Pour obtenir une sacchari-
lication profonde sans destruction notable du sucre formé, on
esl foreé d’agir sur des moiits tres dilués, de les maintenir
tres longtemps & une températlure voisine de 1oo® et d’em-
ployer des quantités considérables d’acide qui doit nécessai-
rement étre neutralisé avant ladjonction de la levure. La
saccharification par les acides est done peu économique., d’au-
tant plus qu’elle n'est jamais complete et que les plus hauts
rendements auxquels on peut aboutir ne sont jamais supérieurs
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A Do on 53 litres d'alecool par 1oo kilogrammes d’amidon
Nniis en euvre.

Le travail par l'acide présente encore un aulre inconvé-
nient : il fournit une dréche qui ne peut pas étre utilisée pour
la nutrition du bétail, inconvénient suflisant pour condamner
la méthode.

En employant le malt, tous les inconvénients du procédé i
I'acide disparaissent et la saccharification se fait relativement
vite. Les dréches obtenues de cette facon sont de bonne qua-
lité et le rendement en aleool dépasse 65 litres par 100 kilo-
crammes d’amidon mis en euvre. Le travail & Paide du malt
a toutefolis aussi ses inconvénients. Il n'est pas toujours facile
de préparer un malt répondant aux besoins de la distillerie, et
il est souvent fort difficile de 'ntiliser rationnellement.

De toutes les industries qui emploient la diastase comme
agent saccharifiant, c’est indiscutablement la distillerie qui a
le plus & lutter avee les diflicultés que présente P'emploi de
'amylase. (Cest, en eflet, Famylase qui joue le role prin-
cipal dans cette industrie.

Cest elle qui régularise la marche de la fermentation el
(ui mflue sur toules les phases du travail.

La connaissance approfondie du mode el des conditions
d’action de cette diastase est done indispensable pour diriger
convenablement le travail.

(est pour cette raison que, tout en nous placant & un
point de vue spécial, toul en étudiant la distillerie exclusi-
vemenl au point de vue du rile qu’y joue le malt, nous sommes
amendés i passer en revue toules les opérations qui se sue
cedent dans celte industrie.

Cuisson. — L'amidon retiré des cellules est difficile-
ment altaquable par Pamylase mais, lorsqu'il n'est pas
encore dégagé des grains qui le renferment, sa transformation
par la diastase est encore plus difficile. Les substances inter-
cellulaires et la membrane cellulosique des cellules amylacées
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empéchent le contact de la substance active avec les granules
d'amidon.

Pour rendre eflicace 'acltion de la diastase sur les ma
tieres amylacées, on est loreé de leur faire subir une cuisson
qui dissout les substances mtercellulaires et met en hberté
les grains d’ amidon.

En opérant avec des malicres amylacées réduiles en poudre,
les actions combinées de la chaleur et de Ueau, favorisent &
un haut degré attaque de Famidon et la cuisson a Fair libre
suflit. pour oblenir un empois gui se saccharifie facilement
par le malt. Toutefois, pour le travail des grains entiers, il est
indispensable d’opérer sous pression.

Dans la pratique on opere la euisson dans des appareils
fermés ot les grains sont soumis pendant 2 heures environ
a une pression de 3 a 4 atmospheres.

L'élévation de la température est tres favorable a la disso
lution de 'amidon. mais elle présente de grands inconvénients
a d'autres points de vue.

La partie principale des grains, lamidon, résiste & de
hautes températures sans se décomposer, mais tel n’est pas
le cas pour les aulres substances constitutives du grain, pour
les sucres par exemple, qui sont détruits a haute tempéra
rature. En cuisant un moil sucre i dillérentes |1I‘[‘55i“|lﬁ 01
conslale que la destruction du suere augmente dans une forte
proportion au fur et a mesure que la pression augmente.

Ainst un mott sueré, contenant 15 pour 1oo de maltose,
mainlenu pendant :

1/2 heure & 2 atmosphéres perd 0,85 de sucre.

— |£ — I ..':.I
BY 4 = o v

Les gr:ﬁnﬁ, el surtout les podnmes de terre, contiennent des
quantités de sucres lermentescibles assez appréciables, et la
destruction de ceux-ci doit forecément amener une perte sen
sible en alcool.
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La haule pression a aussi pour effet de dissoudre diffé
rentes substances qui entrent dans la composition des grains.
[.'augmentation, dans le motit, de la guantité de substances
extractives sous l'influence des hautes pressions esl consi-
dérée, par différents auteurs, comme une preuve de 'eflicacité
de la euisson. (lest en se basant la-dessus qu'on conseille
méme parfois de dépasser, pendant la cuisson, la pression
de 3 atmospheres. 11 est indiscutable que la haute pression
augmente la densité des monts et quelle favorise 'augmen-
tation de la quantité de substances réductrices, mais ce fait
n’entraine pas nécessairement une augmentation du rende-
ment alcoolique. Au contraire. de nombreux essais fails dans
celle vole nous onl monlré gquun moit de grans forlement
cuils, toul en donnant avee le malt une bonne saccharifi-
cation, fournit un rendement en aleool inférieur & celur d'un
moutb préparé & une pression modérée. Ainsi 5 motts de
grains préparés, toutes choses égales d’ailleurs, a différentes
pressions, onl donné les résultats suivants :

DENSITE FORCE
BALLING ALCOOL DIASTASIQUE
2 atmosphéres. . . 10,5 ho
3 - ey 18,1 10,3 28
4 — o e AL 18,6 g.8 I3

On voit que le moiit cuit & 4 atmosphéres possede une
densité de 18,6, tandis que le moit cuit & deux atmosphéres
N accuse (u une densité de T

Nous pourrons constater en méme lemps que le maximum
de la teneur en sucre ne correspond pas au plus fort rendement
en aleool. En effet, le monut préparé a 2 atmosphéres fournit
10,0 d’alcool, tandis que le motit préparé a 4 atmosphéres
donne seulement ¢.,8. Sous la rubrique « Force diastasique »
nous trouvons une explication de cetle anomalie.

Les grains cuits & 2 atmosphéres el saccharifiés ensuite
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dans les mémes conditions, accusent un pouvoir ferment de fo;
la force diastasique diminue avee Faugmentation de la pression
et, 4 4 atmospheéres, on ne peut plus déterminer dans le morit
gquun pouvoir ferment de 13.

La cuisson du monl fail naitre cerlaines substances rlui
allaiblissent le mall il‘E‘lIi_i.‘iT]l la saccharilication. La cuisson
sous forle pression entraine done, comme conséquence immeé-
diate, une fermentation incompléte.

On ne connait pas exactement la nature des substances
nuisibles et on ne peut pas non plus déterminer quels sont
les corps qui leur donnent naissance; néanmoins, la formation
de subslances entravant I'action diastasique, ne peul pas étre
mise en doute. 1l y a lien de tenir comple de ce fait, surlout
quand on se propose de travailler avec une quantité limitée
de malt.

Le mode de travail le plus rationnel consiste & faire une
mouture (rés fine des grains; a cuire cetle mouture pendant
1 1/2 & 2 heures avec de I'eau & 1 1/2 ou 2 atmospheres, an
!l!i‘t‘il[lill[lk.

Dans ces conditions. on aboutit & des monts qui n’affaiblis-
sent point le malt. Ce mode de travail offre encore le grand
avanlage de fourniv une dréche beaucoup plus saine que
celle gquon oblient par la cuisson a haute pression.

Il est fort dillicile de démontrer de facon concluante I'in-
fluence défavorable f]ll.i’h{"'!'{"('& la cuisson i haute Pression sur
la qualité des dréches. L'analyse chimigue nous fournit bien
(les données sur la teneur des dreches en azole, en phosphates
el en malieres organiques, mais elle ne nous donne aucun
renseignement sur leur valeur nutritive, et la valeur compara-
tive des dréches ne peut étre déterminde que par des expe-
riences sur les ammanx.

Des essais de ce genre devraient élre pratiqués dans une
slalion agricole ayant a sa disposition une distillerie. Nous ne
croyons pas que des expériences en ce sens aienl élé lenlées,
el, en toul cas, nous ignorons les résultats qu’elles ont don-

Errroxt. Les Enzymes. 1
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nés. Toutelois, notre conviction sur la valeur comparative des
diverses dréches, suivant les températures auxquelles on a
effectué la euisson, résulle d'une enquéle que nous avons
faite. Des renseignements que nous avons recueillis chez dift
férents distillateurs et agricultenrs, 1l résulte que le bétail se
nourrit plus volontiers de dréches obtenues par une cuisson
des grains & faible pression. Ces dréches peuvent élre absor-
hées par lut en f|t1:1!1!.'1tl":-; |1]|l~.—; arandes (ue les résidus d'une
cuisson & haute pression. Ces mémes dréches n'ont pas, comme
celles préparées a haule pression, une action défavorable sur
la cquantité et la qualité du lait.

[ influence de la cuisson sur la valeur nutritive des dréches
peut étre surlout observée dans les villes possédant plusieurs
distilleries. Lagriculteur qui achéte des dréches liquides finit
tnujnurs:-. ;llrrf‘:-:, des Litonnements IIIIIH ou moins longs, par
accorder la préférence & une des distilleries, et cette préférence
est toujours en faveur de I'usine travaillant & faible pression.

Il nous parait probable que ce sont les mémes substances
qui influent défavorablement sur la saccharification gui em-
péchent la digestion des dréches obtenus par la cuisson 4

haute pression.

Saccharification des matiéres amylacees. — Par
I'effet de la cuisson les substances, qui dans les grains s'inter-
posent entre les cellules amylacées, sont partiellement dis-
sontes et les cellules d’ amidon se trouvent extraites des tissus
on elles étaient incrusteées.

A T'intérieur des cellules, les graines d’amidon, d’abord
gonflées, se liquéfient. Les cellules se remplissent alors d’ami-
don liquide. Pour faire sortic cet amidon des cellules il esl
nécessaire de recourir & une action mécanique qui déchive la

Ce déchirement est nécessaive parce que, si lamidon liquide
restait enfermé dans les eellules, 1l ne subirait quune sac-
charification incompléte.



ROLE DE L'AMNYLASE DANS LA DISTILLERIE 211

Dans ce but on agite fortement la masse cuite, on expulse
le mont du macéralenr sous 'action d'une pression énergique
et on compléte action par un broyage qui divise la masse
el fait éelater les cellules les plus résistantes. Le moit ainsi
préparé est convenablement refroidi, additionné de malt et
abandonné i la saccharification.

La détermination de la lempeérature i I:u]uf-lli‘ doil se pra
tiquer la saccharification a été faite & la fois par des prati-
ciens el par des hommes de science. Toutefois, malgré tous
les efforls tenlés dans celte voie, la question est encore Irés
obscure par suile de la divergeance des opinions & son sujel.

Pour bien i:'.mu|:1'[*m{t*f- les difficulics que I'on rencontre
dans le choix de la température de saccharification, il faut,
avant tout, bien avoir en vue les résultats multiples et divers
qu’on veul obtenir par celle opération, i savoir: la liguéfaction
de I'amidon des grains crus el 'utilisation rationnelle de
I"'amidon du malt.

[l fanl enfin tenir compte de la présence des germes el
des bacléries dans le malt ainsi (que de 'acidité du milien et
de 'altération de la diaslase.

Théoriquement, par une action trés prolongée du malt sur
I"amidon, on peut aboulir & une saccharification complete,
mais, dans la pratique, il est absoloment mmpossible d ar-
river a4 une transformation [ri'ulimth? et la saccharification,
faite dans les meillenres condilions, ne fournit que So de
maltose pour 100 d’amidon.,

L'hydratation de 'amidon se fait dans le travail de la dis-
tillerie en deux phases différentes : la saccharification pro-
prement dite, puis la saccharification secondaire qui se pro-
longe pendant toute la durée de la fermentation.

De ces deux sacchariflications, ¢'est la derniére qui est la

plus dillicile & rég

er el on admet :.;‘{'-nﬁr:llt-llu*n[ {{Ll'ml a loul
mtérét a former le maximum de sucre dans la premiére
]1]1EI.~‘~{' e 1'11}{|I‘.'Ilzlliun. alin de laisser le moins possible de

dextrines pour la saccharilication secondaire. Pour cela, il
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faut se placer. pendant la saccharilication principale, dans
les conditions les plus favorables et adopler une température
{|n] fournis=e, dans le minimum de temps, le maximum d'elfel .
(est dans la détermination de celle lempéralure quon se
lieurte anx premieres difficultés. La tlempérature optima des
diastases est loin d’étre constante. Si 'on compare, en effet,
les quantités de maltose formé pendant un méme laps de
temps, avec une l'ill:lillilir' détermineée de malt, & dillérentes
Ia,qnlh\'*|':,1Il;|1'f:_~aj on constale ue le maximum de sucre lormé
a lieu pour des températures tres différentes suvant la durée
de la saccharification.

Ainst, quand on saccharifie pendant 1 heure différents
¢chantillons d'un méme empois avee la méme quantité de
mall el en opérant a des températures croissant de 50° a 70",
on trouve une l(‘llll}t"]‘-‘_lllll‘l‘. [:pllllm de 60" 4 G3°.

Quand on répéte le méme essai en prolongeant la durée
de la sacchavification pendant trois heures, la température
oplima se trouve déja réduite & 50° el elle descend jusgu’a
307, si I'on fail durer la saccharification pendant 12 heures.

Il en résulte que le choix des températures de sacchari
fication dépend de la durée de celle-ci et que, plus la durée de
I'action est prolongée., moins la  température de sacchari-
fication doil élre élevée.

Dans la pratique. laduréede la saccharification est trés variée.

Celte opération dure, suivant les usines, de 20 minules
A2 heures. Sa durde est déterminée par le genre de 'installa-
Lion el par les conditions :.__L'i"llfr’l':ll{?ﬁ du Lravail.

Si 'on veul aboulir & une ll_‘f.'tll'a‘ll.'lli!]r] in’ul'nmh? de 'ami-
don on a toutefois intérét & choisir, |l}r.~=t|||l‘t la saccharifi-
cation dure une demi-heure, une température de G2°-63°,
tandis qu’on doit descendre a la température de 57°-58° pour
les saccharifications durant de 1 & 2 heures.

Nous connaissons maintenant les conditions dans les-
guelles il faut se placer pour aboutir, dans la saccharification
principale, & une hydratation profonde.
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Mais, en réalité, la quantité de sucre formé |_wm|unl la
premitre phase de la saccharification, influe fort peu sur le
résultat final de Popération. Un moit dextriné fournit autan
d’alcool qu’un moit fortement saccharifié. De plus, la quantité
de diastase indispensable pour la saccharification secondaire,
n esl s ;pln:a ;_;':'.-uul:.' o le ol dextring (ue pour le maonl
contenant déja une forte dose de suere.

Une trés longue série d'expériences pratiquées dans cette
voie, nous ont démontré que Pintensité de la premicre saccha-
rification importe peu, et que le résultat final dépend surtoul

de la conservalion plus on moins compléte de la diastase
pendant la durée de la fermentalion.

Toutefois, la saccharilication principale ne peut pas étre
complétement supprimée. Elle a une ratson d étre, surtoul
au point de vue de la liquéfaction. Glest en eflet celte pre-
mere np{’*rulinn qui donne i la masse cuile la fluidite néces
saire. De plus, elle achéve d'attaguer les cellules qui onl
¢chappé & Paction de la euisson el elle liquéfie les particules
d’amidon qui adherent aux dreches.

En élevant la température de la saccharilication, en dépas-
sanl 6o°, on se tronve dans d’excellentes conditions au poinl
de vue de la liquéfaction.

Il nous faut maintenant nous oceuper de altération de la
diastase sous 'action de la chaleur car la subslance aclive
devant servir 4 la saccharilication secondaire doit, :1|!1'{"ri la
saccharification Pl'illl‘ilﬂ.'i]['. ¢lre  absolument naltérée. La
IPH]IH"I‘EHIII'{* de saccharilication doit done foreément étre
inférieure i celle & laquelle la diastase commence & s’afTaiblir.
Tous les autenrs qui s'occupent de la saccharification sont
complétement d'accord sur ce point, mais lears opinions sont
tres différentes. quand il sagit de dire a quelle température
Ialtéralion commence.

Pour les uns, la substance active du malt peul :-tll[ipt]rff.'l‘
des températures de 62° sans s’allérer. Pour les autres, le

{I{';_:r't'* de résistance du malt i des [1.'m|:|i"|'.'llll|':".-'- clevees, lll.r'lflt'.'l'lli



a1l LES ENZYMES

de la durée de I'action, ainsi que de la concentration et de la
composition des motits.

D’apres quelgues chimistes, une température de 60°-62°
amenerail dans les moiits dilués une altération prononcée
de la diastase, tandis que, dans les moiits concentrés, 'amy-
lase résislerait beaucoup mieux. D'autres enfin, font, au
point de vue de la conservation de U'enzyme, une différence
nolable entre nun moiit dextring el un monl saccharific.

On admet que la présence de grandes quantités de
maltose dans la solution protege la diastase contre Deflet
désastreux des hautles températures et, se basant la-des-
sus, on conseille de conduire la saccharification en 2 phases:
pendant les 3o premitres minutes de l'action du malt on
recommande de rester a une température de 58°-60°, puis
de monter ensuile jusque vers 64°-67°.

On cile, a I'ztppui de cette manicre de voir, de nom-
breuses expériences qui, en réalité, se prétent assez peu a des
conclusions trés nettes.

Les diverses déterminations, faites par plusieurs chimistes
avec des matiéres premicres différentes, dans des conditions
forcément variées el par des méthodes diverses, ne peuvent
pas fournir de données sérieuses pour résoudre cette question.

La |}l11.~a ou moins grande altération de la diastase a diffé
rentes températures peut élre suivie & laide d'une méthode
fort simple.

On additionne un empois d’amidon d'une guantilé de malt
juste suflisante pour produire, dans des conditions favorables,
une saccharification profonde. On préléve, apres celle addi-
tion, 2 échantillons ; P'un est abandonné pendant 12 heures a
la température de 30° laulre est mamtenu d’abord pendant
1 heure & une lempérature élevée, puis, pendant 11 heures,
i Jo°.

Si. dans ces conditions, on conslate une différence dans
la teneur en maltose, celle—ci prouve l'influence des hautes
tempéralures.
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Voici 3 essais faits a des lempératures dilTérentes ;

MALTOSE FOIRM B
— e —. N ———
APRES I HEURE APRES 12 IEURES

\ ( 12 heures h 30 centigrades. . . . 2,4 0.0

i - : n oW T

{ 1 — Abooc.eti1heureshdore. 8.3 101, 2

B [ T2 heures:dido®e. . . . . . . 2,2 0.3
[ 1 — Add"c.et11heuresadocc. Q)1 11,6

C i| Ta henres ida%es . .o L. 2,0 0.1
{ 1t — Abgoc.et11heuresh3ore. 0,9 9.7

Le maltose, dans tous ces essais, a é1¢ dosé £1|u'i&:-‘, 1 henre
el apres 12 heures de saccharification.

Les motits maintenus & 45°, 50° 5g® ont fourni, apres la
premicre heure de saccharification, une quantité de sucre de
beaucoup supérieure & celle fournie par I'échantillon témoin
laissé & 0%, Apres une saccharification i 5° pendant 1 heure,
on obtient .5 de maltose, au lien de 2.2 quon obtient
dans le méme laps de temps a 30°.

Si la diastase n'avait pas é1é allérée pendant la premiére
heure de la saccharification & 59°, on devrait obtenir a la fin
des 11 heares suivantes une riimrliilﬁ de suere beaucoup plus
grande que dans les essais témoins, puisque dans la premicre
heure de la saccharification elle était déji  beaucoup plus
avancée que dans les essais témoins. Mais tel n'a pas été le
cas. Aprés 12 heures de saccharification, on a trouvé dans
I'essai témoin g, de maltose, landis que dans 'essai o la
diastase avail élé purls_’*e I]{‘I]Ll{llll 1 heure a Dg®, on n'a trouve
que .7 de sucre. La température de 57° est done la limite
a laquelle on peut porter 'amylase pendant 1 heure sans
produire d’altération sensible.

L'influence des hautes Ilfmiu"rillurvﬁ de saccharification
peul élre également démontrée par les expériences suivanles :

Dans différents essais, on a fait digérer, a différentes
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lempéralures, un Nitre d'empois contenant 10 grammes
d'amidon et 5 centimétres cubes d'infusion de malt.

ES=SAL DUREE DE LA SACCHARIFICATION AMITHIY SACCHARIFIE
I 1 henresd Ba. L0 o e i 85 ofo
“ 1 heure & 452 et 11 heures 3 3o 07
3 — noo - 0l
A o fi4o —_ 63

En répétant les mémes expériences avee des moits de
dillférentes coneentrations el contenant des |H‘Upn|‘|hm.~a il
rentes de dextrines et de maltose, nous avons pu netlement
constater que la concentration el la teneur en mallose exer-
cent une action protectrice sur la diastase, mais que cetle
action est en somme fort pen prononeée el ¢uelle est tout a
fait négligeable quand on dépasse H8°.

\ des lempéralures supericures a 8%, el alors méme (ue
les motils sont fortement concentrés, on aboulit a une forle
destruction de la diastase.

En travaillant, comme ¢’est le cas dans la plupart des dis-
tilleries, avec un grand exceés de malt, on ne sapercoit pas
du mancue de diastase dans la fermentation secondaire, mais
le résultat est toul autre lorsqu’on se place dans des condi-
tions rationnelles de travail et qu'on cherche a réduire la
quantité de malt au strict nécessaire.

Les partisans des hautes tempéralures de saccharification
apportent, a appui de leur manicre de voir, dautres ar-
cuments. Il faut, :!1;11"'1"5 cux, sarréler a la lempérature
de Go” et méme la dépasser parce gu'autrement on n’arrive
pas & utiliser convenablement 'amidon du malt et parce que
seule une haute température peut affaiblir fes germes de
[erments fﬁ]]j!ﬂ]l'ﬁ |1|‘|'::-;{rnlﬁ dans le malt.

L utilisation de I'amidon du malt présente réellement de
grandes diflicnltés, car son allaque compléte ne se fait qu'a
la température de 70°:
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i
A 652 on trouve encore § ofo d'amidon non crmpese.,
tin® - - 8 o/o —_
ahHo — fiz oo -
Hoo — =3 0/o —

Dans le choix des l|~.111Eu"|*;l|ur[-.~: de saccharification il faut
évidemment tenir comple de "amidon du malf.

En choisissant la température de 55°, on s’expose & perdre
f2 pour 100 de 'amidon contenu dans le malt, tandis qu’a
la température de 6o® la perte se trouve considérablement
diminuée. A cette température, il reste seulement 8 pour 100
de matiéres .'l|n11.|.'n"='=1-:-a 1o -'l|[El[|III."E":-'~. Fn an[n_\.‘lnl, dans
le travail, de 12 4 16 pour 100 de malt on est fored de choisie
une haute température de saccharification, mais, en travaillant
avec une quantité de malt (rés réduite, on peul abaisser
celle lempérature, parce que la perte en amidon se réduit,
dans ce cas, a son minimum. Du reste, les pertes en maltiéres
amylacées qui peuvent se produire & la suite d'une mauvaise
extraction de I'amidon, ne sont jamais aussi préjudiciables au
rendement. que laltération de la diastase sous 'influence de
la lElllpﬁl‘nlut‘E. Il est done tnujnurr; ]1|'1_"E't"r;1h|r_‘ de renoncer a
une extraction compléte de Pamidon et de sappliquer
ménager la diastase, d’autant plus que Famidon non empesé
n'est pas completement perdu.

L’amidon de malt, non dissous pendant la saccharification,
se dissout partiellement pendant la fermentation. 1l faut done
éviter les hautes tempéralures et opérer la saccharification
entre H2° et Ho®.

Dans cerlains cas, et notamment lorsqu’on a affaire & des
mati¢res premicres de qualité douteuse donnant des moiits
acides accusant de 0,23 & 0,35 d’acide lactique pour 100,
il est indispensable de diminuer encore la température de
saccharilication et de ne dépasser 55°, parce que, dans un
milien acide, la diastase devient I‘llll}i sensible 4 action de
la chaleur.
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Dans la pratique, malheureusement, on part de prineipes
tout & fait opposés. Avec un malt moisi, de mauvaise qualité,
on adopte des températures beaucoup plus élevées que dans
le travail ordinaire, et cela, parce qu'on admet qu'en élevant
la températue on tue les germes el les ferments qui influent
sur la fermentation.

Les résullats qu’on obtient par cetle ¢lévation de tempé-
rature sont cependant peu satisfaisants, mais le distillateur
s'en console en pensant que s'il navait pas adopté le travail
a haule température, le résultat final et encore élé plus
manvais.

En réalité, une élévation de température de quelgques degrés
n'influe pas beaucoup sur la pureté de la fermentation el
ne tue nullement les germes, mais elle détruit la diastase et
empéche la fermentation.

Il faut, quand on travaille avec des matieres de mauvaise
qualité, recourir aux anlisepliques ou n'employer que des
levares trés actives pouvant protéger le motit de Iinvasion
des ferments sans empécher la saccharification secondaire.

Travail par infusion. — Comme nous venons de le
voir, le choix de la température de saccharification présente
de grandes diflicultés.

L’empois formé pendant la cuisson doit étre liquéfié & une
température supérienre a 65°.

L’amidon du malt, pour étre complétement empesé,
demande une température de 70°, tandis que la diastase ne
peul pas ¢lre porlée a la lempérature de Go® sans subir une
altération sensible.

Dans ces condilions, on se trouve toujours dans la néces
sité de sacrifier, soit la substance active, soit 'anmmdon et
la température de saccharification doit forcément varier
suivant les condilions et suivant la qualité des malieres
Premiceres.

Pour opérer rationnellement, il est indispensable de sé-
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parer les substances actives de 'amidon du malt et de les
traiter séparément & des lempératures diflérentes.

En laissant le malt en contact avee de 'eau dans des con
ditions convenables, la diaslase enlre en solution, se sépare
de l'amidon et peut servir dans la suite pour la sacchari
fication.

Quant aux dréches elles sont encore imprégnées de subs-
lances actives en quantité suflisante pour produire la liqué
faction.

Le travail, dans ces conditions, ne lasse |]hlﬁ rien o
désirer.

Les motits cuils sous pression sont liguéfiés a la tempé
ture de 70® avec les dréches de malt et refroidis ensuite &
45°-50°. A ce moment, on .'Ijnut{' la solution de substance
aclive; on maintient le mélange pendant quelques minutes A
45°-D0": on refrowdit a la température de fermentalion. on
ajnulu la levure et on laisse fermenter.

Ce mode de travail doit foreément donner de bons résul-
lats, mais a la condition (que Iextraction de la diastase soil
la plus compléte possible.

Vovons maintenant comment il faut s’y prendre pour
extraire ralionnellement la diastase du malt.

On admet & torl que ]':1111_\']:»:{- din malt =e dissout facile-
ment dans ean. En réalité. Uextraction est diflicile; elle
dépend de la température de eau el du broyage plus ou
moins cénergigque du malt.

Un peul sen convainere par les deux L‘\llf‘rirnt‘('ﬁ st
vantes : on fail deny 111{‘|511Ig:1ﬁ de malt et d’eau el on les sou-
mel a une lempérature de 50°. L' échantillon A est laissé aun
repos, landis que échantillon B est constamment agité. De
lemps en I:-m}'r_-a. 00 l:]'{f-lflw. lilwlt{n{-s cenlimetres cubes de
chaque liguide et on en détermine le pouvoir diastasique. ce cui
permel de suivre la marche de la dissolution de la diastase.
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POUVOINR DIASTASIQUE

i - e — —

ESSALS L - i R
APRES DNEURES 17 HEURES 20 MEURES |7 HEURES 92 HEURES
Liquide A . . 33 A i fin 55
— B 39 58 Ja H0 fi2

La quantité de matiére active dissoute dans 'infusion
augmente d’abord avee la durée, alteint un maximum, puis
décroit.

Dans le liquide A, c'est apres 47 heures (ue le pouvorr
diastasique atteinl son maximum. Lagitation rend l'extrac-
lion plus rapide dans le liquide B ot le pouvoir diastasigque
alteint son maxinmmm au bout de 17 heures.

Les nombreux essais faits avee différents malts nous onl
monlre (que ce maximum est atteint d antant |1[115 l'ﬂ}lith','mr.'n1
(que la l{=||||}c'-r:11|||'n de 'inlusion est I}iT_lﬁ élevée. Nos obser-
vations sont résumees dans le tablean suivant :

U'ne inlusion |m'*11ur1"u A 457 acquiert son maximum de diastase dissoulc
apris 7 ou 8 heures.
— — deddabge - — 3 heures.

i S Gy i oo S — 1/2 heure.

Le temps nécessaire & une bonne extraction i_ll"lu_‘ml donc
de la température. 1l y a en outre un moment erilique aucuel
il faut faire allention, vu qu'a partiv de ce moment la dias-
lase comimence i LliHl):ll'.‘l“l‘l‘..

La quantité maxima de subslance active qui peul se dis-
soudre dans 'infusion au moment crilique n’est nullement
conslante. Elle varie considérablement pour le méme mall
suivanl la tt}|n|}c"|'.'l[ul*ﬂ. ainsl {|l|'::u lnml le voir dans le tableau

suivant :
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TEMPERATURE FORCE DIASTASIOUE DE L INFUSION
guoad g ey - n =
DIRFUSLON Apris |l,l':elu:1|rc 3 h. &5 h. 17 lh. a5 b,
A0 3 ] S Go h
] % hh 56 51 3
o 46 a5 » »
(iH] 36 20 " » »

Clest A la lrllllu_'-ruhu'i‘ de 30 f[u'nll oblient les solulions
les plus actives; de 45° a4 55° la quantilé de diastase gu’on
peul exlraire reste a pea pres la méme, tandis qu'a 65° la
destruction des malieres actives se fail au fur el & mesure
gquelles entrent en solulion, el aun moment erilique,  on
oblient une infusion déja fortement atténuée.

L.a ]u'u"ll;qru[]t'ul dune infusion & froud ]Jr.-llihlni = lieures
i:r{-r:::nlf_‘ cerlaines diflicultés dans la |}t*.'||][|iln.

Pour utiliser convenablement le malt, il est bon d’en
eflectuer la dissolution & 55° pendant 5 heures.

Le travail par infusion est surtoul indiqué dans le cas des
malts de mais. Ces malts donnent généralement de 8 4 20
crains non germeés pour 100 et leur richesse en diastase esl
de 3 & 5 fois moindre que celle du malt d’'orge. Pour utiliser
ce malt, on est foreé d'en nlnizln}'vl* de fortes quzmliltis el la
I!{_‘fl[_‘. en amidon est d’autant plil:-'. :._rmtlflu que Pamidon duo
|||,'_|_'|:!-_'1 [1?';1 IH"EIH('“HI] I}il.l:"! {li"‘ll\illflilf‘llll Hllﬂfllli'il']].f' |]‘El|' |11..1|'|I:I.II|{"
(que I"amidon d orge.

Une infusion de ce malt doit se faire de la maniére sui-
vante : on réduit le malt en poudre; on le dilue dans 4-5
volumes d'ean & la température de 55°. On introduil alors
dans un vase CL’JI'Iif[lH': el on |'Hg+llt_‘ pendant la [u'{_'llli{"l'{- heure,
puis, on le laisse reposer pendant une heure ou une heure el
demie. Le {!{:llL"Jt se {ail tres facilement el on peul soulirer
le liquide sans entrainer les dreches.
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On peut aussi se servir. dans le méme but, d'un filtre-
presse. L'infusion de mais malté fournit des liquides cqui
filtrent facilement. L'infusion de malt d'orge se fait, dans
la plupart des usines, avee du malt écrasé et & la température
de 10°-13° On la prépare dans des appareils munis d'un
broyeur. Le malt est broyé pendant un quart d’heure ou une
demi-heure puis mis dans I'ean o on le laisse une ou deux
heures, apres quoi, on décante le liquide qui sert pour la sac-
charification. Les dréches sont employées pour la liquéfac-
Liom.

La richesse en substances actives d'une infusion préparée
d'apres cette méthode est trés variable. Elle dépend plus de
la nature spéciale du malt que de sa richesse en amylase. La
quantité de diastase qu'on extrait est comprise entre 10
el Do pour 100 de la substance active contenue dans le malt.
Ce mode de préparation de Iinfusion de malt est fort peu
rationnel.

On abouflit & des résultats beancoup plus satisfaisants en
preparant U'infusion a une température de 45°-50° el en
laissant durer 'action pendant 2 ou 3 heures.

Par cette méthode, on obtient en solution de 70 4 So
pour 100 des substances actives contenues dans le malt.

Le travail par infusion est encore peu répandu dans la
pralique, mais ¢'est indisculablement celui de Pavenir.

Il serait a désirer que les constructeurs créassent un
outillage convenable qui permit, dans le travail de lorge,
de séparer les dréches de I'infusion, parce que c’est dans
celle opération que réside aujourd’hui la principale difli-

culld.

Sur I'alteration gque subissent les diastases pen-
dant les phases successives du travail. — De |'élude
que nous venons de faire sur les conditions de 'action de
I'amylase, il résulte ¢qu'une partie des substances actives
du malt sont détruites ]JDIHE:‘HIL la saccharification et que la
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résislance plus ou moins grande de la diastase & des tempéra
ures de Go°-62° dépend du degré d’acidité du milieu.

L acidité des moiits nest pas la seule cause qui améne
I"altération de la diastase, altération qui se produit encore par
I'action d’autres [acteurs dont il faut tenir comple et qui ne
sont pas loujours aiseés a déterminer.

Deux malts |m.-'.:-'n"{|ilnl, le mdéme |mlnuil' sacchariliant, em-
ployés & la méme dose et produisant dans des monits identiques
la méme quantité de sucre peuvent cependant fournir des in-
[usions conlenant des quantités diflérentes de diastase.

A cité de la richesse en maftieéres actives, 1l faut encore
prendre, pour apprécier la valeur d'un malt, d’autres facteurs
en considération.

I origine des différences de résistance réside peul-étre dans
le degré dacidité naturelle des grains, peut-étre aussi dans la
qualité de 'acide ou dans la nature des autres substances
¢trangeres contenues dans le malt.

Nous avons fait loute une série d’'essais en vue de tronver
la cause des différences de résistance des malts el nous pouvons
fournir & ce sujet quelques indications, malhenreusement forl
incomplétes.

La résistance des malts dépend de la température & laquelle
on conduil la germination. Cest ainsi qu’en maltant 2 par-
ties d'un méme orge i différentes températures, I'une pendant
8 jours a 1g°-22°, I'aulre pendant g jmn':-; A 12°-15°% nous
avons oblenu des malls résistant différemment & la tempéra-
ture de 6o°. L'orge malté, conduit a froid et pendant ¢ jours,
s est mieux comporté que P'orge malté & de plus hautes tempé-
ratures. D’autre part. nous avons constateé que l'orge, donnanl
de 74 10 pour 100 de grains non germés apres le maltage, pos-
sede non seulement un pouvoir saccharifiant moindre que
'orge complétement germé, mais possede aussi une résis-
lance c‘illlllﬂf'li*!m‘nl diflférente vis-i-vis des réactions duo
milieu. C'est Forge incomplétement germé qui oflre la résis-
tance la plus faible.
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La richesse des motls en subslances aclives apres la
saccharilication principale, dépend par conséquent de Ia
quantité de diastase qui se trouve dans le malt, de la lem-
perature de saccharification et, enfin, du degré de résistance
de la diastase.

La perte de substances actives se produisant pendant la
saccharification a des températures élevées peut, dans de
bonnes conditions, étre limilée & 20 pour 100, mais, géneéra-
lement, cetle limile est dépassée et on arrive a une destruc
tion de 3o a fo pour 1o0.

La saccharification secondaire se fail avee la diaslase 1'=:*11n]l-
pée & la destruction pendant la premiére phase de l'opération.
Cette sacchariflication est trés lente et doit se prolonger au
moins 5 jours.

La diastase se conserve généralement beancoup mieux dans
des motls en fermentation que dans des motits suecrés, tan-
dis que la force diastasique d'un moit sueré saffaiblit con
sidérablement, méme en présence d’antisepticues.

Le pouvoir diastasique d’'un mott, qui a fermenté dans de
honnes conditions, reste a peu pres slalionnaire ]H:ml:mt I}hl:-i
cde 70 heures.

La bonne marche de la fermentation dépend principale-
ment de la conservalion de la diastase. Cetle conservation peul
seulement se faire dans des moils exempts de ferments étran-
gers el c'est pour celte raison que emploi d’antisepliques
s'impose en distillerie. On se trouve, en effet, dans 'impossi
bilit¢ absolue d’éviter I'infection par d’autres moyens.

Contréle du travail dans la distillerie. — La marche
régulitre d'une fermentation dépend de divers facteurs el, en
dehors des questions qui ont trait & la cuisson et a la tem-
pérature de la fermentation qu’il est toujours facile de con-
troler, il faut teniv compte de la qualité du malt employé, de
la nature des levures ainsi que du degré d'infection du moiit
par les ferments étrangers.
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Chacun de ces trois facteurs donne lieu d un probléme d’an-
tant plus compliqué que 'action de 'un influe sur Paction
de Pantre. Aussi, esl-il souvent bien dillicile, quand on se
trouve en présence d'un frouble dans le travail, d’en connaitre
la cause et d'en spécifier l'origine.

Une mauvaise fermentation coincide ordinairement avee
nne infection par des ferments élrangers, mais celle-ci n’est
pas lm1jf_'n||'.~a la cause premicre du trouble observé; au con-
traire, elle n'est, le |}Et1:~'. souvent, que la (_'nn.-it"{||wm'ﬂ. soil
d'un manque de diastase, soit de la faiblesse de la levure.
Aussi, le manque de matiéres aclives, que I'on constate par-
fois dans un mont en fermentation, ne doil pas toujours
¢lre attribué a la mauvaise qualité du malt: la destruction
des malitres aclives peul avolr elé oceasionnée par I'envahis-
sement des ferments. De méme. s1 'on constate, dans une
mauvaise fermenlation, une dégénérescence ou un affaiblisse-
ment de la levare, on ne doit pas considérer celle—ci comme
la cause directe du trouble: le manque de diastase. avec
toules ses conséquences nuisibles peul avoir provoqué cet élal
e la levure.

Pour remonter & origine, pour discerner la cause réelle
«du trouble constaté, 1l .est absolument indispensable de
suivre la marche de Paflaiblissement de la substance aclive
dans toutes les EII]EIH{":-L du travail.

Une détermination quantitative de la diastase contenue
dans le malt donne une idée de la gquantité de grains ger-

meés nécessaire pour un  travail normal. En déterminant
ensulle la richesse en matiéres aclives des motits sucrés pro-
duits avec le malt analysé, on peul conslater le {I(*:_{r{_- d allé-
ration ]H‘mlllil |}:'m{ztr‘|1. la saccharification et on est en me-
sure de jllgl't' s1 la quantite d'amylase restant suflit pour la
saccharification secondaire. L'analyse de la substance active
du moil, a diflférents moments de la fermentation, fournit enfin
des données sur Iaffaiblissement de la diastase ; elle permet
4[1:1|rl:11r‘ri:‘1' le moment ot le travail commence & diminuer

Errront. Les Enzymes. 13
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d'intensité et de reconnaitre nettement la cause de cette dimi-
nution. Une dégradation sensible des mali¢res actives dans la
premicre periode de la fermentation indigue une marche ir-
régulicre.

La cause du phénoméne tient la plupart du temps & 1'a-
cidité initiale du modt et 1l est & recommander, dans de telles
conditions, de choisir une I{‘llllhr‘rutlll‘(‘ de saccharilication tres
inférienre i Ho®.

L ’aflaiblissement de la diastase pendant la fermentation peut
¢lre provoguee par d'aulres causes. Elle peut tenir & la (ua-
lit¢ des grains el, dans ce cas, il faul éviter de fortes pres
sions pendant la cuisson, parce que c’est pendant celle-c1 que
se forment surtout les substances affmblissant la diastase.

Pendant la fermentation secondaire, il faut suivre la dégra-
dation de la diastase parallelement avec lacidité, car une
angmentation sensible  dacidité est ll}'llljﬂiilr‘!-i suivie de la
disparition d'une partie de la diastase,

L. ’affaiblissement de la diastase peul élre évilée, dans ce cas,
par une addition d'antiseptiques, mais on conslate quelquefois
un résultat tout & fait contraire : la diastase < atlablit d’abord
el lNacidilication se |H'{u|ui!. seulement de 6 a4 10 heures plus
lard.

Lapparition. dans les modits, de ferments étrangers a lien
3 la suile de Uaffaiblissement de la diastase. Dans ce cas,
"addition de nouvelles quantités d'infusion dans le moit en
fermentation peul prévenir acidité et maintenir le rendement
en aleool.

Enfin, si 'on constate une fermentation incompléte en pre-
sence de motits pen acides el riches en diastase, on peul en
altribuer la canse aux levures.

(e cas se présente souvent quand on travaille avee des an-
Lisepliques qui laissent intacte la diastase. mais qui agissent
tres défavorablement sur cerlaines races de levures.

Comme on le voit, I'analyse de la substance active du
malt et des motits peual rendre un Lres gr:md service aux dis-
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tillateurs. Dans le chapitre suivant. on trouvera les méthodes
4 suivre pour procéder & ces sortes d’analyses.
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CHAPITRE XVI
ANALYSE DU MALT

Analyse des substances actives du malt et des moits daprés les métho-
des d'Elfront. — Détermnalion des pmwuirs saccharifiant et |'|:|m'-ﬁ:|||l,.
— Détermination des substances actives dans les moidils sucrés el fermen-
s,

Les méthodes généralement employées pour 'analyse du
malt ne tiennent compte que du pouvoir saccharifiant et né-
gligent complétement le pouvoir liquéfiant ainsi que la résis
tance des matieres actives. Or, nos recherches nous ont montré
qu’il est indispensable de tenir compte de ces deux facteurs.
Le pouvoir saccharifiant d’'un malt subit, en effet, I'influence
des substances élrangéres contenues dans les grains. L'in-
tensite du ]mll\uil‘ saccharifiant d'un malt ne permet done pas
de juger exactement de la gquantité d’amylase qu’il contient.
Leffet qu’on obtient dans une saccharification par la diastase
est souvent le résultat des actions combinées de la substance
active et des substances excitantes qu’il contient.

L'expérience suivanle peut donner une idée trés nette de
I'influence des matiéres extractives du grain sur le pouvoir
saccharifiant :

On ]m|1'~11.:|rp. une infusion avec une |m|‘li{1 de mall et
douze parties d'ean et, en méme temps, une infusion d’orge
non malté avee une partie de grains el qualtre parties d’eau.
Ces deux infusions sont filtrées ; de chacune on préleve un
nombre déterminé de centimetres cubes quon introduit dans
un empois d'amidon. On saccharifie pendant une heure & 50",
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La quantité de mallose oblenu dans ces conditions permel
de comparer la valeur diastasique des deux inlusions.

Dans une seconde série d’essais, on ajoute & empois, en
méme temps que Finfusion de malt et celle d’orge fraiche.
une quantité délerminée d’'infusion préalablement bouillie.

La saccharification se fait & la méme température dans tous

les essails.

I
.“ili.‘n.lll-lltf]' INFUSION | INFUSION | MALTOSE |
i [] 3
s T BOUILLIE FORME i
1 | e » 0,37
\ 2 @ 0 0, b
. : 3 i 1 0,80
Infusion d'orge. . .¢
’ 4 0 fice 0.0
0 1 1 1 SLA]
(i] L 1 ! 0,73
1 2
\ 7 0,2 n 0,07 i
a o 0, 0 ] 0,0
Infusion de malt. . = f
| f ¥ 0,0 0, 0,00
J \ 10} a,0 1 0,11

6 centimétres cubes de linfusion d’orge non  bouillie
donnent dans U'empois 0,85 de maltose (Essain® 3). La méme
quantité d’infusion. préalablement houillie, employée sans
infusion fraiche, reste absolument sans action sur 'empois
(Essai n” 4). Mais ce liquide, inactif par lni-méme, influe a
un haut degré sur la saccharification, s'il se trouve en preé-
sence de diastase active. Ainsi, un centimetre cube d’infusion
d'orge donne 0,37 de maltose et cette méme quantité d’infu
sion fournit 0,72 de maltose quand elle est additionnée de
2 centimelres cubes d'infusion bouillie.

Le méme fail se conslale avec une infusion de mall
portée & 100”; 0.0 cenlimeétres cubes de cette infusion four
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nissent 0,07 de maltose el la méme quantité d'infusion donne
0,000 de maltose, quand la saccharification se fait en présence
d'un centimétre cube d’infusion bouillie.

On voit done que les maliéres extractives des grains erus
ont une action considérable sur Namylase du malt et qu’en
leur présence la saccharification peut produire dix fois plus
de sucre que par la seule action du ferment.

Des essais analogues avec des orges de différentes prove
nances nous ont montré qu'il n’'existe pas de rapport cons
tant entre le pouvoir saccharifiant réel et le pouvoir excitanl
latent des grains crus. Il s'ensuit que les substances actives
des grains de différentes provenances influent trés diflérem-
ment sur le pouvoir saccharifiant.

On pourrait admettre qu'an point de vue de 'appréciation
d'un malt. il est indifférent gue le pouvoir saccharifiant
provienne de amylase ou d'une autre substance, mais, en
réalité, 1l ne faut pas confondre 'amylase avee les subslances
activant la saccharification : le mode d’action de ces dernitres
est tout différent de celui de la diastase.

Les subslances excitant ou activant I'hydratation n’aug-
mentent pas toujours la quantité de sucre formé el leur
influence sur le mott de distillerie est absolument nulle.
Dans la ]n‘iltiqlu‘. el c'est 1a le l]{liil| in:lmrleml. pour nous,
¢'est |'.'I|l|}'|ﬂ:-a{? seule {llli enlre en jl‘u_

Cela tient & ce que les substances excitantes agissent seule-
ment dans le moit contenant [ren de maltose et & ce que
effet qu'elles produisent devient de plus en plus faible, au
fur et & mesure que la saccharification avance. Dans les
moiits de distillerie et de brasserie on se trouve toujours en
présence d'une forte proportion de maltose et l'eflel des
substances excilanles est presque nul.

La détermination de amylase du malt basée uniquement
sur le pouvoir saccharifiant donnera, par conséquent, des
résultals toujours mcertains.

Pour arriver & des résultats plus siirs nous avons cherché
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une méthode permettant de mesurer quantitativement le pou-

voir liguéfiant. Le pouvoir liguéfiant du malt, en effet, n'esl
pas influencé par les substances étrangéres. Clest pour cette
]'ili!':(!" l'ill{1 o= ﬂ\l”'i!“'l””!"- I:'I \'illf"lll' {I.Ill'l ]1]:1': I]:'II' bl ket EI‘."‘""L
Imln'nil‘r-'-: le |1u1nnil' sacchariliant el le |1c:|nn'|r' ]‘Itllll"ji:!I!L

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que les malls
dillérent ln"ﬂtt:‘ulq} par leur résistance i Go®. Gelle circonslance
nous foree, dans 'analyse, i tenir compte du degré de résis-
lance de amylase. Ces [acteurs deviennent surloul impor-
tants pour les malts destinés & la distillerie.

Unmalt riche en matiéres actives, mais pet resistant 4 haute
lempeérature, donne, dans la distillerie, un résultat moindre
{IH‘lII'I IH:'I“ |||“iH!¢ I'i{"lll"' 11 .'i]'l]:f!.'iﬁ(" 'l'[lFI.iH Hlll}l!{ll'lElll[ =dll=
allération une haute ![-||||u'*r;1t||rr- de saccharification.

Pour tenir compte de la plus on moins grande résistance
du malt & haute température, nous maintenons le malt pen
dant une heure & 60° et nous déterminons le pouvoir saccha-
rifiant dans les monits ou la diastase a déji été affaiblie.

Nous avons ainsi élabli wne méthode d’analyse qui.
croyons-nous, répond aux besoins de la pratique. Cette
analyse se fail en lrois phases :

1 Préparation d'une infusion ;

2° Détermination du pouvoir saccharifiant ;

3 Détermination du |1[:|11'(1i|‘ ]irllu'*ﬁ:mt_

Préparation de I'infusion.— Pour préparer 'inlusion,
on pese 6 grammes de mall écrasé, on les met dans un bal-
lon contenant 1oo centimetres cubes d’ean & 6o”; on introdul
le ballon dans un bain-marie gu'on maintient pendant une
henre & la température de 60", Pendant la saccharification.
on remue de temps & autre le ballon; la saccharification linie.
on refroidit & 30° et on filire; 50 centimétres cubes du liguide
filtré sont ensuile addilionnés de Ho centimetres cubes d'ean
distillée et c'est avee celle infusion diluée gqu’on détermine le

|1u|n'ni1‘ sacchariliant. Pour la délermination du |1|:ln't:ir
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liguéfiant, on se sert de ce qni reste de Dinfusion nomn

dilude.

Détermination du pouvoir saccharifiant. — Le pou-
voir saccharnfiant se determane a 'aide d'une solution de
[écule type.

On fait dissoudre 2 grammes de fécule dans de eau el
on amene la solution & 100 centimétres cubes. A 100 cen-
timéires cubes de cette solution i 2 pour 100, on ajoule
55 centimétres cubes d’ean distillée el 5 ecentimélres cubes
d'infusion de malt dilué de la facon que nous avons indiguee
plus haut. Le tout est alors placé dans un bain—marie i 60"
pendant une heure.

Apres saccharilication, on refroidit tres I‘.'illi[lt'llmnt el on
détermine immédiatement la teneur en sucre.

Pour la détermination du maltose dans le ligquide suerd.,
on se sert de 2 centimetres cubes de solution de tarlrate
cupro-polassique. qui correspondent & 0,01498 grammes de
mallose. Les 2 eentimétres cubes de solution cupro-potassique
sont mis dans un tube A réaction dans h.‘{ltml on iljmme
i f.'l:"i'llillll*'ll'{'ﬁ I'lll]f'f'; [{1{‘E'I|| (¢l illlll‘hlllflﬁ I.I'EI;{IHP]H:% [If'- I']E[?i']'"[‘.
ponce. Le nombre de centimétres cubes de solution sncrée
nécessaires pour la réduction du sel de cuivre varie, suivant
les malls, entre 3 et 20; des {‘11}:’%‘1{‘"1*[‘5 {‘ﬂllllm['uli\'[_'::'. NIRINE
onl démontreé (que dans le cas ot 3 4 3 cenlimétres cubes de la
solution saccharifiée rédmsent 2 centimétres cubes de solulion
de tarlrate cupro-potassique dans les conditions indiguées.
on peul considérer le malt comme ayvant un pouvoir sac
chartliant maximum: 6 4 8 centimétres cubes I.*H-I‘I‘E':-'-|]l}ll{li_‘ﬂ’[
a un bon malt, g a 12 4 un malt de valeur moyenne; si la
i{i]ﬂrﬂill" de solution saccharifiée nécessaire pour la réduction,
s'éléve de 14 a 20 cenlimelres cubes, on peul considérer le
malt comme mauvais,

La petite quantité de maltose que Fon introduit avee I'in-
fusion n'a pas grande influence sur les résullats qui, du
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reste, ne servenl pas de base & I'urm|_\'.~a(-. s pluatot de
donndée auxiliaire i |':1|:]1|'1"l‘i.'1lin|t.

La fécule type (ue nous l'm|3|r:.\'n||:-a pour la détermimation
du pouvoir saccharifiant est préparée de la maniere sui
vante : on laisse tremper a la température de 40° de la fécule
de pommes de terre dans une solution d'acide chlorhydrique
a 7 pour 1oo et on remue le liquide toutes les 6 heures.

.'\Iu'fr.*a Lrolis jmu*:«- on décante acide, on lave la {éeule @
I'eau Jusua réaction neutre el on desseche A la If-|||[1nl,"r:1lu1‘n
ordinaire.

Le produit obtenu contient de 17 1/2 a 18 pour 100
d’humidite et se dissout completement dans 'ean chaude.

En soummeltant & cetle upf‘!‘.‘ﬂiull diflérentes {écules de
pommes de terre de méme provenance, on aboulil conslam
ment au méme produit, mais le résultat differe beancoup
r[IIﬂml 01 I:]EI{"'I'l‘ avee des fécules de diflférentes provenances ;
la diastase se montre plus active, dans ce cas, pour un échan-
tillon que pour l'autre.

Il est indispensable que la fécule, avant d’étre employée
pour I'analyse, soil préalablement essayée avee un malt dont
on connail déji la valeur saccharifiante. Si I'on retrouve la
méme valeur avee la fécule & essayer, on considére celle-ci
comme [écule type. Dans le cas contraire, il faut, par titon
nements, arriver a déterminer le poids de la nouvelle [écule
qu’il faut prendre pour remplacer les 2 grammes de fécule
Ly pe.

Soil, par E.‘J‘.{‘lllllh*. un malt llll.l possede, avee la fécule Ly pe.
un pouvoir saccharifiant de 4,5 el supposons que le méme
malt, avec une autre féecule, ail un pouvoir saccharifiant de
for. 1l s'agit de déterminer quelle quantité de la nouvelle
fécule 1l faut pl‘t‘mh'ﬂ pour arriver au méme reésullal (]u'.'n{--.-
2 grammes de la féeule type. A cette fin on prépare des solu
tions contenant, au lien de 2 grammes pour 1oo de {écule :
1,9, 1.8, 1,7 grammes pour 100, el on essaie, dans ces
solutions, le pouvoir saccharifiant du malt. Si 'on constale
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que dans la solution contenant 1,7 de fécule le pouvoir
saccharifiant est de § 1/2, on employera constamment 1,7 de
la nouvelle fécule an lien de 2 grammes et. dans ces conditions
seulement, elle pourra remplacer la féeule type.

On doit toujours se servir d'une solution fraiche de féeule,
car nous avons remarqué que celle solution, quoigu’elle
se conserve assez bien, se comporte différemment avee le
méme malt, suivant quelle est fraiche ou préparée depuis
un certain temps.

Cette particularité est d’autant plus élonnante gqu'on ne
constate pas de différence d'acidilé dans les deux solulions
d'amidon.

Determination du pouveir ligquéfiant. — On pese
ho grammes d’amidon de riz type; on les délaie avec un
peu d'eau dans une capsule; on introduil le mélange dans
un ballon jaugé de 100 centimétres cubes; on rince la eap-
sule avec une nouvelle quantité d'eau qu'on déverse dans le
ballon et on améne le volume & 100 centimétres cubes. Du
nu"-i.'mgf: d'amidon et d’ean fortement agilé, on |1|‘1'=1{'n'r3 avec
e |1i|1c‘l!{' 8 ¢chantillons de 5 centimétres cubes (ue I'on
introdmt dans des tubes & réaction numérotés et d'une con-
tenance de 1o centimetres cubes; on ajoute au contenu de
chaque tube une quantité déterminée d'infusion de malt pré-
paree de la manidre (ue nous avons 1:‘1{“[{11{-1‘ 11||I:-; haut. Pour
chacun des tubes numérotés, contenant 2 grammes d’amidon
et d'infusion, on appréte un second tube plus grand ayant
rg millimetres de diametre, 1g centimetres de hauteur et
également numéroté. Dans chacun des grands ftubes on
introduil 14 centimétres eubes deau distillée et on les place
dans un bain-marie & 80°; on les prend ensuile I'un apres
I'autre pour les porter r.-1|rid:-:m-nl, 4 I'ébullition et on verse
dans le liquide bouillant le contenu du tube portant le méme
numéro, contenu qui consiste en lait d’amidon additionné
d'infusion. On remue rapidement avec une baguette de verre,
on rince le tube ayant contenu 'amidon avec un centimétre
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cube d'eau et on l'ajoute au contenu du grand tube. On
remue encore une fois avee la baguette, on marque exactement
'heure et on laisse au bain-marie reglé a 8o° pi_‘]‘]{_l;llll. 10
minutes. On les sort I'un apres autre, on remue encore une
fois le contenu avee une baguelte de verre et on les plonge
dans un bain-marie réglé & 100" o ils restent exactemenl
10 minutes. Apres cetle opération tous les tubes sont rapi
dement refroidis. Un thermomeétre mis dans 'un d’eux 1n
dique le moment ot la température alteint 15° el c’est a ce
moment qu'on constate le degré de liquéfaction. Les tubes,
amendés a 13° sont renversés, l'un aprés Pautre. Sile con
tenu du tube sécoule mstantanément et sans difliculte.
on considere 'échantillon comme |i{|11{'-|il'1; un lube :|lli s
vide complétement, mais dont le eontenu présente encore
la consistance d'un sirop épais indique une liquéfaction aux
frois quarts; un lube qui ne se vide pas complétement,
indigque une liquéfaction partielle.

Si le tube dont le contenu est complétement liguide, a recu
a2 cenbimetres cubes, par i‘u‘mp]:-. de 'infusion non diluée,
on exprime le pouvoir liguéfiant par 2.

Des essais comparalifs avee différents malts ont démontré
;Iu'un Izmn':,ﬁr |Ic|||{'-ﬂ:'|n[ de 1.0 A9 il'll“t"ll'[‘ un malt d’excel
lente ({un]itf‘, Ln |J{:|n'n[r Ut|||l"ﬁ;mt de 2.04 3 f'ru‘rf-:-'~|}im{|
encore 4 un malt de bonne r{urllilc'-. tandis quun |}::Ln'nir
lir]m'a[i:ml de 3.3 a 4 indique un malt de quulitf- doutense
et dont la valeur dépendra du pouvoir saccharifiant. Un
malt avec un pouvoir liguéfiant de 4 et un pouvoir saccha-
rifiant de 4 4 5 donne encore dans la distillerie un travail
pnﬁs—‘-niﬂ{*, tandis r{u'un malt avanl le méme pouvoir ligqué-
fiant que le précédent et un pouvoir saccharifiant de 7 4 g
doit ¢tre considéré comme dlant de mauvaise [Ill:l]“l". La
différence entre les valeurs saccharifiante et hquéliante se
conslate surtoul dans le malt sec. Par le lnm‘ali”.‘ngr le pou-
voir saccharifiant est considérablement affaibli, tandis que le
|1t11n'ﬂi|‘ |i{_]lI{:‘|1i-'Ill| esl |1{_‘:|||-:“m11| moins altéré. Dans le mall
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sec un pouvoir liquéfiant de 2 & 3 n'indique pas nécessaire-
ment un excellent [}l‘n[lllil : lout {.|t’.*|l{?|'|[1 du lmuw_‘;ir saccha-
rifiant. Avec un pouvoir saccharifiant moyen le malt peut
avoir une grande valeur, mais avec un pouvoir saccharifiant
de 12, le malt, alors méme qu'il aurait un grand pouvoir
liquéfiant, ne peut pas servir pour un travail de distillerie.

Pour la détermination du pouvoir liquéfiant, on se serl
d’amidon de riz choisi avee grand soin. Les amidons de riz
de diverses provenances se comportent différemment avec la
diastase 4 80°; aussi, peul-on classer les amidons de riz en
deux calégories. Dans la premicre, on range les I}I‘l]f_ll_lil:-_i riui.
au moment de la hiquéfaction, deviennent complétement inco-
lores et transparents ; dans la seconde, ceux qui conservent
une teinte blanchitre et donnent une liguéfaction opaque. Les
premiers se liquéfient beaucoup plus diflicilement que les
seconds el le pouvoir iicpu"ﬁﬂtlt d'une infusion peul varier
beaucoup suivant que 'on fait usage de 'un ou de lautre
type d’amidon.

Au debut de nos recherches nous avons opéré avee un
amidon du second type ; nous I'avons abandonné par la suite.
parce que nous avons constalé que les amidons qui donnent
une liquéfaction transparente sont préférables parce que le
moment de la liquéfaction est plus facile & saisir.

Sion veut obtenir des résultats strs, il faut, pour Panalyse,
employer toujours le méme amidon.

Comme amidon type, nous employons lamidon de
Hoflmann et, f;lmr“u‘. fois que nous changeons d’amidon, nous
vérifions le nouveau avee I'échantillon type. La verification
se fait avec I'infusion du malt. Deux grammes de 'amidon
type et 2 grammes de Pamidon & essayer sont liquéfiés avec
la méme quantité d'infusion & la température de 80° pendant
dix minutes. Si le nombre de centimétres cubes dinfu
sion nécessaire pour liquéfier complétement Pamidon type
et I'amidon mis & Pessai sont les mémes, on peul considérer
les deux amidons comme identiques. Dans le cas contraire
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on augmente on on diminue la quantité d’amidon mis &
I'essai, de fagon a oblenir la liquéfaction avec la méme quan-
tité d'infusion.

Sl arrive, par exemple, que pour la liquéfaction de
2 grammes d'amidon type il faille 2.5 d'une infusion de
malt et que pour la liquéfaction de la méme quantité de
I'amidon & essayer 1l faille 3 centimetres cubes de la méme
infusion, il faudrail peser 1#7.9. 1*".8, 1#",7 de l'amidon a
essayer et voir quelle est celle de ces doses qui se liquélie
avec 2°°.0 d'infusion. Si la liquéfaction compléte est produile
par 1%7.9, on en conclul gqu’au lien de 2 grammes d’amidon
Lype il faut prendre seulement 1*%,9 de amidon mis a
I'essal.

Une autre méthode pour transformer un amidon quel
congue en amidon Lype, consisle a Pacidifier on a I'alcaliniser.

Cette méthode, préférable a Tautre, a pour base 'obser
vation smivante :

L'amidon type est faiblement alcalin, et si 'on améne
I'amidon de riz & essayer an méme degré d'alealinité, on
lui fanl alt?fill{"l'il' toutes les |}!‘::|1|‘it’111’*5 de 'amidon Lype.

Le pouvoir liquéfiant est st sensible & alealinité du Fic|uif_h~
(ue la quantité de soude a ajouter ne peut pas étre déter
mincée par un seul dosage alealimétrique. Si la différence d'al-
calinité des deux amidons correspond & 2 centimélres cubes
de solution décinormale de soude, on ne peut ajouter, pour
o0 grammes damidon, que la moitié de la solution alcaline ;
pour le reste on va en Lilonnant, par dixieme de centimétre
cube jusqu’a ce (que les denx laits d’amidon se lirluélivnt avec
la méme quantité d'infusion de malt.

La fécule by pe ainsi que amidon l}'iw(l) se congervenl sans

(1) L'amidon type ainsi que la féeule type donl nous nous servons
sont en vente chez Drosten, rue du Marais, Bruxelles et chez H. K enig,
fabricant de produits chimiques, Leipzig.
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altération dans des {lacons bouchés & I'émert el on peunt les
employer pour l';mul:u.'sn au moins pendant 2 ans.

Nous avons aussi observé que le malt sec, conservé de la
méme manicre, garde pendant des années enliéres ses pou-
voirs saccharifiant et liquéfiant.

Ci-apres, nous donnons deux analyses de malt faites d’apreés
la méthode indiquée plus haul.

Manr A. — Orge de Russie, trempage 2 jours et demi
avec aération, maltage dans les tambours tournants ;

Température minima 18°, maxima 21° ;

Durée de la germination. 4 jours ;

Humidite 48,04.

Aspect général el odeur normaux.

_.___
LS

grains non germes.

34  — dontla plumule était moins longue que
le grain.
. 130 — avanl une plumule de la longueur du
[O0 grains : :
. : arain.
onl fourm L :
91— ayant une plumule une fois et demie
plus longue que le grain.
12 — ayanl une plumule deux et plu:-: plua
\ longue que le grain.

Le pouvoir liquéliant et le pouvoir saccharifiant de ce malt
furent déterminés dans trois échantillons différents :

1° Dans les grains non Lriés ;

2° Dans les grains dans lesquels les plumules sont deux foos
plus longues que les crains ;

3" Dans les grains dans 1{‘:—3{{11t*|5 la longueur des |}111]Imiﬂ3
ne dépasse pas celle des grains.
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|
‘ Vit liquide

MALT DONT LA PLUMULE | MALT DOXT LA PLUMULE

g . g s i L 1
MALT NON TRIE a deux fois a une longueur .
Ia |m|5u1:lll' du Eruill i dc'.-p;l.r.ea;lnt pas celledu orain |
E [
Maltpse. . o.h 0, DD 0,53 i
Pouvoir / Pouveir Pouvoir [ Pouvoir Pouveir [ Pouvoir |
saccharifianl | liguéliant | saccharifiant| liquéhant | saccharifiant .‘l liquéhiant
- . g = . i Yoo a |
ek h Pa"lﬁll[l. 9, QT |m:¢]uj, 20%, 7 rl."- ,::ll'l.'-l!‘-IItI.
i SpRes 5 ElE - LR ot f
13 3 11:15|||;[. b |1.'ts]aq. 5 ]]IIIII:III': 1/l
3,0 liq.1 /4 3, 9 liquide

Le maltose indigué pour chaque infusion indigue la richesse
en sucre de Uinfusion diludée avank Servi |ml|1'|.‘l détermination
du pouvoir sacchariliant.

Dans les grains non classés, sortant de Pappareil, on
tronve un pouvoir saccharifiant de 17 et un pouvoir ligueé
fiant de 4. Le malt est done trés mediocre ; Pessai de fermen-
fation avee différentes quantités de malt nous a démonltré
flll'il fallait 18 l}:lrti{-:: de ce mall pour 100 de riz pour deter-
miner une fermentation profonde.

Lanalyse comparative des trois échantillons nous confirme
les faits établis par I'Institut de Berlin, & savoir que le déve-
loppement des plumules coincide avee une augmentation de
la quantité de substance aclive.

Marr B. — Malterie pneumatique systéme Saladin, Mal-
terie de Buir, pres de Cologne.

Pelite orge de Russie, trempage 2 jours et demi sans acra-
Liomn.

Durée du maltage, g jours.

Température, minima 18, maxima 23.

La pousse est uniforme et les plumules ne deépassent pas
le grain.

Girains non germes, 3.

Humidité, "17.
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Maltose d'infusion, o,74.

Pouvoir saccharifiant 4.65.

gt il e [ 9ttt =— f-"_"; liquide.

Pouvorr 11{|l|vimnt e Ll e
28,5 = ligmide,

Le pouvoir liquéfiant ainst que le pouvoir saccharifiant in-
diguent un malt d’excellente qualité. La quantité de malt né-
cessaire pour [aire fermenter 1oo kilogrammes de riz esl
8 kilogrammes.

La mdéthode que Nous Yenons d'inciguer s"applique & 'ana-
lvse des malts d'orge et de seigle.

Pour l'analyse du malt de mais on est obligé de se placer
dans d’autres conditions parce que ce mall contient loujours
des quanlilés de diastase relativement petites. Pour la pré
paration de 'infusion, on prend 12 grammes de malt moulu
au lieu de 6 et, pour déterminer le pouvoir saccharifiant, on
emploie seulement 1 centimétre cube, au lieu de 2, de solution
cupro-polassicue.

Un malt de mais d’excellente qualité contient toujours de 4
a6 pour 100 de grains non germes. 1l possede. dans les con-
ditions indiquées, un pouvoir saccharifiant de 4 4 6 et un
pouvoir liquéliant de 2.5 a 3.

En comparant le malt de mais avec un malt d’orge de pre-
miere qualité, on constate quil est 4 fois moins actif et, en
réalité, dans la pratique, on est foreé demployer 4 a 5 fois
plus de maltl de mais qu-u de malt d’orge pour arriver & un

meme resullat.

Methode d’analyse des mouts sucreset fermentes. —
L.e pouvoir saccharifiant du motit peut étre déterminé a I'aide
de la coloration que le motit donne avee l'iode. On opére
de la maniere suivante : on préléve 6 échantillons de 20 cen-
Limétres cubes d'une solution {raiche de fécule soluble &
2 pour 100 el on ntroduoil i,‘:ll;‘i{E'l]l:" |1r:"|f.~xc|m‘nt dans un
tube 4 réaction numérold ; on :ljmli(: avec une |1i|:{*l!c divisée en

dixiemes de centimetre cube 0,25, 0,50, 07,73, 1", 1,20
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el 19,50 du moit sueré on fermenté & essayer; on place les
tubes dans un bain-marie & 60°, on les y laisse une heure ; on
refrowdit et on Eljnllh‘ an contenu de t.‘|l;1{||l:‘= tube un demi
centimélre cube dune solution diode fortement diluée et
on observe la coloration au moment de Paddition de Node
au ligquide.

Une saccharilication faite aveec 0,20 de moiil sucré.
ne se colorant plus par iode, correspond aun  maximum
du pouvoir sacchariliant el, si 'on arrive & ce résullal, on
peul étre stir gqu'on travaille avee une quantité de malt plus
que nécessaire pour la fermentation. L'absence de coloration
dans un tube qui a recu 0,75 de solution indigque que le
“l“l‘ll !"'i-ll'.:'-l'll'1 IJ[JF'HT'EI{' 1 i"]‘Ll"l-UiI' ﬁu"li.‘l'lfh'll'ili;l“l ﬁ““i.‘"\lﬂill. EHI[""
la fermentation, do moins si le pouvolr |i{|||l'-li;111t de ce monl
est normal.

Siune coloration apparait dans le liquide contenant 1,25
du moiit sucré, on peut clre cerlain (ue ce motil ne conltienl
pas la quantité nécessaire de malt et il est méme inutile de
s'occuper du pouvoir liguéfiant. La non-coloration par iode
des ligquides ayant recu 1 centimetre cube de mont indique
CHCore une r|||.'|||!ih" de diastase sullisante, =i le qunuir !i{|m'_~
fiant est trés grand. Dans le cas contraire, le moit sueré
n'est pas assez riche en maticres aclives.

Celte methode rend de tres grands services pour le contréle
des monits pendant la fermentation ; on détermine le pouvoir
saccharifiant par la coloration avee la solution d'iode an début
de la fermentation et on répele celle opération apres 3o el
Go heures. Le 11:111".ui|' saccharitliant  déterminé par celte
méthode, au début de la fermentation, ne doit pas changer
beaucoup juﬁr|ll'5| la lin de Fopération. Si l'on conslate qu’il
faut, & un certain moment, deux fois plus de EE:|||iLIr:- quau
dlebul pour arviver a la non-coloration par I'ode. on peul étre
cerlain gqu'on se trouve en présence d'une allération de la
diastase et 1l est urgent d’ajouter une nouvelle quantité d’in-
fusion.

5

Errroxrt. Les Enzymes. 1}



ahz LES ENZYMES

Un moiit fermenté pendant 86 heures doit avoir un pou-
voir saccharifiant compris entre 0,75 el 1, c¢’est-a-dire qu’avec
0,70 & 1 centimeétre cube de motit on doit arriver & la non-
coloration par I'lode. Un pouvoir saccharifiant de 1,5 & la fin
de la fermentation indique un manque de diaslase.

Ces données s’appliquent & des monts de riz d'une den-
sité de 17 4 1g Balling. Les motts de grains et de pommes
de terre se comportent autrement. Dans ces monts, la dégra-
dation des diastases pendant la saccharification et la fermen-
tation se fait beaucoup plus rapidement. On doit chercher &
obtenir des motits ayant un pouvoir saccharifiant de 1 & 1,25
an commencement dua travail et de 2 a la fin de la fermen-
lation.

Notre méthode d’analyse du malt et do monit est mainte-
nant introduite dans les stations centrales de 1’ Association des
distillateurs de Baviére et d"Autriche-Hongrie. Les directeurs
de ces stations, les professeurs Kruis et Biichler, nous ont
exprimé leur pleine salisfaction.

Avec un peu d’expérience on arrive, par celte méthode, a
un contrdle trés siar du traval.
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CHAPITRE XVII
MALTASE

Glucase de Cusenier. — Maltase de la levare. ——= Propriétés. — Difféa-
rences entre les tempéralures oplima des différentes glucases. — Maltase
des moisissures. — Mode d’action sur 'amidon. — Processus de la séeré-

tion. — Influence de lalimentation azotée. — Inflluence des hydrates de
carbone. — Les dilférentes atn:_rhullullasl:!a de Laborde,

La maltase ou glucase est un enzyme cui agil sur 'ami-
don, les dextrines et le maltose.

L’existence d'un enzyme agissant sur le maltose a é1é mise
en doule pendant longtemps. 1l est cependant évident que le
maltose, pour étre assimilé par les cellules, doit étre hydraté
et transformé en glucose.

En 1865, Béchamp a conslalé dans 'urine la présence dun
enzyme agissanl sur le maltose et qu'il a nommé néfrozy-
mase. Brown et Héron ont découverl un prineipe actif ana-
logue dans le sue pancréatique et intestin gréle des pores.
Quelque temps aprés, Emile Bourquelot a confirmé 1'ob-
servation de Brown et Héron en constatant la présence du
méme principe dans le paneréas et intestin gréle dua lapin.

Les liquides diastasiques oblenus par ces savanls présen-
taient des propriéiés tres varices, lls conlenaient évidemment
des diastases de natures trés différentes et il était fort dif-
ficile de se prononcer d'une facon définitive sur la présence,
dans les liquides qu'ils avaient étudiés, dun ferment par-
ticulier agissant exclusivement sur le maltose.

La découverte du principe actif qui dédouble le maltose en
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deux molécules de glucose date de 1886. Elle appartient &
Léon Cusenier, qui dénomma cel enzyme glucase.

Cusenter, en faisant macérer du mais moulu dans ean
a la température de 50°, a constalé qu'une grande partie des
malicres anlj.L'Im"P:-'u entrail en =olution et (que I8 lm1n'nir I'c
tatoire du liquide sucré déeroissail au fur el & mesure que la
maceéralion se prolongeait. Celle observation le conduisit i des
recherches sur la nature du sucre formé, ainsi que sur celle
de T'agent produisant celte transformation.

Une série d'expériences entreprises dans celle voie onl
permis de constaler que le mais contient un ferment par-
ticulier qui agit sur 'amidon en donnant du glucose et des
dextrines, lesquelles, a la longue, sont elles-mémes transfor-
maes en dextrose.

La t{?mp['-rulm'n n|:1i|||:1 de cet enzyme esl de 60°; sa tem-
pérature de destruction d’environ 70°.

Cet enzyme agit également sur le maltose et le transforme
en glucose.

Sa présence a eélé conslatée dans presque toules les céréales.
Mals en I{ll.‘iilliltr‘. |:['m|{*ml|: ]1|n.~a nnine que dans le mais. 11
exisle dans celui-ci une dose de glucase |:]11.~= que  suflisante
pour transformer en gluecose tout l'amidon qu’il contient.

D aprés Gedulde, on arrive i isoler la glucase du mais en
faisant macérer une mouture avee de 'eau et en précipitant
ensuite le licquide filtré par I'aleool. Le produit obtenu, séché
dans le vide. se présente enune masse brundtre et friable ayant
les propriétés suivanles :

[l contient environ 8 & 12 pour 1oo dazote. Il donne la
réaction du gaiac el de 'ean oxygeénée. Précipité par I'alcool
il se redissout diflicilement dans ean.

[l posséde une activité relativement faible : avec une partie
de substance aclive précipilée on arrive seulement & trans-
[ormer 1oo parties de maltose en glucose.

Sa température optima est de 56° & 60°. Au-dessus de 6o®
on constate déja un ralentissement sensible dans I'hydrata-
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tion qu'il produil. Au-dessus de 70°, la glucase est sans aclion.
Cel enzyvime agil plus énergiquement sur les produits de
dédoublement de amidon que sur Famidon lui-méme.
D apreés Benerinek, on peut {acilement préparer la glucase
I | : | u
A U ande da mais {l:"rnl‘licllu" el deshuilé, On Ulﬂ*:."l'l" comme suil ;
Trois kilogrammes el demi de mais alnsi pl't’*imr‘l: sont Llrailés

par 5 hitres d'ean. additionnés de Soo centimetres cubes d’al

cool & g6° el de 2 grammes d’acide tartrigue. Ce mélange
est maintenu 3o heures A 10° on 20°, |:niﬁ filtré. On oblient
ainsi 4 litres et demi d'un liguide clair dans legquel on produit
une précipitation partielle en ol ajoutant un volume égal
d’aleool & g6°. Le {|:"|n‘1I. AIns |}t‘r:{|ttil est recuetlli. trailé
par I'eau acidulée a raison de 0.4 grammes d'acide tartrigue
par litre. puis additionné d'un peu d’alcool. Le précipité se
redissout partiellement dans le hguide et la partie insoluble
est recueillie sur un filtre. Ce produit insoluble est, daprés
Beijerinck, trés riche en glucase. Sa teneur enazote estde 1,11,

On peut obtenir d'autres produits en ajoutant de Falcool au
liquide filteé. On recueille des précipités qui conticnnent
encore une cerlaine quantite de diastases en solution. Mais les
lu'ﬁ{*ipit{?ﬂ oblenus par ces lrattements, tont en accusant des
teneurs en azote de 4,78 el 2.20 pour 100, sont moins aclifs
que la partie insoluble dont il est parlé ci-dessus.

La glucase obtenue par Beijerinck n'est eependant pas.
comme il le constate lui-méme, un produit absolument pur.
Ses impurelés seraient dues a des mucilages.

La glucase d'aprés Beijerinek agil sur le maltose, sur I'a
mitdon et sur les dextrines en se montrant |1]HH actil sur le
maltose (ue sur les dextrines ; il jn‘mlu]l tres dillicillement la
transformation de 'amidon.

D’apres Gonnerman, la glucase ou un ferment analogue
existerail dans les belleraves gelées ou en germination. Du-
bourg et Rhomann onl conslalé sa présence dans le sang. On
la retrouve encore dans 'urine, dans la levure, ainsi que
dans un grand nombre de moisissures.
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La sécrétion de maltase fournie par la levure offre un in-
térét particulier.

Le maltose a été considéré pendant longlemps comme un
sucre directement fermentescible et, en réalité, pendant la fer-
mentation, il est impossible de saisir le moment ol le maltose
se lransforme en glucose. Cest pourquol la fermentation du
mallose a él¢ envisagée comme une lransformation inlra-
cellulaire dans IE]I’IIJ{‘”[‘ le ferment  soluble n'intervenait
l’!{lﬁ.

Bourguelot, Lintner et Emile Fischer ont étudié la (ues-
tion de plus pres et établi que la levure contient toujours une
cerlaine quantité de maltase qui est retenue dans les cellules
et qui diffuse difficilement dans le liguide ambiant.

Pour extraire I'enzyme des levures, on doit broyer les cel-
lules avee de la pierre ponce ou du verre pilé el faire ensuile
macérer la masse dans I'ean.

U” I]l:‘l]l :;'l,'l'lﬁh'i ['{_"('U'l'll'il' |'1| 1 1':'1““"& IT"'}}-E“ {_{l]i ].H“';:l“ I':I].“l';
expéditif : on étale de la levure fraiche en couche tres MInee ;
on la desséche lentement i 4o® et on la fait ensuile maceérer
dans 1'eau. Dans ces conditions, la maltase de la levure devient
soluble.

L’enzyme extrait des levures par celle méthode differe &
plusieurs pnin!:-: de vue de la substance active du mais hy-
dratant le maltose.

D’aprés Gedulde, la glucase du mais peut étre précipitée
de sa solution & létat actif par laleool; la maltase de la
levare, au contraire, est presque complétement détruite par
ce reactif.

Les maltases de diverses provenances possédent ALESL UNE
sensibilité tres différente vis-d-vis de la chaleur. Lintner
en exposant & différentes températures 3 échantillons d'une
solution de mallose additionnée de la méme quantité de
glucase exlraite des levures a obtenu des uantités de glucus.{:.
variant suivant la température & laquelle Taction s’était

prmluile,
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=1

TEMPERATURE DUREE DE L AGTION GLUCOSE FORME
aa0 a2 heures. 2, O ET
fo - 3,[1“
45 — 2,08

La tempéralure optima, d’aprés ces expériences, serail de
4o0°, tandis que la glucase de Cusenier possede une fem-
pérature oplima de 56° & 60°.

En essayant la maltase de la levure & des températures de
ho® et 5o°, Lintner a constaté la formation aprés deux heures
d’action, des quantités suivantes de glucose :

TEHI‘]“:H.‘.TL'[‘E GLUCOSE l-'DII!I-I.l‘;.
fio® 1.8
a0° 0,3

La température de 50° détruit done presque complétement
la maltase de la levure, tandis que, sil'on opére avec la glucase
du mais, on n'atteint pas encore, i cette température, le ma-
vimum d’eflel.

Un grand nombre de moisissures possédent la propriété
de transformer 'amidon en sucre.

En étudiant laction de I'aspergillus orize, Atkinson a le
premier constaté que la diastase de celte moisissure opere la
transformation des matiéres amylacées par un mode de travail
différent de celui de la diastase du malt. Le produit final
de la réaction, de la réaction de I'aspergillus orize est du
dextrose et non du mallose.

Depuis, le méme fait a é1é constaté par Bodin et Rolants
pour |1:II‘II}'1LH!.!::.‘(:I::~'. Rouxii, puis par Buill‘{{u{:]lj}f et Laborde
pour l'aspergillus niger, le penicillium glaucum et I'euro-
Iil'}]'ll_ﬂ'i‘.'w'- g.'l}'l_:l]:li .

I1 v a tout lien d’admeltre qu'on se trouve en présence
d'un fait général et que beancoup d’aulres moisissures ren-
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dent assimilable l'amidon, a laide des glucases qu'elles
sécretent.

Les liquides diastasiques. qu’on obtient par la macération
des moisissures, agissent a la fois sur lamidon, les dextrines
el le maltose en formant du g!u{‘u:&['_

D'apres Atkinson, la transformation de P'amidon par I'as-
pergillus orizae se fail par hydratations successives des mo-
lécules avee formation de maltose comme produil inlermé-
diaire, mais les analyses ecilées & Fappui de celle maniére de
voir sont fort peun concluantes.

Laborde, au contraire, a conslalé qu'on est en présence
d'une translormation directe sans formation de maltose. 1l a
conslaleé les mémes fails dans le cas de aspergillus niger,
du penicilliom glaneaum et de Peurotiopsis gayoni.

Pour déterminer la presence de la ghlmm‘ dans un ]ilillitl!"
actif, on additionne une solution de maltose & 2pour oo d’une
quantité déterminée du liquide & examiner. On ajoute une trace
de chloroforme ou de thymol et on abandonne la solution & la
température de 45 pendant 24 heures. En examinant la rota
tion du ligquide avant et aprés Uexpérience, on peut facilement
se rendre comple de la marche de hydratation.

Le pouvoir rotatoire du maltose est de [z.] d -+ 138,4 el
celui du glucose de H2,4.

La glucase des moisissures agit plus activement sur 'em-
pois d’amidon que sur le maltose.

La formation, ainsi que la diffusion des glucases des moi-
sissures, se lrouvenl soumises aux mémes conditions que la
séerétion de la sucrase par laspergillus niger. Pendant le
développement de la plante, la quantité de glucase augmente
a mesure que diminuent les substances nutritives et le ma-
ximum de substance active apparait dans la plante au moment
ou elle commence i utiliser les substances de réserve. Ainsi
la glucase produite dans les moisissures est retenue dans
Uintérieur des cellules et diffuse trés difficilement, jusqu’au
moment ot le milien nutritif commence & s’épuiser.
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.D'np!'t"rs Pleffer el Katz, Naddition de suere au milien de
culture diminue, en général, la prodution de glucase, mais
on remarque que les dilférentes especes de moisissures sonl
plus ou moins sensibles & cetie action. Ainsi le penicillum
glancum ne séeréte pas de glucase en présence de 10 pour
100 de saccharose, tandis qu'a la dose de 30 pour 100 ce
sucre n'arréle pas complétement la séerétion de 'aspergillus
niger. Le glucose agit de la méme lacon que le saccharose.

La présence de maltose dans le milieu nutritif influe sur la
séerétion & un degré moindre. Le penicillum glaveam pro-
duit encore de la glucase dans un milieu contenant 1o pour
100 de ce sucre.

L’alimentalion azolée a aussi une grande influence sur la
production de la glucase. Ce sont les cellules bien nourries
qui en fournissent le plus.

L.a moisissure peul |1|‘:‘t1:|l'{‘ Iazote dont elle a besoin &
des sources tres différentes. Ainsi les nitrates alealins, la
peptone, la caséine, l'urée sont également favorables & la
culture de Ienroliopsis et fournissent sensiblement la méme
guantité de glucase. Le sulfate et le chlorure d’ammonium
fournissenl cependant un rendement sensiblement moindre
el ces substances agissent tres défavorablement au point de
vue de la formation de la diastase.

Dapres Pleffer et Katz, la séerétion de la glucase par le
penicillinm glancum et Paspergillus niger se trouve limitée
par la quantité d’enzyme déja présent dans le milieu nutritif,
En enlevant du milieu de culture la glucase par le tannin,
tls ont constaté une séerétion |1|111-'- abondante de diastase.
Il est peu probable cependant que enlévement des substances
actives puisse provoquer une nouvelle formation de la dias
tase. I est plus plausible d’admettre qu’en précipitant la dias-
tase par le tannin, on favorise la diffusion des substances
actives déja formées, mais retenues par les cellules.

De toutes les moisissures éludiées an point de vue de leur
action sur les maticres amylacées 'aspergillus orize est le
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plus actif et c'est Iui qui, en réalité, séeréte la plus grande
quantité de maltase.

Le mucor alternens et 'amylomyces Rouxii appartiennent
tous les deux & la classe des moisissures riches en mallase.
L’aspergillus niger et le penicillium glaucum possedent un
pouvoir diastasique beaucoup plus faible et I'eurotiopsis
occupe la derniére place au point de vue de la séerétion de la
glucase.

l-}'aln-{'::ﬁ Laborde, les diastases saccharifiantes de I"asper-
gillus mniger. du pénicillium glavcum et de l'eurotiopsis
gayoni, diastases qu’il désigne sous le nom d’amylo-mal-
tases, présenlent des caractéres différents. Partant de celte
remarque, Laborde congoil 'exislence de 3 diastases diffé-
rentes ayanl des caracléres communs, mais se distinguant
par leur sensibilité vis-i-vis des agents physiques el chi-
miques, ainsi que par U'intensité de leur action.

En faisant agir, dans les mémes conditions, les substances
actives de trois moisissures sur un empois d’amidon a 2 pour
100, Laborde a constaté¢ des différences sensibles pour les
3 diastases, différences qui sont consignées dans le tableau
sutvant

PROVEXANCE DUREE |ROTATION| gppcosE | DEXTRINES
DNE I.‘.L!!'IL!}.\; SACCHARIN, | : i
DES LIQUIDES DIASTASIQUES| oo poyreg | des liguides o0 o/
—— = F
;\ 1% 19,90 1,31 0, 0h
Aspergillus niger.. < A8 if,0 I,b61 0,01
(g6 14,0 GG 0,30
‘ 12 12,0 I,3I 0,01
Pentcillinm gl;mmlm,_} AR L2,0 .0t 0.21
C gl 12,0 I, =0 0,18
12 740 0,80 o, 1h
E ¥ at iFs - _FH B "
uroliopss gayoni. . ) ). I,01 0, Ol
| gl () 5 b 1,02 0, O
! |=
|




MALTASE 13

La différence dans la marche de I'hydratation se mani
feste surtoul par les pouvoirs rotatoires des liguides ainsi (que
par le rapport de la quantité de maltose i celle des dextrines.

Pour 1,60 de glucose formé avee les trois liguides actils,
on lrouve des l|l|il|l|i[i_r.':-i de dextrines ainsi (que des rolalions
sensiblement dillérentes.

Cies diflérences 11|'n\'ivnm"nl probablement de ce (ue |'1rm|sni.-'=
n'est pas hguelie avee la méme facilité par les diastases de
différentes provenances.

Les maltases des dilférentes mosissures se diflérencient
davanlage par leurs tempéralures oplima, ainsi que  par

leurs |t‘.]1]l'lf‘l'ilfll’f‘£‘5 de destruction :

TEMPERATURE TEMPERATURE
OPTIMA DE DESTRIUCTICON
Aspergillus niger. . . . . Goo 8ao
e o ; i
Penicillum glaveam. . . 45 =0
hurnl!npsllﬁ gayonl. R ?I-:r

Sous le rapport de laction de la chaleur, la maltase de
Paspergillus niger se rapproche de la maltase du mais, tandis
que la substance active de leurotiopsis gayom ressemble
davantage a la diastase du penicillum glancum et des levures,

Entre la maltase des céréales et les ferments des moisis
sures, on constale encore une autre diflférence. Tandis (Jue la
premiere agit plus dillictlement sur lamidon (ue sur le mal
lose, les seconds agissenl plus activement sur lempois d ami
don que sur ses produils d’hydration.

Du reste, ces dilférences enlre les modes d'action des dias
tases sont plutot fictives. Un extrait de mais & froid agit éner
giquement sur I'empois d'amidon et sur le maltose. Mais si
Fon précipite, d'autre part, la substance active d'une infusion
cle mais par I'alcool, on obtient un produil ({111 n'agil presque
pas sur l'empois et qui, au contraire, agit trés forlement sur
le maltose.
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Cette différence provient évidemment du changement de
milieu. Dans le premiercas, 'action est due & la diastaseaccom-
pagnée de substances étrangéres qui influent sur son action.
Dans le second, on a affaire a la diastase seule. ou 4 eelle
diastase accompagnée seulement de subslances exercant une
influence trés faible sur la transformation.

Il faut done admettre que toutes les différences que nous
conslatons chez les maltases de diverses provenances pro.
viennent exclusivement des substances étrangeres qui les
accompagnent et qui influent sur leur sensibilité vis-a-vis des
réaclifs.

lia |11|||}:1r|. des moisissures séerétant des maltases se déve-
i”l’l’{'”l lreés facilement dans les motits de brasserie et de dis-
lillerie ainsi que dans 'ean de levare additionnée d’hydrates
de carbone.

Sanguinetti a fait une élude comparative de Paspergillus
orizie, du mucor alternans et de Famylomyeces Rouxii, au
|H}inl de voe des I‘ll}[lﬂri!'}i sacchartfiant et comburant. Il les
a cultives dans des moiils conlenanl de 'amidon, de la
dextrine ou d'autres hydrates de carbone, el il a observé la
marche des sécrétions diastasiques ainsi que U'influence de la
nutrition sur ces sécrétions.

Yoiel quelques-unes de ses expériences :

Dans un ballon d'une capacité de 1,500 centiméltres cubes,
il met Hoo centimetres cubes d'eaun de levare et ajoute 15 gram-
mes ’amidon on de dextrine.

11 stérilise le liquide e, apres refroidissement, il ensemence
différents ballons & la IL'ullu"rulurl: de 30" avec les spores des
dillférentes moisissures,

Il laisse la plante se développer pendant 10 jours el agite
le flacon 2 fois par jour pour empécher la formation de
spores. 1l détermine ensuite le poids des plantes formées el
analyse le sucre et I'aleool contenus dans le liquide.

Voild les résultats d’expériences pratiguées avec de I'eau de
levure et de l'amidon:
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W o
- ol =
z = = £ i ol
5 S | 82 z
D
| . o = [
| o | < ]
| =
| ! 1 EL: £T. Er
Poids de plante. . .. . . . . 3 a.0680] 0,66z 2.080 |
| ,
|\ Extrait sec & 180°. . .« o 4 .l1g.oc0 | 9520 | B, 97 | 4,50
{ e e i s | v 1
| Acidité totale en SO4H2.. . . .| o,137| 0,b650| 0,980| 0,60 |
M ponl-enpoidss 0LV i b | airtr ] i Bt [ {
| | F |
i Sucre réducteur (en glucuﬁ.u’:). : | » I,30 | Lraces I traces |
| Suere réductenr lotal aprés saceha- | 5 i .
: - it . | B =4 b )l
! rification par'acide chlorhydrique. 16,67 | 2,25 | 2,99 | 3.75 |
| F AT et e
- Perte daleool pour oo d’amidon. . » ho ofol 46 ofo|2d.7 ofo
' | i _[

Lorsqu'on compare la quantité d’hydrate de carbone dis-
paruavec la qili’HHil.l’.’IIF:Ill‘[‘J{II !'ul'l'llt", 01 {.‘mlﬁlillf'{|l1+ull obtient :

Avec laspergillus orize, pour 14,42 de suere transformé, 2,77 aleool.
— mucor alternans — 13,68 —_ 1,08 —

- 4 (] "
— l'amylomyees Rouxii— 12,92 —= D, 00—

L’aspergillus orizae se montre le plus achf et laisse dans
la solution d’amidon & 15 pour 100 0*",85 de dextrine non
transformée, landis que le mucor alternans et I'amylomyces
fournissent deux fois plus de dexirine non atlaquée.

Quand on remplace, dans ces essais, Famidon par les dex
II"iI'tl-'ff'i 1 {Tl’]'['l.ﬁii'-”.l" L1 !'id"‘l{"{'lh'!I'l{‘ll"ilti{!ll CrCore ]'IIE]].['IH COIN-
plete.

Apres 10 jours de développement on trouve encore 3.80 de
dextrines.

Si 'on prend en considération le temps de Faction et le
poids de la plante, on voit que la quantité de substance active
seeréleée par les moississures est relativement tres faible, méme
avec 'aspergillus orize. 28,081 de plante ne sullisent pas,
comme nous venons de le voir, pour transformer 13 grammes
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d’amidon, tandis que 0*7,5 de malt produisent, dans des con-
ditions analogues, une transformation compléte.

La maltase des champignons se monire trés sensible &
I'action du milien. Bodin et Rolands ont étndié action de
Foxygene et de l'acidité du milien. L’expérience suivante
fournit quelques données a ce sujel :

On améne une vinasse de distillerie & différents degrés
d'acidité et, dans le Liquide steriliseé, on cullive | ;un}'luuiyces
en se placant dans différentes conditions.

Dans une culture on laisse la plante se développer a la
surface du liguide (culture S) : dans une autre on laisse le
développement se faire en profondeur (eulture P); dans
une troisitme (culture A) I'on fait passer un courant dair
pendant 48 heures.

Voici les résultats oblenus apres une fermentalion de 4
jours a la température de 26°.

VINASSE
VINASSE NEUTRE A BF 0 n'ACIDITE EX AGIDE
SULFURIQUE
Sl A S | - Rl
Alcool par atre:. . . . .0 3eef || Heeh Jee Jee el | Lol
LTS s ey B R M e ) o Tt B T s ‘ 2,69 | 3,13 | 2, hg
Sucre réducteur en glucose| 4,83 | 2,33 | 1.6 . Wt o [ AL (BT G
Sucre total.. . . . 10,33 7,3 TR B O I e 1.5,:33
Poids d'amylomyces obte-
nu a l'état pressé. . ] » harh 8er1h » 0%r25 | 28730
i

On voit que 'aération est trés favorable au développement
de la plante, puisqu’on trouve 87,15 de plantes dans le li-
quide aéré, tandis qu'une culture faite a I'abri de P'air n’en
[ournit sealement que 457, 6.

La quantité d’acide formé pendant le développement est
en rapport direct avec l'acidité initiale et elle est d’autant
plus faible que Pacidité de milien était plus forle au début.
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La maltase agit trés bien dans un milien faiblement acide
mais son aclion est paralysée par une dose d’acide org amqm-
correspondant & 2 grammes par litre d’acide Hnll'uru]m:,
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CHAPITRE XVIII

APPLICATIONS INDUSTRIELLES DE LA MALTASE

Céréalose.

Fabrication industrielle des glucoses par les en-
zymes. — Cusenier ayant trouvé de la glucase dans le mais a
cherché & appliquer cette découverte a I'industrie des glu-
coses. En remplacant, dans cette fabrication, I'acide par les
enzymes conlenus dans les grains, il est arrive a fabriquer un
|1!'UL|l|il- dune grande valeur, {|ni se lrouve dans le commerce
sous le nom de céréalose.

Le eéréalose se présente sous forme d’une masse cristal
line contenant du maltose et du glucose.

La fabrication du céréalose est toutefois peu développée.
car le procédé de Cusenier laisse encore beaucoup a désirer
aux points de vue du rendement et du prix de revient, lequel
est l}h.lr-i clevé que celun do glm‘:nsn oblenu par les acides.

Les difficultés auxquelles on se heurte dans celte industrie
sont d’ordres dillérents.

Le mais contient des ferments hydratants en quantité plus
que suflisanle pour transformer tout Pamidon en sucre.
mais, pratiquement, il est fort difficile de se placer dans des
conditions favorables i 'action de ces ferments. 1l en résulle
que le tranformation est loin d’'étre (‘.ump]{l'lt‘.

Quand on fait macérer le mais moulu avec 4 volumes d’eau
ala lempérature de Go”. pendant 24 heures, on extrait de 6o
a 62 pour 100 de matieres amylacées sous forme de sucre.
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Une macération plus prolongée naméne pas un résultat sen-
siblement meilleur. L'enzyme agit seulement sur une partie
e I'amidon et il reste toujours des grains d’amidon non
altaqués, quoique la solulion sucrée qu'on oblient soil lou-
jours (rés riche en substances actives. C'est surloul celle
particularité gqui rend diflicile la fabrication du glucose par
la glucase. Lopération ne peut, en effet, jamais étre achevée.

On est ul}lig{" de recourir & un mode de travail continu.

Voici la maniére de procéder:

poo0 kilogrammes de mais grossicrement moulu sonl versés
«ans un appareil muni d'une double enveloppe et dun agita-
teur i palettes. On ajoute 20 hectolitres d’eaun 4 65°. On main-
fient la température & 58"-60° pendant 6 & 8 heures, loul
en faisant marcher l'.'lf._:'ii.'ﬂf-llr.

La transformation des matitres .'unlx'l.'u.':,"{'_-a en olucose esl
suivie par P'observation de la densité et par celle du pou-
voir rotatoire du mont. Pendant toute la durée de 'opération,
la densité des liquides va en angmentant, tandis que le pou
voir rotatoire va en diminuant. L'opération est considérée
comme lerminée cuand le motit contenant 10 pour 100 de
malieres seches marque de f0° A 45" au |u'}|.'l|'i|||{'rll*n Soleil.
(n :-al"}l.'n'{‘-. alors par filtration le |i{|!|idr—. sucre: des dreches
qui contiennent encore des quantités assez considérables
d'amidon non attagué. On décolore le jus sur le noir animal
et on évapore dans le vide jusqu’a concentration de f0° a f2°
Baumé, aprés quoi on met le sirop dans des formes ot il ne
tarde pas & se prendre en masse apres quil a été amorcé
avec du glucose eristallisé.

L’amidon non attaqué dans la premiere opération est repris
dans |':'1I‘u"r:1tinn suivante. La mouture de mais restée sur le
liltre est soumise & la cuisson sous une faible pression. L'em-
pois obtenu par cette opération est saccharific a la tempeé-
rature de 63°, & laide d'une faible quantité de malt (1 4 2
pour 100] et les monits dextrinés remplacent I'ean dans 'opé-
ralion suivante. Avee les dréches provenant de Soo0 kilo-

Errroxt. Les Enzymes. 17
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grammes de mais, on oblient environ 20 heclolitres de
motil dextriné. On mmtrodmt dans ces moiits foo kilo-
crammes de mais moulu et on laisse la saccharification
S Eu'ndulr:r l)EIl{lEll]l 6 4 8 heures 4 la tempéralure  de
a8°-bo",

La maltase contenue dans le malt d’orge peut aussi étre
ulilisée pour la fabrication du glucose.

L'infusion de malt agit trés peu sur le mallose, mais le
mall concassé agit énergiquement sur les sirops de maltose,
quise transforment en sivop de dextrose. Pour ce genre de
teavail, il est i conseciller de metire le malt en contact avee des
Hirn[):: 4 20™25" Baumdé el non pas avec des jll:-i dilués.

Dans les mortits sucrés el trés concentrés, extraction des
diastases du malt se fait plus facilement que dans les sirops
e faible conecentration.

Le céréalose a la composition moyenne suivante :

N ens = o S R T E e 2, ofo
Crlngoses o “or lm e B e ed ooy 72 b
Dhantiranas s e e S e B e 3.5 »n
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CHAPITRE XIX

APPLICATIONS INDUSTRIELLES DE LA MALTASE

Levures japonaises et chinoises.

Fabrication de la levure japonaise. — Préparation du koji. — Chan-
gemenls produits dans le riz. — Composition du Koji. — Action des sels.
Fabrication du levain « molo ». — Fabrication de la hitre « saké ». —
Composition du moto. — Composition du saké. — Fabrication de la le-
vure chinoise. — Propriétés de la levure chinoise. — Diastase de la le-
vure chinoise. — Influence de la lulllIH?mlun‘. et des agents ::Ftiuliquc.'ﬁ. —_
Distilleries indigénes d Extréme-Orient. — Utilisation des procédés
orientaux dans les distilleries des pays occidentaux, — Travaux de Taka-
mine, de Collette et de Boidin.

Levure japonaise. — Dans cerlaines conlrées d'Ex-
lréme-Orient, on fabrique des boissons ;111'{:n|i{{11u.-= avec les
maticres amylacces.

Au Japon, on prépare une espéee de biére qui porte le nom
de saké. En Chine et en Cocliinchine. on prépare avee le riz
une eau-de-vie, le choum choum, d'une richesse en alcool
de 34° & fa°.

Les méthodes l.‘|n|:]ulu'1f-:-a par les orientaux diflérent racdi
calement des méthodes européennes. L.a saccharification des
malicres amylacées el la fermentation sonlt iII'THU{ItH:{_‘H par
des ferments spéciaux qu'on cultive industriellement.

L'agent actif qu’emploient les Japonais porte le nom de
hoji. Le ferment qui serl & la fabrication de I'eau-de-—vie de
Cochinehine porte le nom de migen on men.
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Les levures chinoises et japonaises doivent leur activité &
des moisissures sécrétant de la maltase et probablement de
la zymase.

Dans la levare chinoise, 'organisme prédominant est I'amy-
hllll:'n.'i‘l‘ﬁ Rouxii. Le Lt‘lji doit son activilé & 'enrotinm orize.

(3'est Korschelt et Atkinson :’[Ili ont fourni les !Tl'l‘l'lli;‘['t"ﬁ

llﬂllll[ll"[".'-'u sSnUr IEI I:IT'[r"lfI.'tl’Ellil{Hl i I‘IIIHEFEIH[JH [it"ﬁ I{""l.'ll]"f"ﬁ_iill![lll:!_iH.f":'%,

Preparation du koji. — Les grains de riz destinés a
la fabrication du koji sont tout d’abord nettoyés et batius
alin de les dépouiller de leur enveloppe, puis on les soumet
i un trempage dune douzaine d’heures. Les grains sonl
alors cuils dans un courant de vapeur jusqu’a ce qu'ils aient
altteint une cerlaine élasticité, |}l]Iﬁ sonl eélendus sur des
i“l“["ﬁ l'Illﬂ l.[lil rernne l..'[]['i'g_ll'llll‘llll"l]l }'Il'll'll' f"llll“ﬁ'lf'h{"l' Il"h'
grains de se réunir en grumeaux. Le riz est ensuile ense-
menceé avec les spores d'une moississure: 'eurotinm orize.
Les spores de celte moisissure, qui constituent un produit
commercial au Japon. sont mélangées an riz & raison de 1
partiec de spores pour 4oooo parties de riz. Elles sonl ré-
parties dans toute la masse par une trépidation énergigue
de la natte et le tout est porté au germoir,

Atkinson, professeur & I'Université de Tokio, a qui nous
devons la description de cette industrie, déenit la construe
tion speéciale de ces germoirs. Ge sont de longs couloirs
S{IIIIITT'T':].‘I.HH. 1':.1{'|I||]t'51[1|:'|.1:1|1[ If‘ﬁ 1n= [Ii"l":'i ]l"'ﬁ EIIIII"PF. E'I:LIEIIII ill"
A & 1o meélres de longueur, de 2™,10 4 2™, 40 de largeur
et une hauteur de 1™,20. Ces germoirs ne sonl jamais
chauflés, saul au commencement de la saison frowde.

Le riz. mélé de spores, est mis en tas dans le germoir, re-
couvert de nattes et laisse dans cet état pendant une nuit enticre.

Le second jour il est, s'il ne doit pas servir a la fabri-
cation de la biere appelée saké, aspergé avec une certaine
quantité d’ean.

Le koji est alors étendu en couche trés mince el laissé en
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repos. Le troisieme jour, on réunit de nouveau le riz en las
pendant / heures environ. An bout de ce lemps, les H’J'.'lllr]:-?
sonl  recouverts d'une légére loison provenant des tubes
m_y.m"li:-n:e de la moisissure. Le riz est alors refroidi par
:1gilzlliun el {|i:-t|mm'- en couches minces sur des nalles aux
quelles on imprime un mouvement de va-el-vient, afin d’éviter
la formation de grumeanx.

Dans ces conditions, la végélation se développe; les tubes
myceliens serpentent entre les grains et, le 4° jour, le koji
lorme une espece de gdteau, quiest toul prét i étre employé.

Le Koji est ulilisé dans différentes branches de I'industrie
jJaponaise : on l'emploie dans la fabrication du pain, dans la
confection de la sauce « soy »; mais surtout dans la brasserie
pour la préparation du saké.

Temperature de germination. — (n trouve dans le
mémoire ' Atkinson quelques données sur les variations de
lempérature au cours de celle fabrication.

Lnrh‘{|ll'{1pl‘f‘:-'~ la trempe les ;.rl'nin:-; de riz ont élé séchés par
:I;{ilzlllt:il des nattes, ils onl une température de 287 a 50°. Le
second jour, apres laspersion, la lempérature descend &
23%26°, pour remonter ensuile, dans le germoir, & 30°. Le
lendemain, troisieme  jour, Atkinson a constalé jusqu’a
ho*~A41°. Le riz est alors refroidi, mais il se réchaufle de
nouvean _ill_-aqu':'l :i;“,

Ces chiflres ne sont L‘(‘l][‘lll[ﬂﬂl que tres relalifs, ils changenl
suivant les l'*imqllur-‘- de année. Au mois de mai. on a observeé.
comme lempérature du germoir, de 24° & 26°; la tempé-
rature du koji était alors de 25° & 26°. Au mois de décembre.
le thermomeétre marquait 27° dans le germoir et le riz accusail
une lempérature de 3q°.

Celle élévation de température s'explique par 'oxydation
lreés énergique  produile par les moisissures: on conslate
souvent une diflérence de 10° entre la température du koji
el la température extérieure.
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A la température de 4o° il doit se produire des pertes
considérables d’amidon, ainsi quune altération sensible de la
diastase sécréleée par les moisissures.

D’aprés des données plus récentes sur la fabricatoin du
koji, les mdustriels japonais s‘appliquent & ne pas dépasser
la température de 25°. La durée totale de la fabrication, tl{‘lmis
le moment de 'ensemencement jusqu’a celul du développe
ment complet des plantes, n'est que de trois jours.

Changements produits dans le riz. — La transfor-
mation du riz en koji apparait donc comme un véritable
phénomeéne d’oxydation. En effet, le riz employé a cette
fabrication perd jusqua 11 pour 100 de son amidon: cel
hydrate de carbone est oxydé avee dégagement d'acide car-
bonique et formation d’ean.

Le koji presente Paspect d'un giteau formé de grains de
riz reliés entre eux par les fils myeéliens. Les grains extrails
{|1‘_ ce gileau sonl recouverls dune sorle de duvet et une
coupe faite sur I'un d’eux montre que les cellules extérieures
sont pénétrées par les fils du mycélivm, tandis que U'intérieur
reste inattaqué et acquiert méme une certaine dureté.

Le cryptogame en cours de développement attaque les
matieres albuminoides r]ui se trouvent dans le nz; ces
substances deviennent solubles et le lmurnir ferment du koji
s accroit an fur et & mesure de leur dissolution.

Voici, d'aprés Atkinson, la composition du hnji seché A
100°.

Dexirora: %/ Pt aniemie s iy lor i Seh oo
Parties solubles dans ) Dextrine (par différence). . . . 3,88
l'eau: 37,76 0/0 Cendre-solublel 5 5 e i 0,02
Albuminoides solubles. . . . . 8,34
Albumincides insolubles. . . . 1,00
rafrih Cendres insolubles. . . . . . 0,00
Parties insolubles : Ve
: il : orps. frrae .t L e 0, 13

dans l'ean: G2, 24 :
Clelluloge s | s iRl ieepis h.20
. Amidon (par différence). . . . 56,00
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Le koji frais contient 25.82 pour r1oo deau.

La croissance de l'eurolivm orize sur le grain de riz a
pour effet d'augmenter dans celui-ci la proportion d’azote
soluble. En eflet, dans le kop séché, on trouve, pour les
mali¢res albuminoides. un tolal de .84 pour 100, les maticres
albuminoides solubles élant représentées par 8,34 pour roo.
Dans le riz non transformé en koji la quantité de matieres
albuminoides solubles est seulement de 1,38 pour 100. 1l y
a aussi une différence de solubilité entre le riz et le Luji.
Lorsque le Koji n'a pas élé chauflé & r1oo®, il se dissout en
grande partie dans 'eau. Aprés un court conlact avec I'eau
froide 12 ou 13 pour 100 de son poids total se dissolvent.
=i l'on prolonge le conlact avec 'ean, la diastase continue a

gir el au bout d'un temps plus ou moins long, 30 i 6o

pour 100 du |-.nj'i entrent en solution.

al

Action des sels. — L’enzyme du koji est influencé par
Facidité du milien. L'acide lactique, & la dose de 0,05 pour
100, se monlre favorable ; la dose de 0.1 pour 100 posscde
ll(l‘.i;l une action retavdatrice.,

La dhastase est f‘;{.‘lll‘_‘mrlll. sensible 4 Paction du chlorure
de sodium. L'influence de ce sel ful déterminée par Wa-
tanabe. A 5 grammes d’amidon sec gélatinisé et refroidi il
ajoute différentes doses de chlorure de sodium et additionne
ensuite tous les essais d'une quanlité invariable d’extrait de
koji. 1l abandonne alors & la température ordinaire pendant
1 heure, améne ensuile le volume i 200 centimdtres cubes el
lilire. L'action du sel est délerminée & 'aide du pouvoir
réducteur et du pouvoir rotatoire de Ja solution.
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SEL COMMUXN POUYOTR BEDUCTEL R POLYOIR ROTATOIRET
QUANTITE POUR 100 I AT DON DE LOXYDE CUIVEIQUE SPECIFIQUE
0 20,8 1-;3!13
10 28.0 150 &
a0 23,1 182 b
S0 23,8 187 b
70 20, 1) 1o 3
HATH) 20, 1 189 1
1.0 1.1 100 2
FOH) 18,0 [gx 2
J00 ihi.g igh 1
- ; ’ —_— =
O 14 [ [E], o}

On remarque facilement augmentation du pouvoir rola-
loire el la diminution du pouvoir réductenr au fur el & mesure
quaugmente la dose de chlorure de sodinm.

Fabrication du moto. — Le koji est employé dans I'in
dustrie japonaise comme agent de saccharification, de fer
mentalion el pour la fabrication de la bitre dite « saké ».
Les manipulations nécessaires a celte fabricalion se divisenl
en deux calégories: d'abord la préparation d'un ferment éner
cigque, gqu'on appelle moto, ensuite la fabrication du mont el
sa {fermentation.

Pour la fabrication du moto. on emploie comme matiéres
]u‘i_‘luii'rf‘ﬁ du riz cuil i la vapeur, du koji el de 'ean mélan-

:,i'i:‘:i {_lilllﬁ les l]-l‘l'll'l“l'lit]['lﬁ ﬁlli‘iEl[l[i‘.‘H -

R i St N L - L e b SR (8 parties.
e e s R e L S O r—
EanTe e e S e S S R e

La fabrication du moto se fait en deux phases. Dans la pre-
miére phase, qui dure de 5 4 6 jours, le mélange de grains el
de koji est réparti dans differents vases. Sous Uinfluence du
koji, 'amidon de riz se liquéfie et se saccharifie. La tempéra-
lure ne dépasse pas quelques degrés el la fermentation esl
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excessivement lente. Dans la seconde phase, les lLquides
réunis sonl réchauflés jusqu’a 25° environ : la fermentation
commence el la lempérature s éleve, mais sans dépasser jamais
30°. La fabrication du moto dure de 16 & 18 jours, el les
levains miirs accusent jusqu’a 10 pour 1oo dalcool.

Voicl la eomposition du moto dans la premicre phase de

la fabrication.

APRES 4 JOURS APRES D JOURS

POUR GENT POUR GEXT
IMEThTOSe: S s i el b 2e ke 7,00 12,23
Pexboes et s 2 3,14 3, bg
Glyeérine. )
Cendres. . g Trace. 0,48
Albumine. .
Acides fives..: . . o o 0,017 0,01
Acides volalils.. . . . . —_— i, O
Eau par différence . . . . 8,013 81,503
Amidon non dissous. . . . 20,43 15,40

Sa composition, pendant la seconde phase, est indiquée
par le tableau suivant:

APRES
e ——

= JOURS 10 JOURS 12 JOURS 1/ JOums
WleoolEa e s s e 5.2 8,61 Q.41 o, b2
Bextrpse: o o Ll 5 5.4 0,00 0.4 0,00
| B1ETa 1 e -t ) 7,0 2,01 2,72 2,07
Glyodeime: B UTR v 0L U 1,14 9,84 2,30 I,03
Acides fixes.. . . . . . 0,01 0,24 AP o, A0
Acides volatils.. . . . . 0,10 0,11 0. 00 .03
Eau par différence. . . . 80,80 84,42 84.67 85,47
Amidon non dissous. . . . 10,068 12,40 11,05 12 0D

Fabrication du saké. — Pour la fabrication du saké. on
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se sert des mémes malicres premieres que pour préparer le
moto.

Le riz est saccharifié au moyen du koji et additionné de
levain-moto. La saccharification et la fermentation se pro-
duisent simultanément. Aprés quelques jours de fermentation
lente, le moit s'échaufle et commence a fermenter tres éner-

5

g:qunmnut.

Les moiits de saké ont une trés forte concentration : ils
alleignent jusqu’a 35° Balling. La fermentation de ces motits
dure de 15 & 17 jours. On aboulit généralement & une
teneur en alcool de 12 a4 13 el, dans quelques usines, de
14 & 1D pour 100.

Voici la composition du monit, apres 28 jours de fermen-—

talion.

il (177 e O L e e o A
B TE0 ] 1L e et g e e K AR e »
Dlaxibines s oo iR B iy w0 mieelic s o4t
el FeBIe. e R S e e S 1,40
T [ o8 e L AR S~ R S R Sl 0,107
Aeides mnlatilss S oS e SRR A 0,001
Faisnss e it any arallbty s e 84,202
Amidon non dissous. .. . . . . . . T s

Les motils fermentés sont filtrés et liveés tels quels & la
consommation ; dans cerlaines usines, on garde cependant le
motil pour lui faire subir une fermentation secondaire.

L’amidon contenu dans les résidus rentre en travail apres
avoir subi une cuisson préalable,

Pour conserver le saké, on réchauffe les liquides fermentés &
20°-66". Les Japonais ont done adopté une méthode de stérili-
sation avant que I'Europe ait eu connaissance des procedés de
pasteurisation. Seulement, comme aprés la stérilisation, ils
remettent le liquide dans un récipient non stérilisé,. ils
perdent une partie du bénéfice de cette pratique.

Le saké differe de la biére par la petite quantité de dextrine

el de dextrose qu'il contient.
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Dans la fabrication du moto, on développe un ferment al
coolique tres énergique. Les explications de Papparition de ce
jmtnnh' ferment sont  tres conlradictoires. Pour cerlains
auteurs, ce pouvoir ferment est di a un saccharomyees qui se
développe spontanément dans le morit; pour d'autres, ¢'est la
mucedinée ¢ui, par suite de certaines conditions de culture,
se transforme en ferment alcoolique.

[l est incontestable que aspergillus orizae ainsi que toul
une classe de moisissures, peuvent acquérir un pouvoir ferment
IlIIJlII11 elles sont cultiviées dans certaines condilions ' mals ces
moississures donnent, en If_.f{r-mr‘rztf. peu d’alcool et fermentent
tres lentement. En outre, comme on a loujours trouve des
saccharomyces dans le koji, il v a tout lien d’admettre que la
lermentation provient principalement de la levure.

Levure chinoise. — La levare chinoise a été p:u“licu--
licrement étudiée par Calmette qui a fourni des données
detaillées sur le travaill dans les distilleries de 'Extréme
Orient. Cest de cestravaux que nous tirons les renseignements
¢ui suivent.

La levure chinoise posséde la double propriété de saccha
|'i.l—il"'[" (&l lIf" rilil'i‘. “"l'lll(‘.ll[{"l' Il":'; '[H:'II‘[E"I'{"H .'Illl:\l:'l{f{“.!l‘ﬁ AVEeD 1‘"‘5—
Ell]'l'.‘”f‘r:-': elle est mise en contact. Elle se trouve dans le com-
merce sous forme de pelits pains de riz qui répandent un
odeur de moisi. Ces pains sont remplis de bactéries, de
levures el de différentes espéces de moisissures.

L’agent actif contenu dans ces pains est un eryplogame qui
I‘l?'ne.'ll‘ﬂ l.!.El”H Loule ].EI nmiasse IHIl' =05 |'|'|||'|i[iﬂ"1'!.li“|'|!‘- ||'|:'ﬁ{"l'1l|.il"['.|ﬂr.'5.
cryplogame appelé par Galmeltte: amylomyces Rouxii.

I;’-EIIl!:'o.'IlIIII}'t‘{‘l-i est trés abondant dans les 11;1][1:-: {|||i consli-
tuent la levure chinoise. Lur.-ar{uc* cette moisissure est cultivée
sur lagar-agar glucosé, elle s’y développe trés rapidement et
forme au bout de 48 heures une sorte de voile s étendant sur
loute la surface de culture. La pomme de terre et la patate
douce, ensemencées avee des spores de cette moisissure, se cou-



2l LES ENZYMES

vrent d'un léger enduil farineux, qui finit par élre transparent
el 111411;|}|‘:'~(‘i;1h|f_‘ 4 la vue. L'amylomyces se développe norma-
lement sur la gélatine, sur la peplone et sur le bowllon de
beeuf peptonisé et alealin, quoiqu’une faible acidité lui soit
|11n:-= favorable.

La moisissure coagule le lait en 24 heures et le rougit
lorsquiil a été préalablement teint en bleu par le tournesol.

En régle générale, les moiits suerés contenant du phos-
I}]mlv e |1t11;1.-a.-ai||n| conviennenl au {|l'"wi:}|11mm{'|ll, de la
|1];|nt{*; L_‘{=|n~n{].'1||l. les milicux ou elle croit le mieux sont les
maonils de biere liquides ot gelatinisés et les sublances amy-
laccées cuiles a la vapeur.

Lorsque la moisissure se développe & l'abri de air, elle
prend un aspeet floconneux et produit de petites quantités
d’alcool. Si, au contraire. elle vit i la surface du moit, elle
briile le sucre el !u'nduil de I'acide oxaligque. Cultivée en pré-
sence de 'air dans un motit contenant des dextrines ou de
'amidon. elle transforme le sucre de canne.en sucre fermen-
tescible.

L'amylomyces est, d'aprés Calmelte, le ferment qui trans-
].l}l'llll‘ ]1E"'I|i({|:”| CIl SUCre aveo Il"‘ il;l]ﬁ {Ilir"l'llfl'ﬁ'i.{".

Calmette, en suwivant la croissance de celle plante, a re-
margué qu’'au contact de Iair, les tubes mycéliens s'amassent
pour former des conidies: i 'abri de Iair elle étend ses tubes my
céliens en tous sens et se reproduil par bourgeonnement direct.

Celte moisissure différe aux points de vue botanigue et phy-
siologique de toules les espéees connues: elle semble se
!'ﬂpprm‘hl‘r des ll'i{'llﬂ|}il}'t{:'i":=., tandis que par son mode de
reproduction et par ses propriétés physiologigues, elle rappelle

1!,‘.‘5 F:Il‘l“'l'l-ill'ij-l'll‘}' CEs Taneux.

Diastase de la levure chinoise. — l.a diastase con-
tenue dans les cellules de 'amylomyces offre, d apres Calmette,
tous les caractéres de amvylase du malt. Celte diastase est

secrélée par les tubes mycdéliens,
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Calmette attribue encore & P'amylomyeces la propriété de
seereler de la sucrase. En réalite, la diastase séerétée est de la
slucase et cet enzyme n’a rien de commun, ni avec 'amylase,
ni avec la sucrase.

Pour obtenir une solution diastasigque de ce ferment. on a
recours a une methode +t:|{*|l|1:|||¢‘ a celle préconisée par Fern-
hach pour la |n't'-|1;|r:|ﬁml de la suecrase des levares.

On cultive d’abord la moisissure sur un milien Raulin
slérilisé, ou mieux encore dans un mott de bicére el lorsque
la plante a alteint sa eroissance normale, on T'Efllll)l.‘_i{'ﬂ le
liquide par de I'ean stérilisée. Apres un séjour d’environ 6o
heures & létave & 382, les diastases contenues dans les cellules
diffusent dans le liquide ambiant ; on retire alors 'ean gu
constitue une solution fli.'lz-c.l:a:-aiqllu assez aclive,

L'expérience suivante a é1¢ pratiquée par Calmette pour
déterminer activité de I'enzyme de 'amylomyces. La solu
on diastasique est divisée en plusieurs portions de 30 centi
metres cubes, qui sont ajoutées a4 une solution d’amidon
Al pour 1oo, stérthisée et pesantl 120 gramimes. {Jh;lquﬂ |mt‘1inn
recoil une goulle d'essence d’ail qui joue le role d’antiseptique.
Le toul est porté & 'étuve afin de laisser la saccharilication

S0 |:n|||'.-tt1h'|‘1‘. Voici les E[lliullih"b' de sucre oblenues :

press Theures, o 0 St e OEr 19
e YA e I e o a8
e S s S RN ot TR e R
I A e et Ll Ll et s R a 35

On voit que la proportionnalité entre la durée de I'aclion
et la {iumllitﬁ de In'm]uil. [orme coesse uprﬂ:-: 12 heures: il
semble done que la diastase soit altérée apres ce laps de
temps.

Pour évaluer le pouvoir ferment de la plante cultivée sur
le riz, Calmette indigue la méthode suivante:

Cent grammes de riz cuit & la vapeur sont ensemencés avec
des tubes myeéliens provenant dune culture pure d'amylo-
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myees; on laisse 3 jours & une lempérature convenable pour
le développement de la moisissure. On triture ensuite la masse
avec boo grammes d'eau et on verse le lout sur la membrane
dun dialyseur flottant sur de I'eau distillée et aseptisée.

L'empois d’amidon ne dialyse pas et la membrane ne
laisse transfuser que le glucose et les diastases de la solution.
Il se forme done, sous le dialyseur, une nouvelle solution
diastasique dans lacquelle on dose le sucre : on fait alors agir
cerlaines quantités de ces solutions sur de Pempois & 1/100°.
Apreés saccharification, on dose le suere formé et on déduit le
sucre introduit avee U'infusion d’amylomyces.

La diastase extraite de cultures jeunes produit une hydrata-
lion plus intense que la diastase extraite de cultures anciennes.

La filtration des solutions diastasiques sur bougies Cham-
berland leur enléve toul pouvoir ferment.

La méthode adoptée par Calmette pour la détermina
tion de la diastase laisse beaucoup a désiver. 1l est évident
que, par ce procédé, on n'obtient quune faible partie
de la diastase contenue dans les plantes. Pour se rendre
compte du pouvoir diastasique des maltiéres amylacées sur
I1"‘.‘Slll|{‘,“l15 On a [IEr"l'l“'..l:I-:llllll." {Il’ﬁ IIII}EF]‘H:';III'{‘F&., II l:‘:':.r illl'_“ﬁI'l{_‘ll--
sable de les ]:]I'l}_'kl""['. de les réduire en |1U||111'r' ou en pite, el
d'employer la substance préparée de cette fagon. On peut, par
exemple, prendre 1 gramme de cette substance, le meltre en
contact avec 1o grammes d’amidon empesé et laisser la
saccharification se produire pendant une heure & 40" De la
quantité de sucre tronvee, il faut déduire ensuite le sucre
qui se forme sous U'influence des maliéres actives seules, car
1l :-a‘.'lgli surtout de déterminer la {lllﬂ[]t.lll?' de sucre que le
gramme de malicre aclive peul donner a lui seul dans les

conditions de 'essai.

Influence de la temperature et des agents chi-
migques. — La température la plus favorable au développe-

ment de l'a111:rhu:|}'u_~s est de 30° 4 38°. (Cest a celle tmnlu'*--
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ralure que la plante produit hydratation la plus intense.
Au-dessus de 38°, ou plus bas que 239, la eroissance se ra
lentit ; & 72°, la diastase est détruite. La plante elle-méme esl
détruite par un séjour d'une demi-heure & 75° ou de 15 minutes
a 8o°.

La présence de sels semble pen nuisible & la diastase.
Calmelte a déterminé quelles sont les doses de différentes
substances en présence desquelles la diastase n'esi pas influen

cee: il a lrouve :

1*' 100 dacide phéniqgue.
0 02 o/o de nitrate d'arzent.

0 10 de sulfate de cuivre.
0 10 - de fer.
0 10 — de zinc.

L. essence de moularde., employée i petites doses, n'a aucune
influence sur le développement de la plante. La glyeérine i
o pour 100 produit un effel favorable. L'essence d'ail en trés

- . r - % P
|n{-ltln L]II.‘I_IIllh" el le bichlorure de mercure & o.000 pour
100 arrélent, au contraire, la croissance de la moisissure.

La levure chi

Fabrication de la levure chinoise.
noise, dont la préparation demande des manipulations assez
compliquées, forme, dans U'Extréme-Orient, l'objet dune
industrie tres imléressante.

L outillage que néeessite cette fabrication est assez simple ;
il se compose de nattes, d'élagéres, de tamis, d’un mortier
de granit et d'une auge circulaire.

Les matitres pl‘umi:"i‘t':-: sont du riz {h'*t.‘ul‘ll:lm" el diverses
espéces de plantes aromaliques destinées & donner un par
fum spécial a alcool formé el lilli. e |Jll:|:-i. agissent ncon
testablement comme antisepliques.

(ies ]}l'dl]l[‘:-‘- sonl  excessivement nombrenses:  les |~.|]ue-
connues sont le sinapis alba, le caryophyllus aromaticus, la
canelle de chine. le juper nigrum. les clous de girofle, ete.
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Les plantes aromaltiques et le riz sont séparément réduiis en
poudre et, apres pulvérisation, réunis et triturés avee de I'eau
pour former une pite molle. Cetle pitle est mise en forme de
petits disques épais d'un centimétre qui sont déposés sur une
natle apres avoir élé ensemenceés de moisissure a Paide de
halles de riz que l'on fixe dans la pite. On porle alors les
natles sur des étageres, on les couvre de paillassons et on
laisse la moisissure se développer, a la température de 28°
ou 30, Aprés deux jours, les moisissures onl recouvert les
disques d'un duvel fin; la levare est alors séchée an soleil et
préparée pour la vente.

Le riz employé & la fabrication de la levare n'est pas de
toute |1r:*]1li~:"|‘u r|I|.'l|iI:": on peul méme se servir de arains
CASSeS.

En Cochinchine, la fabrication de la levure chinoise est
pratiquée partoul de la méme facon. Au Cambodge et en Chine,
on remplace quelquefois le riz par de la farine de haricots ou

de mais.

Distilleries indigénes. — Les distilleries indigénes, pas
plus que les fabriques de levure, ne demandent un outillage
compliqué. L'inslallation se compose d'un hangar recouverl
('un toit en tuiles. Sous ce hangar sonl rangés des fourneaux
en lignes paralléles et séparés par des intervalles dans If,‘:-‘-llll{.‘lﬁ

se trouvent des hassins pleins d’eau ol plongent des I'{’-{‘il:Ir'nlﬁ

servanl a condenser les vapeurs d'alcool. Les fourncaux
mesurenl 6o centimetres de haut, 1™.20 de large et 4 métres
de long. On les utilise pour le chauflage de deux alambics et
d'une chaudiere destinée i la cmisson du mz. Les fourneaux
sont chauflés & 'aide dun fen de bois de palétuvier.

Le riz qui serl a fabriquer le mott est en partie décortique
et mélangé i une certaine quantité d’ean chaude. 11 est placé
dans des chaudiéres que 'on recouvre d'une natte et dun
couvercle en tole. Dans chaque chaudiere on met 18 kilo

grammes de grains, 22 kilogrammes d’eau et on cuit pendant
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2 heures. Le riz est alors complétement trempé. 11 est ensuile
ctendu sur des nattes ol 1l recoit la levare chinoise i I'état de
poudre line, apres quot on le place dans des pots de 20 litres
ENYVITON (U on remplit & mi-hauteur. On ferme les pots et on
laisse la saccharilicalion se |]!'[':I{|Ilil‘l‘. ].ill'ﬁiill{" 'amidon est
transformé, c’est-a-dire an bout de 3 jours environ, on rem
plit les vases avec de I'eau ; la fermentation commence aussitdl
el, au bout de 48 heures, 'opération est complétement ler-
mineée. Le contenu est alors distillé dans les alambies.

(es alambies sont formés dune cuve en tole, d'un dome
en hots el dun (‘IIEIII“I"HH en terre cuile. Un tube en bambou.
long de 2™.50 el inecliné & 45°, réunit 'alambic au con-
denseur, dans lequel il conduit les vapeurs d’aleool. Les alam
bies sont placés directement sur le foyer.

Les résidus de Ta distillation servent a 'alimentation du bétail .

ke Hoo de levure chinoise.

Avec 1oo kilogrammes de riz et 1
on obtient conramment 6o litres d'alcool & 36°, soit 18 litres
a4 1o0”. La richesse des ||!11P:.;'IHE.~L varie suivant les distille

ries; elle n'est jamais inférieure & 34° ni supéricure i 42°.

Emploi des moisissures dans les industries de
fermentation des pays non asiatiques. — Au poinl
de vue de TMutilisation des matieres premiéres, la levare chi-
noise, ainsi que la levare japonaise, fournissent des résultats
bien médiocres dans leurs pays d’origine.

D'aprés Atkinson, le rendement en alcool dans la fabrica
tion du saké atteint seulement 30 a4 56 pour 100 du rende
ment théorique.

La levure chinoise fournit un travail encore plus médiocre.
Ullpl‘ﬁﬁ Calmetle. 100 kilogrammes de riz décortique, ayant
une leneur en amidon de 81 4 84 pour 100, fournissent, dans
les distilleries de Cochinchine, environ 18 litres d alcool.

Ce résultat pea satisfaisant doit étre attribué en grande
partie a 'insuflisance des installations ainsi qu’i la malproprelé
dans le travail.

o

Errgoxr. Les Enzymes. I
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A premiére vue, on doil admeltre gue le travail & Faide des
moisissures est susceplible d'étre amélioré et de fournir
des résultats industriels analogues et peut-élre méme supé
rienrs a4 cenx du traval ordinaire.

Et, en réalité, I'emploi des moisissures présente de tres grands
avantages. Le travail parait étre beaucoup plus simple; la
levure et le malt se trouvent 1-‘~l.|p|}!*llmr‘.~‘- iz I'ﬂlllphlm"s par une
moisissure qui se cullive trés facilement el qui est moins sen-
zible (que le malt et la levare 4 Vaction de la chaleur el &
celle du mihieu. Mais pour rendre |Jl':|l][]|u=, Femplot des moi-
sissures, 1l est, avant tout, idispensable d’abandonner les
méthodes orientales, de s'adapler aux conditions des dis-
lilleries européennes et de chercher & eréer un procéde
rationnel.

Cetle question a été étudiée par le chimiste japonais Taka
mine, ainsi que par Colette et Boidin.

Takamine s'occupe de Papplication des moisissures 4 'in-
dustrie des fermentations f,[r]uli:-a une dizame  années.

Au début, il a cherché toul spécialement un miheu pro-
pre au développement de |';l:-4|u_'rgi||||.~a orizi, quon cultive
exclusivement, au Japon, sur da riz décortigué et passé a la
vapeur.

Pour fournir & la plante I'élément minéral, on ajoute gé
néralement une certaine i]u:‘mlil{? de cendre de camélia japo
nica. Takamine remplace la cendre par une addition de 1 a 4
pour 100 du poids des grains d'un meélange de sels dans le-
{im_'! entrent le tartrate et le ]lhuﬁpimlt- d ammonium, le sul-
fate de polassium et le sulfate de magnésie.

D’aprés Pauteur, celte addition de sels augmente consi
dérablement la récolte et possede encore I'avantage de per
mettre de remplacer le riz par d’autres céréales.

Pour préparer industriellement les cultures d’aspergillus
orize, Takamine propose le procédé suivant :

On cuit les grains & la vapeur jusqu’a ce que les cellules
d’amidon soient gonflées; on refroidit; on asperge avec la
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solution de sels; on melange activement les grains el on
ensemence avec 'aspergillus orizie. Les céréales ensemencées
sont abandonnées i la température de 30° pendant 24 & 36
heures. On délaie ensnite les grumeaux gui se sonl formés el
on place les ;__ﬂ_'ruin:-'. sur des pl;:ll‘:nlx f!u'nn abandonne dans
une atmosphére humide jusqu’y maturité compléte des eryp
logames. La masse moisie puis desséchée i basse tempéra
ture est lamisée. On separe ainsi les spores, qui dessécheés
de nouveau a une température modérée, puis mélan
uées de maliéres inertes, servent comme agent de fermen-
tation.

Takamine I'.'lljt'It|||P aussi une Fz-tpf-(‘{‘ de mall l|||'i| dénomme
taka—koji. Pour la préparation de cette substance, il emploie
de préférence le son ou les dréches de brasserie ou de distil-
lerie el opéere comme suil :

Les matiéres premiéres sont stérilisées par la vapeur el en-
semencées avec des spores d'aspergillus orizae, & la tempéra
ture de 30°. On emploie 1 gramme de spores pour Ho kilo
grammmes de malicres |}I‘!"111“‘T'['H. le f,li'"o.'l‘][:ppcrmr'nl de la mon
sissure se fait dans un germoir trés humide a une température

de 20°-30°.

Apres 24 sheures de séjour dans le germoir,
on elale la masse en couches minces el on laisse croitre la
plante. Généralement, son développement esl rt:m]'nlnl ;1Iu{‘ﬁ
h 4D .inlll‘:-i. On desseche alors la matiere & une tempera
lure ne {||"il.'|:~aﬁ.'l|1[ pas a0".

Takamine recommande aussi, pour le taka-koji, de séparer
les spores de la maliére par un lamisage sur un tamis en soie.
(Cies spores serviraient, d'apres Ini, comme agents de fermen-
lation alcoolique, tandis que le taka—koji lui-méme servirail
comme agent de saccharification.

Takamine propose aussi, avee beaucoup de raison, de se
servir pour la saccharification dune infusion clairve prépardée
avec le taka-koji. A cet effet, il fait macérer A froid la ma
liere active el 1l décante le liquide qui est employé comme

agent saccharihiant. tandis (que I |1:|r!]t' solide est sou-
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mise a4 une cuisson préalable qui permet l'utilisation de
I"'amidon. :

Le taka-koji sert a la fabrication d'un ferment destiné & L
distillerie et & la boulangerie. Pour cela. le son de blé ou les
céréales sont meélangées avec 3 a 1o pour 100 de laka-koji
et 4 4 8 volumes d'eau. On porte la masse & 65° pendant
1D 4 3o minutes et on fait bouillir. On refrowdit ensuite &
Go°; on ajoute une nouvelle portion de taka-koji (3 & 10
pour 100] el on provoque une seconde saccharilication.
Celle—ci terminée. on sépare le liguide des maticres solides
par [iltration ou décantation, on stérithise le moit et on ense
mence avec les spores des moisissures. 1l se produit une
fermentation qui dure de 12 & 16 heures. Lorsqu'elle esl
lermincée, le ferment se dépose an fond des cuves sous forme
de maliére pileuse quon presse et gu on ulilise dans diflé-
rentes industries.

Dans le travail de distillerie, d'apres le systeme de Taka-
mine, on procede de la mamiére suivante :

Les matiéres premicres: grains, pommes de lerre, ele..
sonl cuiles sous pression. L'empois est ensuite saccharifié au
moyen du laka-koji. La saccharification se fait pendant une
heure & la température de 65° & 70° et la quantité de taka-koj
employée a cet effet est, smvant la tpl-’ln[ih‘ de diaslase que
contient le koji, de 3 & 20 pour 1oo de la gquantité des grains
employes.

La saccharification achevée, le mont est refroidi 4 19" et
additionné de levain.

Pour la fabrication du levain, on emploie un moit de
céréales cuiles sous pression el saccharifices par le taka
koji. La saccharification de ce molt se fait en deux
phases. On saccharifie d’abord a 60 pendant une heure el
on refroidit ensuite lentement le motit jusqu'a 19°. On
ajoute une nouvelle portion de taka-koji, ainsi qu'un peun
de levain résultant d'une opération précédente et on laisse

[ermenter.
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Les motils [ortement altlénues sonl l.“EII|J]{II\i.":-' comme le-
VAl ainsi ue comime levure-maére pour la fabrication du
levain suivanl.

On emploie généralement de 2 & 1o litres delevain pour
100 litres de moiil sounus a la lfermentation.

Dans un brevet pris en 18g4, Takamine propose dutiliser
industricllement les substances actives des moisissures en
les précipitant & 'état solide de lenrs solutions.

Pour cultiver les moisissures, on se serl de dréches, de son
ou d'autres subslances amylacées. La culture achevée, on
réduil ces substances en poudre et on les fait macérer avee de
I'ecau froide pour en extraire la maltase. Le Ii:|||id{'~. m'*pm‘:"
des substances insolubles, est filtré el lll‘ﬂt.‘ipilﬁ avec 1 a3
volumes d'alcool. Le produil ainsi oblenu est placé sur un
liltre, lavé & Paleool, a I'éther et desséché & une température
modeérée. D’aprés Takamine, la substance active obtenue par
ce procédé peut avanlageusement remplacer le malt dans la
distillerie et la brasserie.

Takamine conseille aussi, et cela Iui semble trés impor-
lant. {Itilji]{lh‘.l‘ a4 Dinfusion active, avant addition d’alcool,
une infusion de matiéres brutes, comme le son, les dréches.
les arains crus, ele, l.]lE'Ii]I‘f'F- lui, on augmente considérable-
ment, par cette opération, Pactivité des substances aclives
|:1't"('i|1ilf‘l:.~a,

D'apres la description du brevet, ce procédé parait trés
sedmsant el nous nous sommes empresse de répéler expe-
rience de Takamine ; mais les résultats (ue nous avons
oblenus onl é1¢ peu encourageants.

LIEIE"-lH"I":.:'i“lIH orize contient un ferment |1[‘{l|t]t11:-::t|]l []ni
agit trées  cénergiquement  sur les matieres  albuminoides.
L mlusion quon oblient esl tres visqueunse, refuse de filtrer,
el le précipité résultant du traitement par aleool se montre
bres peu aclif.

L'addition d'infusion de son, d'infusion de dréches ou de

gramns crus augmente, comme nous 'avons démontré avanl
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Takamine. le pouvoir saccharifiant des diastases de asper
gillus orize, mais n'influe pas sur le pouvoir liquéfiant,
L'exaltation, d'ailleurs, est plus factice que rvéelle(r).

Dans un brevel i'llll?'- récent, Takamine propose un :-:}':-;lt':lll{}.
pour la culture des moisissures et la préparation du liquide
actif qui meérite d’étre mentionné.

Pour donner une grande surface de culture, tout en é¢pai-
gnant les maticres nutritives, il plonge des matiéres poreuses,
fragments de pierre ponee, ete., dans une solution nutrifive
{"[ Ii’l.i:"ﬂ"'(‘ ]'[".""- "I”‘[F‘H‘:Flll'{.':"- s {Ilz\lflll][llll‘[' UL CEs HlllJFtli"c("l"‘l.

Cette wdée tros i[‘lgl:‘ni:'llﬁi‘ a ole, (ln'.|u|i:-a. l‘l"jll'i:-i;i.‘, par Colelle
et Boidin; pour produire industriellement une végétation
d’amylomyees Rouxii, il imprégne des pailles avee le liquide
nutritif, les stérilise et les ensemence ensuite avee le mycelinm.
Pour favoriser le développement de la moisissure, il fait
passer un fort courant d’air au travers de la masse.

Il obtient, par ce moyen el avec relativement peu de sub-
slances nulrilives, des végétations abondantes.

Le travail des grains par l'amylomyces se fait, d’apres la
méthode de Colelte et Boidin, de la maniére smivante :

Les matieres amylacées, ajoulées & une quantité d’eaun
double de leur poids, sont cuiles pendant 3 heures sous une
Iu‘{::::;inrl de 3 1I,.-":J: a4 ﬂlnms[}!lf:l'f‘ﬁ_ La masse cuile est mise
au contact du malt vert broye, sans depasser |n‘11{|nlll. celte
opération, la température de 70°.

Le poids de mall employé, évalué en orge, est de 1 1/2 a
9 pour 100 du poids total de matiéres amylacées mises en
travail. La liquéfaction par le mall dure environ une heare.
Le moiit est alors stérilisé dans une sorte de grand auto-
clave oft I'on maintient une pression de 2 almospheres. apres
quoi il est ensemencé el mis en fermentation.

1. Voir Comptes Rendus de ' Académie des Sciences, 1892, —
Tome cix, page 1324.
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Cette fermentation se [ait dans des cuves spéciales munies
d’agilateurs, d'injecteurs d'air et de vapeur, Le moil
houillant, arrvivant du stérilisateur, est introduit dans les
cuves, construites de telle facon que toute infection puisse
étre évitée. Le refroidissement du monit se fait dans les cuves
de fermentation ol il est amené & la température de 38° el
neutralisé. Le milien neulre est, en eflet, indispensable au
liil;"'l.{"'li:'l-klllﬂll'll"lll H{II'III.'II II{'! rEIIII}I:“[ll}'f"{?F. [..l‘!'i Cuves "."-'Lli]”l
.'lll]‘l":" {‘IIHE‘!!H{‘II{‘["{‘:-& v 1]['5 l'].'l]tlll'i.‘:"L {I-E'II'II} ].“Il]._"'u i lI.{:"\'['.'IUIJ
pées sur une pelite gquantite de matiéres amylacées, apres quoi
on injecte de Pair stérilisé et on fait marcher agitateur.

Celte agilation a pour but d'empécher la moisissure de
se développer en surface, parce qu'en se développant de celte
manicre elle brilerait le suere du mol.

Apres 20 heures, le développement du eryplogame esi
achevé, On refrordit alors vers 38°-33° et on ensemence une
seconde fois le modl avec une culture pure de levure. Clest
cette levuare Hj{'llll:"{‘ gui produit la fermentation :114:*unlir1u{*.
La moisissure, pour arriver au méme résullat, demanderait
beaucoup plus de temps. Au bout de trois jours, la fermen-
tation est achevée et le moiit prét pour la distillation.

Examen critique des proceédés orientaux. — Les
tentatives faites par Takamine, Collette et Boidin pour intro-
duire l'emploi des mucédinées dans Uindustrie des fermenta-
lions onl donné lien a toute une série de travaux critiques qui
ont paru dans différentes revues de distillerie et de bras
serie. Les organes lechnigques se montrent, en géncral, tres
réserves sur la valeur de la nouvelle méthode.

En général, lorsqu’il s’agit d'un procédé industriel, le seul
critérium  auquel on puisse recourir c'est le résullal pra-
tique auquel il conduit. Or, les résultats de ce genre nous
manguent encore, & 'heure actuelle, pour ce qui est de 'em
ploi des moisissures en distillerie. Sauf quelques usines o les
invenleurs expérimentent leur procédé, on ne connail pas
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encore de distillerie qui marche régulitrement par la nonvelle
méthode. Dans ces conditions, il serait prématuré de se
prononcer définitivement sur la valeur de ce mode de
fabrication.

Nous avons néanmoins cherché i comparer les diflérents
brevels de Takamine avec eux de Colletle et Boidin, puis
4|||'i|:-e. sonl censés constituer des procédés différents. Getle
comparaison ne nous a pas conduit & des conelusions précises.

Le mode de fabrication de Takamine, quoiqu’il soit de
7 ans anlérieur a celui de Collette et Boidin, possede, avec ce
dernier, de tels points de ressemblance, qu’on peut facilement
les confondre.

La lecture des brevels relatifs & 'emploi des moisissures
révele, avant tout, le mangue absolu de modestie des inven
teurs et montre les illusions quils se fonl, quant a I'étendue
de leur découverte.

Takamine, dans ses brevets pris en 1891, réclame, comme
dtant sa propriété exclusive, I'emploi dans les industries de
lermentation de toule maoisissure susceplible de produire une
saccharification et une fermentation des maliéres ﬂlll}'].‘lt‘-t'!'t‘r:-‘n.
ou meéme une seule de ces transformations.

Sepl ans plus tard, Collette et Boidin émelttent aussi des
prétentions & lexclusivité de cet emploi. ls revendiguent.
comme élant le résultat de leurs recherches, 'emplor de
toutes les moisissures i la fois fermentantes et saccharifiantes.

On pourrait, a la rigueur, excuser la naiveté du chimiste
Japonais qui est évidemment peu au courant de notre litté-
rature, mais la méme excuse n'existe pas pour les chimistes
francais. L'utilisation des mucédinées, ainsi que des levures
se tronve depuis longtemps dans le domaine public. 11 esl
permis de faire breveter un mode spécial de travail & Taide
des moisissures, mais non pas le principe méme de leur
emploi.

Par la lecture du brevet, il est fort difficile de voir en quoi
consiste, en réalité, 'invention de Collette et Boidin. On
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pourrait, i la rigueur, caractériser leur procédé par la stérili-
salion des moiils el le |If'u‘|=}|||1f‘111f'nl de cultures pures dans
ces motils stérilisés.

Takamine, en effet, ne stérilise que les levains et produil
la fermentation dans des monils sacchariliés & haute tempeé-
rature. Mais, par un malentendu incompréhensible, Colletle
ot Boidin reviennent. dans des brevels additionnels. sur leur
mode de travail et prétendent que la stérilisation des monits
peut étre supprimdce. Ce n'est done pas en cela (ue consiste
le principe de leur proedéde.

On imnrruil aussi croire, apres 'étude de quelques-uns
des brevels des inventeurs, que Takamine emploie exclusive-
ment aspergillus orize et que Collette et Boidin ne se ser-
venl que de 'amylomyces. Mais gquand on prend connais
sance de tous les travaux qu’ils ont publiés, on conslate qu’il
n'en est pas ainsi.

En résumé, il est regrettable que Takamine n’ait pas
limité ses prétentions a aspergillus orize, ce qui aurail
rendu son proeédé incontestablement supérieur a celui de
=05 i'l]'['!{'lll'l'l}[]l!'i.

En somme, inlérét Iu‘;:lirllw {Ilfull'l'r-ll[ les moisissures
tient uniquement & leurs propriélés saccharifiantes.

Par la suppression du malt pour la préparation des levains,
on est arrivé & réduire presque a zéro le coiit de la levure et
il reste peu ou rien 4 faire dans cette voie. Au contraire, une
¢conomie sur le malt destiné & la saccharification des maonils
[}I‘t"m"nlnt‘;lll un reel avanlage.

];'aspl‘rgi”urt orizie esl incontestablement un l]l‘{h.hl:.‘lmll‘
de diastase plus actif que 'amylomyces Rouxii el, a ce poinl
de vue. il est beaucoup plus intéressant pour la distillerie,
La levure japonaise présente encore d’autres avantages sur
"amylomyces Rouxii. L'aspergillus orize séeréte, non seule-
ment de la maltase, mais aussi de la sucrase. 1l peut, par
conséquent, étre utilisé dans les distilleries de mélasses et de
helteraves on I'mn}lmn‘ﬂ.'{'q‘s Rouxii ne serait d’aucune utilite.
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Le procédé de Collette et Boidin ne permet pas d’obtenir
des moiils conlenant plus de 4 4 5 pour 100 d’alcool, tandis
que aspergillus orizae peut fournir des monits contenant 19
pour 100 et au dela d’alcool.

De plus, avee laspergillus orizze on n’a pas besoin d’ins-
tallations spéciales, tandis quavee le systeme a 'amylomyces
Rouxii, il fant procéder tout d’abord & un bouleversement
complet el fort cotiteux du maltériel de fabrication.

Ce sont la des défauts qui sont surtout particuliers au
procédé Collette et Boidin, mais il en est d’autres gui sonl
communs aux deux methodes :

1° Les moisissures sont  des agenls {n.':u.d;mt.-a el, commme
tels, ils provoquent toujours de grandes pertes en hydrates de
carbone ; 2° 'alcool produit par les moisissures a un goiit
sut generis, el contient beancoup plus d'impuretés que celui
résultant de 'emploi de bonnes levares; 3° les moisissures
fournissent, en géncéral, des quantités trés limitées de diastase
el, pour aboutir a un résultat, il faut laisser se développer dans
les motts une culture abondante qui influe forcément sur le
rendement en alcool.

On peut conclure des considérations ¢ui précédent: tout
d’abord que activité des chercheurs n'est nullement res
treinle par les brevels pris el, ensuile, qu'il fandrail apporter
de biens grandes amdéliorations aux procédés d'emploi des
moisissures pour ¢u’ils devinssent pratiques. Il faudrait qu’on
eludiit dune facon approfondie les conditions de développe
ment des moisissures en question el il serail nécessaire aussi
de les amener, par une acclimatation ﬁl‘n':"-llll'lllil|il’.{lll‘.i.‘1 pl'mluirr'
L ,.;‘_'pl\r,;:.li”” {IEEIFI:I!‘:EIIIH‘ J:]Ill!':u .'H.‘[i".l“‘ il ll]il][]ﬁ ?'u{‘f'l."ilhli" dllx
conditions du milieu.

Jusgu'i présent ce sont surtoul des compagnies financiéres
qui se sont occupees de la question 5 1l y a lien {I'n*x]u'inmr
I'espoir que des savants désinléressés sy apphiqueront A leur

lonr.
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CHAPITRE XX
ENZYMES DES HYDRATES DE CARBONE
Tréhalase.

La tréhalase est une substance active agissanl sur le (ré
halose. sucre 1soméere du mallose i'{'-p[_uni;m{ ala formule

iz H=22 (O - 2H=(),

Ce sucre joue dans beaucoup de plantes le rdle de sub-
stance de reserve. Wigers et Mitscherlich ont constaté sa pré
sence dans le seigle ergolé et Berthelot dans le tréhala de
Syrie.

On le retrouve fréquemment et en grande quantilé dans
les champignons frais d’oti il disparait presque complétement
pendant la dessiceation. 1l entre, par exemple, i raison de 1o
pour 1oo dans les matitres séches de 'agaricus muscarius.

Le tréhalose ne réduit pas la liqueur de Fehling et se trans
lorme en glicose sous 'action des acides.

Une hydratation analogue peut s’obtenir par 'emploi d'un
enzyme, la tréhalase, découverte par Bourquelol.

Ce savanl a constalé la présence de cel enzyme dans as-
pergillus niger. dans le penicillum glaveum, ainsi que dans
('autres champignons. Celte substance aclive se retrouve

encore dans le malt ainsi que dans Uintestin gréle.
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La transformation du tréhalose en glucose peut étre ex-
primée par la formule suivante :

C'2H201 4- H20 = 2CSH 1206

tréhalose glucose

=

I action {]i.-lsalm:lqnn peut étre conslalée par le changement
des pouvoirs rotatoire et réducteur du liguide.

Le tréhalose a un pouvoir rotatoire de [z] d. 198, landis
que le pouvoir rolatoire du glucose est senlement de [z] d.
Do 4.

[essat de la lréhalase se fail dans une solution de tre-
halose & 2 pour 100, & la température de 33°-35°.

La tréhalase est beaucoup plus sensible a l'action de la
chaleur (ue la maltase. A 54" son acltion est ll{"_i-’l |lﬂl':!l}':ﬁl"ﬂ
et & 64° la subslance active est complétemement détruite.

Les réactions du milien ont anssi une influence tres grande
sur le tréhalose. Une acidité correspondant a 2 ou 4 milli
crammes d’acide sulfurigue se montre favorable a la trans
formation du tréhalose par les enzymes, mais, si Fon
angmente la dose d’acide, lactivité diminue et en présence
de 0.2 grammes, l'action de P'enzyme est presque complé-
menl paralysée.

]]':Eiu-frs Fischer, une infusion de malt peut produire le dé
doublement du tréhalose, tandis que la diastase salivaire,
lax |:1j..';||i||rn n'a pas celle propriété.

Lamylase. précipitée et purifice d'apres la methode de
Lintner, agit énergiquement sur le tréhalose. En abandonnant,
i la température de 35°, 1o centimetres cubes d'une solution
de tréhalose & 10 pour 100avee un demi-gramme d’amylase,
on a conslaté la formation de 0,5 grammes du glucose.

Emile Fischer a renconlré la tréhalase dans la levare
de Frohberg. Cel enzyme se trouve retenu dans les cellules
de cette levare et diffuse difficilement dans le milieu
ambiant.
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C'est pour celle raison qu'un extrail agqueux de levure ne
possede pas la iu'npl‘iﬁlﬁ de transformer le tréhalose, tandis
qu'en présence des cellules de levare le (réhalose se lrans
forme en gillcnﬁ[‘,

En ajoutant 5 grammes de levare & 1 gramme de (réha-
lose dissous dans 1o centimétres cubes d'eau, Fischer a pu
constaler, apres fjo heures d'action a la température de 33°,
la formation de 0.2 grammes de suere réducleur.

]J'.'llu'l‘:s ce savanl, Uexistence de la tréhalase peut élre nmise
en doute et 1l adimel (que cesl |'.'||||}.'|;1.~a{- lilli |1|‘|,1L|uil la trans-
formation du tréhalose en glucose.

L'amylase aurait done, d’aprés Fischer, la propriété d'agir
sur Uamidon en donnant dua maltose et sur un 1somére du
maltose en donnant du glueose.

Pour prouver I'existence de la tréhalase, nous avons fait
|'(-1|J{r-|'ivr1r(' suvanle :

Des quantités égales de levure, cultivée dans un moiit sté-
rilisé, sont ajoutées, dans les mémes conditions, i une solu-
tion de dextrines et & une solution de tréhalose. On laisse les
9 =olulions |u‘|l:l.‘l|l| 2 ‘]nll!':-'- a4 30" et on les unul:.‘r:a'. ensuile.
On emploie pour ces essais 2 grammes de levare, 25 cen-
limetres cubes d'une solution damidon soluble & 1 pour 100
et 20 cenlimetres cubes d'une solution de tréhalase i 10 pour
100. L'action de la levuare a lieu en présence de chloroforme.

La solution de tréhalose fournit. dans ces conditions, 0.34
erammes de glucose, tandis (ue dans la solution d’amidon
soluble, on ne constale pas de Lraces de sucre. L?rnz:n.‘nu! secrete
par la levure n’est done pas Pamylase el, le fait que la diastase
de Lintner agil sur le tréhalose, prouve seulement que cette
diastase contienl, & coté de T'amylase, encore dautres
CNZYIes.

Lactase.

Pasteur a démontré (ue le sucre de lait traité par les acides
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minéranx est transformé en galaclose et glucose d'apres I'é-
quation :
CrEH2200 - H20 — CHHI1200 4 CRH1205

T e il 7 -
lactose glucose gﬂlaclﬂse

-~

Dans les cellules vivantes, la transformation du laclose
s‘opere & I'aide d'un enzyme qui produit la méme action que
I'acide.

Pendant longlemps existence de ce ferment a élé mise
en doute et la transformation du sucre de lait dans orga-
nisme attribuée & activité vitale.

I}-L‘}'l‘.l‘im*l\ a constate, le lri‘{‘llli{‘l‘ﬁ la [n'i.'-:-a:‘[ll‘:* de la laclase
dans certaines especes de levures qu'on retrouve dans le [ro-
mage el le kéfir. Depuis, Duclaux, de Kayser el Adametz
ont retrouvé d'aulres races de levares qui séeretent la méme
diastase. Emile Fischer, reprenant I'expérience de Beyerinck,
a conlirmé que U'infusion filtrée de Kéfir agit sur le lactose.

Comme dans le kéfir les saccharomyces agissent en sym
biose avec d’autres micro-organismes, il ¢tail intéressant de
rechercher si l'enzyme est séerélé par la levure ou par les
bactéries qui l'accompagnent. Les essais que Fischer a faits
a ce sujel ont etabli les faits suivants:

i

1 Certaines levures alcooliques sont aptes a faire fer-

(1]

menter le lactose ; 2° Paction d'une levure sur le sucre de
lait dépend uniquement de sa faculté de séeréter la lactase.

L’enzyme agissant sur le lactose est retenu a I'intérieur des
cellules et diffuse tres difficilement dans le milien ambiant.
lin broyant les cellules de levure avec de la poudre de
verre, 1l est encore difficile d’en extraire la substance active.

La diffusion de la diastase des cellules est accélérée par le
chloroforme.

La lactase peul étre précipilée de ses solutions par Ialcool
sans perdre complélement son aclivile.

L'action de la lactase sur le sucre de lait peul élre con
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trolée 4 Taide du polarimétre: par la transformation du
lactose en dextrose el en galactose la rolation du liquide
I'I.H;_f'l]ll"]lll‘ Hi‘llﬁi]]ll'llll""l {I‘llfl l.il‘l'?':.

Le lactose el le dextrose onl un ;mln'uil' rotaloire de [z] d.
L 52,5, tandis que celui du galactose est de [x] d. - 83.

Inulase.

Cerlaines plantes renferment comme substance de réserve
un hydrate de carbone appelé inuline.

(ies plantes contiennent généralement en méme lemps un
}n‘inrip[- aclif tilli fransforme cel ||_1.'11|‘.'|I,t' de carbone en un
sucre assimilable.

Cet enzyme a ¢t¢ découvert par J.-R. Green gui lui a
donné le nom " « mulase »,

La présence de I'inulase a été conslatée dans les tubercules
dles topinambours en voie de formation, dans Paspergillus
miger, dans le penicillom glaveum, dans les tubercules des
dalhias. l}'z|||1'f-r: B{rlll'{lm?lnl, il est A presumer que cel
enzyme se lrouve encore dans la chicorée, dans l'ail. dans
Foignon, amsi (que dans beaucoup d’aulres végélaux.

Par 'action de Pinulase, Uinuline est hvdratée el (rans-
formée en lévulose d'apres la formule :

(CEHOS)E - 18 H20 — 18 CEHI206
= —

T E i, T
inuline levulose

[Yapres Green, celle fransformation se fait par une hydra-
tation progressive de 'inuline, avee formation de maticres
intermédiaires. Elant donné que la moléeule d'inuline est
trés complexe, on peut admelttre que, pendant 'hydratation,
il se forme & coté du lévalose différentes inulines ayant des
poids moléculares dilférents.

Toutelois, 'inuline aprés avoir subiune hydratation partielle,
posstde le méme pouvoir rotatoire gu’avant d’avoir subi ac-
tion de la diastase.

1":["["“[!."\:1'. ].-E.‘.‘- ].':III.'_'fI'I'I[‘!!i-. ]U
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L'existence des maticres intermédiaires est d’autant plus
problématique que la formation de ces corps par action des
acides n'a pu élre constalée.

l.a lempéralure U}jlillh'l de 'inulase se trouve entre Ho®
el bo?,

L'action de l'enzyme est influencée par la réaction du
milieu. Dans un liquide neutre ou en présence de 0,000
dacide chlorhydrigue, Phydratalion marche régulierement.
lin presence de doses croissantes d acide, Uactivité de 1'{'||:r.:.'n|{‘.
déeroit. En presence de 0.2 d'acide ou de 1,0 de earbonale
de sodium, la diastase est délroite.

L'influence de la réaction du milieu se manifeste plus éner
giquement a fo* qu'd 10°%-15°,

La transformation de I'inuline en lévulose peut étre suivie,
soil par l'observation du pouvoir rotatoire, soil par celle du

]'Il}IIHIiI' reductenr.

L'inuline a un pouvoir rotatoire de (2] d. — 306, fandis que
le lévulose donne une rotation i gauche presque double.

Dans les distilleries qui  emploient les topinambours
comme matiere premicre, on est foret dinvertir inuline
lorsgu’on tient & obtenir un rendement convenable en alcool.
Pour ellectuer cette translormation. on a consetllé dem-
ployer le malt d’orge.

Cette méthode est absolumenl manvaise car I"q"lI'II:'ﬁ'IE'EHE esl
sans action sur 'inuline et le mall ne conlienl pas d'inulase.

La transformation de I'inuline en lévulose peul se fairve trés
facilement : il suflit de cuire les matiéres premicres sous une

Faible |n[-:-:-;:-'.im| pour aboutir i une inversion complele.
Pectase.
Dans les pulpes de cavolles et de belteraves amnsi que dans

les 114i|'|h*r~' molles des fruits. l"rt'-ln‘j.’ a renconlre une malicre

de réserve i I.-lquellv il a donné le nom de pectose.
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Celle substance est insoluble dans ean et dans aleool. Elle
ressemble beaucoup a la cellulose.

Le pectose subil une suite de translormations |:{‘.miﬂrll la
maturation des fruils: il se transforme en pecline el ensuile
rn IH"{'IEIIE"‘.-'-.

La pectine est une substance neutre qui donne avee 'ean
une solution visqueuse precipitable par Palcool.

La transformation du peclose en pectine est trés probable
menl produite par un enzyme qui, cependant, n'a pas encore
ele 1sold.

La transformation de la pectine en pectates est mieux connue
et I'intervention d'un enzyme est, ici, délinitivement étabhe.

Cette substance active porte le nom de peclase. Ce nom
devrait EI|I|}ilI‘|E‘.‘IIiI‘ a la substlance ngissnrll sur le [li‘i."[ﬂ:-'»(.‘ el
non pas a l'enzyme transformant la pectine. Cette dernitre
diastase, d'aprés la nomenclature actuelle, devrait plutor se
nommer « pectinase ».

La composition de la pectine n'est pas définitivement éta-
blie. D’aprés Frémy elle aurait la formule :

(2 118 052,
el, d'aprl"ﬁ Chandnew :

(28 Hi2 024,

Le mécanisme de la réaction produite par la peclase est
lrés peu connu.

[l n’est méme pas nettement établi que la réaction se pro
duise par hydratation et il se peut tlri's bien (que le mécanisme
de la réaction consiste en un changement moléculaire de méme
nature gue celui gque 'on constate dans la transformation du
sucre en acide lactique.

Laction de la pectase sur une solution de pectine se mani-
feste par la gelatinisation du liquide et la formation dune
subslance réductrice.

Bertrand et Mallevre ont démaonteé (que la réaction se pro-
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cduil seulement en présence de certains sels. Une solution de
pectine pure additionnée de pectase exempte de sels de caleium
ne devienl jamais gélatineuse.

La solidification du liquide se produil inslantanément si
'on ajoute au mélange quelgques gouttes d'une solution de
chlorure de caleium, subslance qui, sans pectase, ne pourrait
aucunement produire la gélatinisation.

Le sel de calcium peut étre remplacé par ceux de baryum
ou de strontium ¢ui jouent absolument le méme réle.

Pour obtenir une solution de peclase, on se sert de carolles
récoltées au cours de la végélation, parce que c’est & ce mo-
menl que ces |}|:||1I+:*.~; contiennent le plus de diastases. 1l est
bon de décortiquer les carottes et ne se servir que de la partie
centrale, I'écorce ne contenant que pen de pectase.

On réduil la substance en pulpe et on en extrait le jus par
pression ; par cetle manipulation on oblient 70 a So pour
100 d'un lquide trouble f[ul esl additionné dun peun de
chloroforme et filtré.

Ce liguide se montre trés actif dans une solution de pectine
pure. Pour conserver la solution de pectase filtrée, on précipite
les sels de chaux et de magnésie par addition d’oxalate alcalin.
La dose d’oxalale nécessaire pour cette précipitation est déter-
minée par I'analyse, au point de vue de sa leneur en sels, du
Jus des carottes {rmpll_‘}:o.'{'-l’ﬂ_ Du reste, la f||mnlill'= de sels con-
lenues dans le jus varie trés pen avec les espéces de carolles ;
pour 3 ¢chantillons différents Bertrand a obtenu les chillres

suivanls :

i 3 o
Chaux pour 100.. . . o Er orh 0Eror8 ORrO13
Magnésie pour 100. . . » 0 024 0 021

Il est bon, dans la pratique, d'emplover un tiers d’oxalate
alealin en plus de la dose calculée d’aprés Ia teneur en sels. La
solution de pectase additionnée d’oxalate devient rapidement
claireet, apresfiltration., donneun liquide parfaitement limpide.
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Ce produil peut se conserver longlemps quand on add:
tionne de chloroforme, et qu'on le met au frais, en [lacons
pleins et & I'abri de la lumiére. Il ne produil pas de gelée
dans une solution de pectine exemple de sels.

Pour préparer le peclose a I'état pur, on se sert de trefles.
Ces plantes sont broyées dans un mortier en fer; la masse
est ensuile pressée, puis le jus, additionné de chloroforme, esi
placé i abri de la lumiére. Au bout de 24 heures, il se produi!
dans le liquide un coagulum qui en permet la filtration. Dans
le Liquide filtré, on précipite la diastase par lalcool, comme
on I'a fail pour les aulres enzymes.

Dosage de la pectase. — La pectase est tres répanduc
dans le régne végélal. On la trouve dans les tiges, les fleurs
et les feailles de différentes |1|.'|||I|:‘=:-:.

Bertrand et Mallevre proposent la méthode suivante pour la
doser:

A un volume dune solution de pectine & 2 pour 100 on
ajoute un volume de sue cellulaire et on mesure la force diasta
sique par le temps que le liquide demande pour se gélatiniser.

Yoici les résultats obtenus avee les jus de différentes

plantes :
Lapabestases Lo L s S R Ra e
T T T
BT e SRS R A 2 —
M= Ganilleg) Yo s S 8o —
e e e e e R e 10 minules.

En employvant cette méthode, Bertrand et Mallevre o |
¢tudié Tinfluence du milien sur la pectase.

Différents échantillons d’une méme solution de pectine onl
c¢té acidifiés & des degrés variés el additionnés dune méme

(uantité de pectase :
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ACIDE CHLORHYDRIQUE COAGULATION
POUR CEXT ATl BOLT DE .
0 3/4 heurc.
0,02 1 heure.
a, 0b 3 /4 heure.
(E 20 heares.

la pectase est influencée délavorablement par la réaction
acide du milieu. 0,06 d’acide pour 100 de liquide produisent
un retard de trois heures dans la coagulation. Cependant,
"acide ne détruil pas facilement cetle substance active.

En neatralisant les solutions acides devenus peu actives, on
aboutit de nouveau & des liquides agissant tres rapidement.
Cette résistance de la pectase & la réaction acide explique
pourquoi 'action de la pectase est pen ¢énergique dans les
fruits- verls: avanl la maturation. 'enzyme est en présence
d'une forte dose d’acide el il n'agil pas ou n'agit que tres
faiblement, tandis que pendant la maturation Iacidité disparait
el laction de la pectase se manifeste avec beancoup plus
d'intensiteé.

Cg't.ass.

La cellulose est souven! assimilée par les cellules végétales.
Cette assimilation est précédée d'une liguéfaction et d'une
transformation plus ou moins profonde. L’agent qui produit
ce (‘]lﬂngl‘uu-nl est la cylase.

Comme il existe des celluloses dont les propriéiés different
notablement, il faut, a priori, admettre aussi I'existence de
différents ferments cytohydralysants.

Sachs a constalé, le premier, que, imm]nnl la gﬂl‘lllil'la’lllml
des noyaux de dattes, la cellulose de Palbumen se dissout
araduellement et que les produits formés sont absorbés par
les jeunes plantes qui, avee la cellulose, produisent I'amidon
Lransiloire.
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Green, en (raitant par la glycérine les noyaux de dalles
germés, a obtenu une solution active qui provogue le gonfle
ment ainsi gue la dissolution partielle de certaines celluloses.

La destruction des tissus végétaux par les moisissures doil
aussi ¢étre attribuée & une séerétion de eylases, seulement.,
I'isolement de ces enzymes se fait trés diflicilement et leur
exislence a ¢té lmtu]zmt Iun;._rlmnprt mise en doule.

La difficulté que 'on rencontre, quand on veul isoler cette
diastase. provient probablement de son altérabilité. 11 est pro-
bable que ces enzymes sont détruils aussi rapidement qu’ils
apparaissent el que ¢’est pour cela qu’on ne les retrouve pas
accumuleés dans les cellules.

Une eytase plus stable a été découverte par Brown el
Morris dans le malt séché & Tair. Pour obtenir cet enzyme i
I'état solide, on précipite une infusion de mall par Faleool el
on desséche le |}t':"(‘i|1111’* dans le vide.

Le produit obtenu contient, a e6té de 'amylase, un ferment
cylohydralysant.

Lactivite de ce ferment se manifeste par sa |u'n|}rh'-ll'1 de
dissoudre I'enveloppe ("l‘“llll]ﬁlt'lll‘ des grains d’amidon. On
peut le vérilier en le faisant agir sur Palbumen de l'orge.
Pour eela, on plonge des coupes trés minces d’albumen d’orge
dans une infusion de malt el on constate que les parois cellu
laires se ramollissent puis entrent partiellement en solution.

La eylase apparail dés le début de la germination des
céréales et bien avant I';nll}'].'[:u'-,

L action dissolvante de la eytase pendant le maltage s’exerce
dans toute I'étendue de Pendosperme et, grice & elle, le
grain germé devienl friable el farineux.

On peul aussi produire artificiellement cette transformation
en plagant un grain d’orge privé de son germe dans une in-
fusion de malt. Par un séjour prolongé lalbumen change
completement d'aspect; il devient farineux et friable, tandis
que si l'on chaulfle linfusion préalablement & Go®, on n'obtient
plus le méme effet. L'amylase de la solution n’a cependant
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pas perdu. & celle lempérature, son pouvoir hydrolysant sur
I'amidon, tandis que la cylase a été détruite.

La transformation que produit la eylase pendant la ger-
mination a élé peu cludice an ]minl de vue :‘himitill{‘. Il est
[ort probable que la eellulose est transformdée en sucre, mais
il se peul aussi que Paction de la eylase soil moins proionde.

Pendant la germination. d’apres J. Gruss, les parois cel-
lulaires sont seulement en partie liquéfices et Faction de la
cylase se réduil a dégager les cellules amylacées et & faciliter
indirectement I'action de I'amylase.

En cultivant le germe des céréales sur différents milienx,
Brown et Morris ont constaté que la présence d'un hydrate
de carbone assimilable influe défavorablement sur la séerétion
de la eytase. lls ont aunssi constaté quune faible acidité du
milieu est, au conlraire, trés favorable & la séeréhion.

En général, toutes les condilions qui favorisent la seerétion

de l'amylase sont également favorables a celle de la cytase.
Caroubinase.

La caroubinase est un enzyme agissanl sur un hydrate de
carbone isolé¢ des grains des ceratonia siliqua et anguel nous
avons donné le nom de caroubine.

Cet enzyme produit un action liquéfiante et saccharifiante
sur I'albumen des graines du caroubier et joue un role tres
important pendant la premicre période du développement de
celte plante.

L’albumen des grains du ceratonia siliqua se trouve par
tiellement composé d'un hydrate de carbone qui se présente
sous forme d’'une masse homogéne et cornée, ne se colorant
pas par I'ode et possédant quelques propriétés voisines de
celles de la gélose.

Pour prépaver cel hydrate de carbone & I'état pur, on dé
barrasse les graines de leur enveloppe extéricure ainsi que de
leur germe et on fait dissoudre I'albumen dans I'eau chaude.
On précipite ensuite la solution par Falcool.
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L'opération se fait de la maniére suivante : on laisse tremper
les graines pendant cing ou six jours en renouvelant le liquide
3 ou 4 fois par jour. Les graines se gonflentl fortement el
absorbent 3 fois leur poids d'eau. Dans cel éal, il est aisé
de .-u’*p.‘u‘rr 'albumen du :-:]wrnm:l{-rlnn el de |II‘*III|JI'}'{:||,
Cenl grammes de germes secs fournissent 53 grammes d’al-
bumen. Le gonflement de la graine pendant le trempage est
dix presque exclusivement a la substance mucilaginense qu’elle
renferme et qui constitue un masse élastique et résistante.

IEn soumettant albumen & action de 'ean chaude, an
bain-marie, on obtient une gelée transparente qu’on peul
liltrer sur un filtre de soie. Il est bon d’employer une quantité
d’ean suflisante pour oblenir un 5i|'n|} {’*|:;1I:_~'.

Pour précipiter la caroubine, on ajoute & ce sirop refroidi
deux fois son volume d’alcool & 8°. L’hvdrate de carbone
se dépose en longs lilaments que 'on réunit sur un linge.

Le premier précipité ainsi oblenu contient de 2 a4 3 pour 100
de matieres albuminoides et de sels, gquon éhimine facilement
en redissolvant le produit dans I'eau et en le précipitant de
nouveau par 'alcool. En traitant huit & dix fois successivement
I"albumen par I'ean chaude, on arrive 4 une extraction presque
complete de I'hydrate de carbone qu'il renferme. )

Le l]i‘nduit, lnll‘ilit" el séche 4 100%, se |1r{":-ar‘nls' sous la
forme d'une substance blanche, spongieuse, trés friable,
ayant la formule chimique des celluloses.

Au lien d'alcool, on pent également se servir d’eau de baryte
qui précipite 'hydrate de carbone & 1'état pur.

La caroubine est facilement hydratée par les acides ainsi
que par une diastase particuliere: la caroubinase.

Pour isoler cet enzvme, nous nous sommes servis d'une
infusion de graines de caroubier germées. Cent grammes de
graines germées réduiles en pile ont é1¢ mises & macération
dans l'eau, & la température de 30°, pendant 12 heures. Au
liquide filtré on a ajouté 3 volumes d'alcool; le précipité a
¢té lavé a lalcool, a I'éther, puis desséché dans le vide,
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La substance aclive oblenue par celte méthode se dissout
facilement dans 'eau et donne une réaction avee la résine
de gaiac el I'ean oxygénée.

La caroubinase agit déja énergiquement a fo°, et son ac-
Lion augmente avee la température jusqu’a 50° qui esl sa tem-
pérature optima; a 70°, 'action devient trés faible el, & 8o0°,
'enzyme est détruil.

La caroubinase agit trés aiblement dans un milieu neutre.
Une addition de 0,01 & 0,03 d'acide formique pour 100
de liguide favorise I'action de I'enzyme.

Pour |'z||}£n'{'-t'i:|lima de la force llizls[ﬂsir]m‘ de la caroubi-
nase, on prend, comme point de départ, le degré de fluidité
produil dans une gelée de caroubine.

On peut aussi juger de la force diastasique par la [acilité
plus ou moins grande avee laquelle le liquide peat étre filiré.

La solution de earoubine non transformdée par les CNAYINES
ne passe pas au travers du filtre, tandis que la solution de
caroubine additionnée d'une quantité suffisante de diastase le
traverse tres rapidement.

1;".'”11_‘1 i:“'i'”ll]flllf"lllr (31 |}I'IJI'{1"I'[I":

On verse dans des tubes i réaction Ho centimétres cubes
d’cau: on ajoute 0,1 d’acide formique normal et 1 gramme
de caroubine pulvérisée. On mélange el on ajoute dans les
dilférents tubes 2. 5, 7, 10, 15 centimélres cubes du liquide
actif i 41[1;11_‘3.'5{-|'. On améne, s'il Y a licu, le volume & 65 cen-
imétres cubes el on abandonne pendant trois heures & 45°.

Tous les échantillons recoivent une méme dose de chloro-
forme el les expériences sont conduites en double: d'une part
avec de I'infusion fraiche, de autre avee oette méme infusion
maintenue préalablement pendant une demi-heure & go®.

Les tubes n'avani pas recu d'infusion, ou dans lesquels la
subslance a ét¢ détrnite par le chauflage, peuvent élre renversés
sans (ue le hiquide s'éeoule, tandis que les tubes ayant recu
une (lu:mtili"-(hf(EE;L:,'.!;L-:[- suflisante conliennent une subslance
trés fluide qui traverse facilement le filtre.
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Pour étudier la séerétion de la caroubinase, nous avons
laissé  pousser les  germes du ceralonia ‘:‘-“i[illu dans des
conditions variées el nous avons suivi la transformation des
malitres nulritives ainsi que la quantité de diastase formée.

Le germe, séparé de albumen et cultivé dans 'obseurité,
se développe trés lentement et donne, apres huit & dix jours.
une radicelle de méme longueur que lui. Transporté ensuile
dans de la terre caleaire et i la lumicre, le germe se développe
en une plantule chétive, gqui meurt généralement au bount de
lrois & ¢ualre semaines.

Toul autre est la marche dela croissance lorsque I'embryon
1solé est eullivé sur la caroubine :__1,'unﬂl"{? - la ;_.{{‘I‘lnilmli:m osl
plus rapide; on obtient une radicelle de la longueur du
grain el le germe. transporté dans de la terre, se développe
rapidement en une plantule & plusieurs branches.

Pendant la germination & I'abri de la lumiére, la caroubine
employée se gonfle fortement et se liquéfie en partie, mais
la quantité d’hydrate de carbone absorbé est pen considerable.

l.a |iqm"[:'u'linn el ]'uhw_-;nrplinn de la caroubine marchent
beaucoup plus rapidement dés que la chlorophylle apparail
dans la plantule. Le germe, développé dans I'obseurité et trans-
porté dans une terre calcaire, absorbe, en trois ou quatre jours,
une EIIIEIIIIih'* f'jt_:uh? A son |1:]In|.~a :_11{'|nf'!u|}|:|u* de caroubine.

En prélevant des échantillons i différents stades de la ger-
mination, nous avons conslalé que la substance aclive apparait
abondamment au moment ot les pl.-mlu](r.-: soml ('lillll}“‘h‘.llll"ll[
développées et que la diastase devient plus active quand la
chlerophylle commence & apparaitre.

La caroubinase est un agent 4 la fois liquefiant et sacchari-
hiant.,

Quand on analyse la gelée de caroubine an moment de la
liquéfaction, on eonstate que le liquide ne contient pas trace
de sucre réductenr.

La caroubine Ii[llu'-[i{’-t_* par I'(}n:{}'uw esl facilement précipi-
lée par I'alcool. mais le préeipité n'a plus les propriciés de la
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caroubine. Il est forlement dextrogyre et se dissoul facilement
dans 'eau.

Par une action prolongée de la caroubinase sur la carou-
bine, on obtient une solution dans laquelle 'aleool ne produit
plus de précipité et on conslate laformation dan sucre réduc-
teur fermentant facilement sous 'influence de la levure de

L
bicre.
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CHAPITRE XXI
FERMENTS DES GLYCERIDES ET DES GLUCOSIDES

Ferments saponifiants. — Ferments des glycérides. — Sérolypase et
pancréatolypase. — Dosage de la lipase. — Influence de la température et
de l'alcanité da milieu. — Dilférences entre les lipases de diverses prove-
nances, — Ferments des glucosides. — Mirosine, Emulsine, Rhamnase,
Erythrozime, Bétulase,

Ferments des glycérides. — Lipase.

Le sue paneréatique a la propriété de dédoubler les matiéres
grasses en acides gras el glycérine.

Ceette propriété est due & la présence d'un ferment soluble
auqm-l on a donné le nom de steapsine ou lipase. La réaction
que provogque Ia ﬂl{;all}:-‘uilm peut elre I‘I"ll"l"!-'-{?ll|{r"{" par i's'-rfuuiinu
suivante :

CAL(CISHFO2Y! + 3120 — CIHI(OH)? - 3 G802
e ——— e

. p— e )

stéarine glycérine  acidesléarique

Pour obtenir la stéapsine en solution, on fait macérer le
pancréas dans une solution de carbonate de sodium ou de
potassium. Elle peut encore s’extraire dn pancréas par la
glycérine,

Le sue pancréatique agit sur les matieres grasses a la facon
d'un agent 5&11}{}|1i{iamf el émulsif. L'émulsion esl l}I‘HLIIIiI{: par
le suc pancréatique, grice A la réaction alealine et a la vis-
cosilé du liquide et non par 'action de Penzyme qui y est
conlent.

Le suc pancréatique ainsi que les produils de macération
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du ||:1m‘|'|":1r-'~ conliennent relalivement peu de diastase et la
saponilication des malicres grasses esl loujours mcompléete.

L'rn,-r,_w, me du suc |}:||u'r:'~:1lir{uv produil son eflet sur d’antres
substances que les maliéres grasses ; elle attaque les graisses
phosphorées, les lécithines, et les décompose en acide phos-
phoglycérigue. choline, glyeérine et acides gras libres. La
sléapsine agit aussi sur quelques antres éthers: sur 'éther
benzoique de la glyeérine, sur le succinate de phényle, ainsi
que sur le salol. Elle décompose ce dernier corps en acide
salicylique el en phénol.

Le [Erment des glveérides est trés répandu dans le regne
végélal. On a conslalé sa présence dans le pavol, le chanvre,
le mais, les graines de colza, ainsi que dans beaucoup d autres
1'||:I|||["!-'-,

Pour obtenir un liquide actif conlenant de la stéapsine,
Gireen fait macérer les graines de ricin germées dans une
solution de chlorure de sodium a 5 pour roo, additionnée
d'une faible quantité de eyanure de potassinm. Il dialyse en
suite le ]1r|llillf‘, pour en separer les sels. Cette solution, mé
langée avec une émulsion d'huile de ricin, décompose assez
|'.'l|}1t|1‘|m‘nl "hile arasse el mel en liberté acide.

Une substance active présentant toutes les propricies de la
lipase se rencontre dans le penicillum glaneum.

On conslate encore la présence d'une substance analogne
dans le sang. On Tappelle sérolypase. Elle joue un role
iIll[lHl'I:IJ!I. dans Passimilation des malitres STASSeS, Henrior,
f|l|i a ¢ludié cel enzyme avee beaucoup de soin, a imi]qm‘ une
meéthode pour doser la substance active et a déterminé P'in-
fnence de la température, de acidité et de alcalinité du milien
sur cel enzyme. Pour ce savant, il existe encore une différence

entre la lipase du sue paneréatique et la lipase du sang.

Dosage de la lipase. — Pour doser la lipase, MM. Ien
riol el Gamus se servent d'une solution de monobulyrine.
lls prennent 1 centimeétre cube du liguide contenant la lipase
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A doser, I'additionnent de 1o centimetres cubes d’ une solution i
1 pour 100 de monobutyrine. La solution est exactement
salurée de carbonate de sodium, puis chauffée i 25° pendant
20 minutes. Sous 'influence de la lipase, le liquide redevient
acide et on évalue cette acidité en saturant & nouvean la solu-
tion par le carbonale de sodium : le nombre de goulles
employées sert & mesurer activite diastasique.

La solution de carbonate de sodium employée & la satura-
lion est préparée de telle facon que chaque goutte du liquide
alealin neutralise o.0o0001 de molécule d'acide. La force
dliastasique esl r-\.ln'illli'*n par le nombre de millioniémes de
moléeule d’acide mis en liberté pendant 20 minutes & 25°;
1 centimétre cube de sérum, par exemple, est dit posséder une
force diastasique de 33 si. en 20 minutes, & 25", il met en liberté
une flu;:nIHt'- d acide lllll‘}'r'itllll'. de |1f:i{]:-§. moléculaire 88, égal
v 33X88
:

e
1, O, OO

Influence de la temperature et des reactions du
milieu. — La chaleur exerce une influence considérable sur
I'activité de la lipase. Entre o et 5o elle agil avec une
énergie croissante, mais au dela de cette Iiite I"activile dias-
fasique commence @ diminuer et l'enzyme finit par étre
détruil.

TEMPERATURE QUANTITES SAPONIFIEES
.- e
DE LA BEACTION
EX 10 MINUTES EX I HEURE
09 4.5 13,0
10 i3 bi]
a0 6,7 20). 3
25 10, T a0
3 13,5 30), D
ho 1.0 3,5
30 22,0 nTd
Lo 27,1 AL

70 ag, b 29,6
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La température de 60" se montre tres favorable au début,.
mais, 4 la longue, détruit la diastase.

L'influence de la température sur la lipase peut élre mise en:
évidence en portant le séram & différentes températures el ens
le faisant ensuite agir sur la monobutyrine & 37"

i
SERUM CIT \UFFIE ACTIVITE DI ASTASIQUE
i —_
- = PR
Q0% -0 NI,
Goo-lia® 0,7
Goe-6ho Presque nulle.
~00-7 2% Nulle.

L action de la lipase est proportionnelle & la quantité d'en-
zyme employe, du moins au début de action. Glest ce (ue
montre le tablean suivant :

OUANTITE DE LIPASE : 0Ueh pee 1505 qee
z a0 minutes. (¥} 11 il a9

2= o oF 0

gl 1 heure. 19,5 20 3 48

5“—'\ 1 h, 3o. 20 36 a3 (2
e - ¥ ® gt
= | 2 heures. S0 ah 7 fity

On observe la cessation de la proportionnalité, aussi bien
dansle cas delalipase que dans celui des autres diastases, lors
que l'action se prolonge ou se fait & des tempéralures élevées.

La glycérine et le butyrate de sodium formés pendant I'ac
tion, n'ont ancune influence sur activite fli.-l:-alrtr:itlm-; la pre
sence de monobylurine est également & peu prés sans action:
sur la saponification.

L'alealinite du milien influe considérablement sur la
marche de la saponilication par la sérolipase. .

Henriot. pour mellre cette action en évidence, a praticué-
I'expérience suivante :

Des mélanges identiques de sérum, de monobyturine ef
d'eau (10 centimétres cubes) furent additionnés de doses.

Errroxt. Les Enzymes. a0
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variables de carbonate de sodium. Aprés vingt minutes, 1l
détermina la qunmilé de butiryne saponifiée en neutralisant
avec du carbonate de sodinm. Les résultats qu’il obtint sent

les suivants :

Excis de carbonate de sodium
en milligrammes. . . . . 0 % | R e i
Activité dela lipase. . . . . 22 33 fo 44 46 Sz 74 &b

Difference entre les lipases de diverses provenances.
— Henriot avant remargué que 'ablation du pancréas dans
I'organisme n’empéche pas la séerétion de la lipase, atiribua
au sang la propriéié de séeréter une lipase différente de celle
du pancréas. Il la nomma sérolipase, par opposition & la
premiere qu'il appela pancréatolipase.

Mais I'ablation du pancréas est une opération tres délicale
et impossible a pratiquer sans laisser des fragments aclifs de
la glande. La lipase, d’autlre part, peul se conserver dans le
sang. L'existence de deux lipases a done besoin d’étre net
tement ctablie.

Henriot chercha a diflérencier les deux enzymes par leur
mode de travail et leur sensibilité aux agents physiques el
thmirim'ﬁ. Pour cela, il |ur1"p;11*:1 deux solutions ayant la
méme activité, ¢’est-a-dire produisant, en agissant sur la mo-
nobutyrine pendant le méme temps, la méme quantité
d'acide butyrique.

Ces deux solutions devraient done, dans I'hypothése d'une
lipase unique, en contenir la méme quantité. Or, lorsqu’on
laisse se prolonger action de la sérolipase et de la paneréato
lipase pendant 20 minules, on remarque que la diastase du
sérum produit une quantité d'acide butyrique double de celle
[ournie par la paneréatolipase.

D’autre part, U'enzyme du panecréas agit trés diflicilement
dans un milieu acide, tandis que la sérolipase v produit une
transformation trés énergique.
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SUC PANCREATIQUE  SERUM

Activité en milieu alcalin (excés de carbo-
nate de sodium, par litre ogr,2).. . . 23 22
Activité en milien acide. . . . . . . 0 th

La sérolipase el la pancréatolipase agissent différemment
aux mémes températures : deux solutions de ces enzymes
possédant la méme activilé & 15° ont donné les chillres sui-
vants & d'autres températures.

SEROLIPASE PANCREATOLIPASE
A g 1L L0
Jo 15 103
2 20 Il

On voit par ce lableau que P'action de la pancréatolipase
est, jusqu'a une cerlaine limite, indépendante de la tempé-
rature. tandis que Ia rac_"rnlip:lst‘ |}I‘t]tlllil une action ht‘:lll{‘:lmp
plus énergique & 42° qu'a So".

Enfin, les deux enzymes se diflérencient au point de vue
de la stabilité. En effet, la sérolipase reste inallérée pendant
des mois, landis que 'enzyme du pancréas devient inactif an
]]”III.- ';Il:’ (I“f"l({ll("‘ﬁ _il}lll'ﬁ.

Les |i|1:m“.-; du paneréas el du sérum se comportent done
différemment aux mémes températures et sont influenceées
différemment par la réaction du milieu. En outre, elles preé-
sentent des caractéres différents de stabilite. Ces propriétés
ne suflisent cependant pas pour démontrer que la sérolipase
el la paneréatolipase sont denx individualités chimiques bien
distinctes. Dans le cas de la lipase, comme nous 'avons vu
pour |'allll}'1;l:-'~{‘ el la ghu*zwh ce sont les condilions du milieu
{]lli font varier les |}|‘npl'if‘h":-= de la diastase. Ce sont les sub-
slances c¢lrangeres qui se lrouvenl dans le sang ainsi (que les

malicres extraclives du paneréas qu donnent des caractéres
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différents aux deux extraits diastasiques et, en réahté, I'en
zyme est le méme dans les deux cas.

Ferments des glucosides.

Les glucosides sont des combinaisons de sucres et de sub-
stances organigues contenant un ou plusieurs hydroxyles.

Il existe des glucosides dans lesquels le sucre se trouve
combiné avee des aleools, des phénols, des aldéhydes ou des
acides organiques. Ces éthers se retrouvent trés fréquemment
dans les |1|.1I|l|t‘!-'-. surtout dans I'écorce et les racines.

-

Le mécanisme de la formation des glucosides dans les

1

—

cellules vivanls est encore peu connu. Il est fort probable
que leur formation est due & une concentration molécu-
laire suivie dune déshydratation, qui serait produite par des
enzymes parliculiers.

Daprés Gauatier, on peut expliquer la formation de cer
taines glucosides par une h}:h'ugi"lmllnn de |~.'l|11£"|l}t.]ﬂ for
migue :

12 CH20 4 H20 — CIZH"W0OT 4- 5 H20

s e T —
aldéhvde arbutine

formigue

13 CH20 4 2 H2 — C18H'807 4- 6 H20
o SRR T e gl
aldéhyde salicine

formigue

Le rdle (que jouent les glucosides dans les cellules est aussi.
i 'heure actuelle, encore pen éelairei.

Dans quelgques cas ils jouent, évidemment, le role de
malticres de réserve. Dans d'autres cas Passimilation des pro-
duits de dédoublement des glucosides parait peu probable.
[in effet. on voit apparaitre dans ces corps, a ¢oté du sucre,
dles substances toxiques qui doivent agir tres défavorablement
sur les cellules.
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Dans les parties des plantes ont I'on constate la présence
de glucosides, on trouve presque constamment des enzymes
sous l'influence desquels ces éthers s’hydratent, se dédou
blent en régénérant le suere. Les enzyvimes des glucosides sonl
généralement enfermés dans des cellules spéciales qui les
:q'~|}:,1r{'|ll des substances sur lesquelles ils peuvent agir.

Les diaslases des glucosides offrent cette particularité
quelles agissent, non pas sur un seul corps, comme le fail
par exemple la sucrase. mais sur loute une série de COrps.

Leur action s'exerce sur de trés nombreux éthers résultant
de la combinaison de la glucose avee des corps appartenant.
soit & la série grasse, soil a la série :ll'nnl;ltiqnﬂ.

Emulsine. — En traitant les amandes ameres, réduites
©1 pulluh‘i*. par de I'eau, on voil apparailre une essence aroma
lique ¢ui n'existail pas dans les amandes avant le traitement.

Celle réaction est provoquée par une diastase, I'émulsine.
<ur une substance ]mrti(.‘n“frr!‘ contenue dans 'amande :
'amygdaline. La réaction peul étre représentée par I'éguation
sutvanle :

C2O0H2TA20M 4 2H20 — 2CFH1206 - CTHSO) -+ CNH

T— " i ey el o "l =

amygdaline rlucose aldéhyde acide cvan-
|Ji:*n:.:u'|'quu i]j'tlriquc

L’émulsine ainsi que 'amygdaline ont été découvertes par
Robiquet et Boutronx.

Cette diastase se trouve dans les feuilles des lauriers
cerises ainsi que dans les amandes douces. Avec ces derniéres,
on n'obtient pas d'essence d’amande el cela par suite de 'ab
sence d'amygdaline.

Bourquelot a constaté la présence de I'émulsine dans les
champignons. Ce sont surtout les champignons parasites des
arbres qui contiennent de fortes quantilés de cette substance,
cest amst quil a constaté la présence de cel enzyme dans
le polyporus sulfureus, dans P'armillaria mellea et dans le
polyporus fomentarius.
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L’émulsine a anssi ¢1é rencontrée dans le penieillum glan-
cum. dans aspergillus miger, ainsi que dans d’aulres moi-
SISSUTES.

L’émulsine agit sur un grand nombre de glucosides en
donnant licu aux réactions exprimées par les équations sui-
vantes :

Avee I'arbutine extraite des feuilles de busserole :

{:Filllﬁ[ I g ][.EU - - [;l’i]ii'.![_'}ﬁ =l {'.:ﬁ-nii-{}ﬂ

P e e e

arbuline glucose  hydroguinone

Avec I'hélicine, produit d'oxydation de la salicine :

CUEHIS0T 4 H20 — CSH1206 - CTHEO

—— P e, e el
hélicine glucose  hydrure de
salieyle

Avec la salicine. extraile de I'écorce de peuplier on des
fleurs du spirea ulmaria :
CHIIS0T 4 H20 — CO1206 4 CTHPO2

Fie T ol T
salicine glucose  saligenine

Avee la phloridzine, extraile de I'écorce de pommier :

G21124010 L H20 — COHI206 4 GISH05
e T . T

phloridzine alucose phlorétine

Avec la daphnine, extraite du daphne gnidium :

CIHIE09 - H20 — COHI1200 4 COHSO!
T —— g, P N

daphnine glucose  daphnétine

Avec la coniférine, extraite du laryx europea :

CISH2208 4 1120 — COH1206 4 CI0H 1203
P i, R w T el

coniférine glucose alcool
coniftrique

Avee l'esculine de 'esculus hippocastanum, que certains
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auleurs considérent comme isomdére de la daphnine, on obtient

du glucose et de I'esculitine :

CISH160Y 4 H20 — CPH1206 4 CHHYO'
. T P .r"""l-_-"'“:.-l:""""'
esculine glucose  esculitine

L’émulsine agit aussi sur les dérivés chlorés et hromés des
glucosides.

D’aprés Fische, I'émulsine peut encore transformer le
sucre de lait en galactose el glucose. Mais cetle assertion a
besoin d’étre vérifice, car il est fort probable que I'émulsine
ayanl servi pour ces expériences conlenait une certaine pro
portion de lactase.

L’émulsine, qui agit sur des corps trés différents an poinl
de vue chimique, agit différemment sur les divers glucoses,
d'aprés leur configuration. C'est ainsi qu'elle agit sur le §
méthyldextro-glucoside sans avoir d’action sur le 2 méthyl
dextro-glucoside.

Dans les plantes vivantes, 'amygdaline n’est pas transformée
parce qu’elle se trouve localisée dans des cellules spéeiales, el
quelle est ainsi séparée des glucosides. 11 faut une action
]le!'(‘i'll'lilllll'.‘ ].“'}111' [‘HJ'I'H'U{"I{'r Il"ﬁ (lrll.\ {'Hl’llﬁ.

Cest ainsi que la transformation de 'amygdaline en es
sence d'amandes améres et en acide cyanhydrique se produil
trés rapidement quant on fait macérer les plantes dans de
I'ean contenant le glucoside et la diaslase.

U'ilpl‘"‘ﬁ l.'illignm'{L les cellules & émulsine se tronvent loca
lisées dans les cotylédons. Dans le laurier-cerise, I'enzyme
est localisé dans les cellules de 'endoderme.

L’émulsine donne des réactions caractéristiques avee la
solution d’orcine ainsi qu'avec la solution de Millon. Avee ee
dernier réactif les cellules végétales contenant 1'émulsine se
colorent en rouge orange. Quand on chaufle avee précaution
les cellules contenant de I'émulsine avee une solution d’orcine,
on obtient une coloration violette. Celle solulion se prépare
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on additionnant de 2 centimétres cubes dacide chlorhy-
-drigue une solution d’'orcine an 1 /7o0.

On possede fort peu de données sur les conditions phy-
siques et chimigues de Faction de I'émulsine.

Le ehloral & 3 1/2 pour 100 n'influe pas sur la marche de
l.“l}'!ll‘ﬂtilliﬂn par I'émulsine mais I'enzyme se montre sensible
a1 laction de 'alcool & 8 pour roo.

Les sels neutres ne paraissent pas influencer la marche
«le I'bydratation. Les sels alcalins, au contraire, ont une
influence retardatrice.

L'émulsine joue un vole prépondérant dans la fabrication
e Tessence d’amandes ameres, ainsi que dans la fabrication
dle 'eau de laurier-cerise.

Pour fabriquer lessence d'amandes améres, on réduil
des amandes en poudre, on les déshuile, on ajoute de I'eau el
on laisse s’achever la réaction & la température ordinaire. La
fermentation terminée, on distille & la vapeur.

Pour obtemir de bons rendements il faut éviter de com-
anencer la distillation avant (ue la fermentation soit achevée.

Pour la fabrication de I'eau de laurier-cerise, on emploie les
dentlles fraiches de la plante. On les écrase, on ajoute de I'eau
froide et on distille.

Il est indispensable aussi de laisser quelque temps I'eau
froide en contact avec les feuilles avant de commencer &
chanller.

L'émulsine est employée en pharmacie, ott on la prépare
«le la maniere suivante :

Les amandes douces sonl émondées, réduites en poudre et
soumises i une pression énergique ui en exprime les huiles.
Les tourteaux sont mis & macération dans 3 fois leur volume
«d'ean ; on conprime de nouveau la masse et on obtient ainsi
an liquide chargé d’huile que 'on clarific en le laissant
«quelque temps a la température de 30°.

On enléve alors la couche supérienre du liquide, formée
par huile et, dans la solution claire, on précipite I'enzyme
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par I'alcool. Le préeipité est recueilli sur un filtre, lavé i I'al
cool & 90" el séché dans le vide.

On obtient ainsi une poudre d'une couleur jaundtre, tres
riche en phosphates et en sels minéraux. Complétement des
séchée, elle peul étre portée i 100° sans perdre son activilé,

L’émulsine est soluble dans 'eau et, a I'élat see, elle se

conserve Lres longlemps.

Myrosine.

La myrosine a élé découverte par Bussy dans la graine de
moularde.

L'odeur caractéristique que prend la farine des grains noirs
de moutarde malaxés avee de Veau, est due i la présence el
a l'action de cel enzyme.

La myrosine est trés répandue dans le régne végétal ; on la
rouve tres fréquennnent dans les plantes de la famille des
cruciferes. Cette diastase, comme |'émulsine, se trouve loca
lisée dans des cellules speéciales réparties dans  différents
l'il"::{‘ﬂl'll‘ﬁ (Il‘ 1:1 I'.lI.'II-IIE"'.. llliliﬁ Ill'il“'il]illl‘.lnl‘[” [lEI['I!"r Iu'l ]':'Il"I!lﬂI (&l
dans les feuilles.

]i”ﬂ EI:._fil =100 1“ ﬁ{ﬂ'lll:gl'hlp 31 III:\ ronale i[l' IH]‘IE]HHiIIH] {Il.li =
dissocie par hydratation. Cetle réaction chimique est généra-
lement considérée comme ayant lieu suivant I'équation :

CIOH1BK Az52010 — CG6H 1206 4 C3H3AzCS 4+ S0{HK
sl T P e L Bt e i P B

myronale de polassium glucnsﬂ iﬁu-:iuli'{mj‘ﬂ- bisulfate acide
nate d'all‘}']n de lmlas:-'-ium

D’aprés celte équation, le dédoublement se produirait sans
hydratation. Mais I'acide mironique libre n’a pas encore été
bien étudié; il est fort probable que le myronate de potas
sinm a la formule :

CIOHIGK AzS200 - H20

et il est alors pl'nlmhlu que la diastase produit une ll}tlmiuliun
et non un simple dédoublement.
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Dans les grains de moutarde blanche on trouve aussi de la
myrosine, mais la sénégrine est remplacée par un autre glu-
coside, la sénalbine. La réaction qui se produit peut étre
exprimée par I'équalion suivante :

CHOHHAz252016 — COH1206 - CTHTO — AzCS + C1PH24Az0% — HSO#
T il

..-"'_-h_.-&\._:ﬂ'-_"\ e i R R - E
sénalbine ghmﬂse Sllifﬁ]c]‘ﬂllalc sulfate de sinapine

d'oxybenzyle

La myrosine peut encore agir sur beaucoup d'autres glu-
cosides. On attribue i cette diastase la formation des essences
de différentes plantes telles que : le cresson de fontaine, le

L F - - * - 0
reseda odorata, la cochhioria oflicinalis.

Rhamnase.

On trouve cet enzyme dans les fruits des graines d’Avignon
(Rhamus infectoria). 1l agit sur une maticére colorante jaune
ayant les caractéres d'un glucoside, la xanthorhamnine, et
la transforme en rhamnétine et isodulcite :

JHA20N - 3H20 = C'12ZH'005 4 2 CEH' 406

w i, A e il
xanthorhamnine rhamnetine  i1sodulcite
Erythrozyme.

Cette diastase est sécrétée par la racine de la garance. Elle
agit sur un glucoside de I'alizarine : le rubian, qui se trouve
egalement dans les racines de garance fraiches. La réaction
se fait trés probablement suivant I'équation suivante :

CROH280 1 4 zli*lf} - 2CEH12006 - CHHB0S

. o e i, e el
rubian glucose alizarine
Bétulase.

On rencontre la bétulase dans 'écorce du betula lenta. Cet
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enzyme agit sur la gaulthérine el la réaction peul élre expri
mée par 'équation suivanle :

- : - y e ]
ARLIB0)8 H2() — CeH 1206 (G 2 o
Ly S <CO.0CH?
gaulthérine glucose ———

salicylate
de méthyle

Pour préparer cet enzyme, on prend I'écorce du betula
lenta et on la réduait en |}::li{|ri', on la traite par 4 volumes de
glycérine et on 'abandonne & la température ordinaire, pen-
dant 30 jours. On presse ensuile la masse el on précipite par
5 volumes d’alcool. Le dépit est recueilli sur un filtre, lavé el
séehe.

Un kilogramme d’écorce donne, par ce traiteent, environ
un gramme d’enzyme.

La bétulase ne donne pas de coloration avec la teinture de
gaiac et n'agit pas sur d’autres glucosides que la gaulthé
rine.
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Zymase ou diastase alcooligque. — l-‘l‘t"Jrul‘.'l.l,irm du Jus de levare et ses
propriélés. — Délermination du pouvoir ferment de la zymase. — Con-
ditions chimiques et physiques de I'action de la zymase. — Expérience d Ef-
front sur la fermentation intercellulaire. — Applications industrielles de
la zymase.

Zymase ou diastase alcoolique. — Les phénoménes
(ue I'on observe dans la fermentation alcooligque ont préoc
cupé depuis tres longtemps le monde scientilique et donné
lieu & des théories el i des 11_\ [IU”H“H'.‘?H nombrenses,

En 1838, Traube chercha i Pxplil{u(‘l' le dédoublement du
sucre en alcool el en acude l':lrhnniqlw par I'intervention
d'une diastase séerétée par la levure. Cette maniére de voir
fut acceptée par Berthelot ainsi que par quelques autres sa
vanis. Aucun d'eux. cependant, n'apporta de preuves expé-
rimentales pour démontrer que la fermentation :lh‘n{l]iq[lr'
constitue une réaction {‘llill]i{llll' pouvant se ill'l}illlil'{" e
dehors des cellules vivantes.

Les premiéres tentatives en ce sens furent faites en 1871,
par M™¢ Manisseim. qui constata que les cellules de levure
une fois mortes peuvent encore produire, dans cerlaines
conditions, un dédoublement du suere en alcool et acide
carbonique.

Les expériences de M™® Manisseim étaient cependant loin
d'étre concluantes et n’établissaient pas nettement la non-
intervention des cellules.

Ce fut Biichner qui, en 1897, démontra nettement I'exis-
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tence, dans les cellules de levure, d'un enzyme provoquant
la fermentation alcooligue. En soumettant la levure & une
pression énergique, il réussit, en effet, & obtenir un liguide
treés achif provoquant la fermentation alcooligque en 1'absence
de toute cellule. 1l donna & I'enzyme contenu dans cet extrait
le nom de zymase.

Cette découverte donne une explication définitive de la fer-
mentation aleoolique; elle exercera certainement une grande
influence sur I'étude des phénoménes analogues et aménera la
découverte de plusieurs autres enzymes. Une fois établi, en
effet, que la fermentation alcoolique est provoguée par une
substance chimique, il y a tout lieu d’admettre que d’autres
phénomenes similaires tels que les fermentations hnl_\.'riqun,
\'iﬂ{{ii{'llsl} el ;u'{:'lirlili‘. sonl ézalement dus & des diastases
seerétées  par les  bacléries prn:iuimnl ces  fermentalions.
Lisolement de ces diastases ne semble plus étre qu'une aflaire
de temps.

Preparation et proprietes du suc de levure. —
M. Biichner conseille la méthode suivante, pour la |u'l"p:1|';1li11|‘|
de 'extrait de levare.

Onprend 1 kilogramme de levure auquel on ajoute 1 kilo-
gramme de sable quartzeux et 250 grammes de terre d'infu-
soires. On soumet la masse & un broyage pour la rendre
plastique el piteuse. Cette opération demande beancoup de
soin. Le brovage doit élre fait avec une machine spéciale el
durer deux heures environ par kilogramme de levure. La
ITHERLS I]r'{ll‘h l:'l:" {‘Hi ﬁi"ll“iﬁl‘ E'III}I'H EI e Il'f'["]"*ﬁi””: {Il' ;-]lll;'} almos-
phéres. On emploie & cet eflel une presse 11_'1.l:|i'q'lllli[llll} el la
pression doit s’effectuer lentement el graduellement.

Un recueille de cette facon 520 centimelres cubes environ
de liquide. La masse, dont on a extrail le sue, est triturée avee
1ho centimetres cubes d'eau puis pressée de nouveau ires
lentement & Soo atmospheres. On obtient ainsi, aprés 2 heo-
res, 180 cenlimelres cubes dun extrait qui esl réuni au
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liquide produit par la premiére pression. Par cette méthode,
1 kilogramme de levure fournit Soo centimelres cubes d'ex-
trait. Le liguide esl agilé avec j grammes de terre 'infu-
soire, filtré sur papier, et versé dans un récipient relroidi.
L’extrait obtenu par le proccde de Bichner esl limpide,
jaune clair et dégage une odenr caractéristique. Suivant la
provenance de la levare qui a servi & sa préparation, le hiquide
contient de 7 & 10 pour 100 de maticres séches.
L’analyse du liquide conduit aux chiffres suivants :

Malieres sdehos. -0 & e e e e e e ow {Lj
(REIa e e bl e Sl e e e I,10
Matitres albuminoides. . . . . . . . 3.5

Les matieres albuminoides sont, dans celle analyse, cal-
culées d'apres la richesse du liquide en azote.

L’extrait de levure est saluré d'acide carbonique et, lors-
gu'on le porte a I'ébullition, on observe un dégagement abon-
dant de ce gaz et une forte coagulation qui donne au liquide
un aspecl demi-solide.

Ce liguide se comporte différemment vis-avis des divers
sucres ; le lactose et la mannite restent intactes en présence
de Pextrait aussi bien qu'en présence des cellules de levure;
la saccharose, la dextrose, la lévulose et la maltose, IIIt’-l.'lng{’-.-;
dune dose égale de 'extrail de levare, donnent an bout d'un
gquart d’henre un dégagement d’acide carbonique qui dure
parfois plusieurs jours.

Le pouvoir ferment du liquide persiste aprés quiil a tra
vers¢ un filtre Berkefeld ; Tactivité du ligquide n’est pas
davanlage détruite par le passage sur le filtre Chamberland,
mais le Eum\'nir ferment s allaiblit, c‘{‘iu‘mlnni. dans une pro-
l,:nm‘litm lllux-,a forle ~:|||':-i| passant par le filtre Berkeleld. La
fermentation est retardée par ces manipulations : le sue filtré
au filtre Berkefelt ne produit plus la fermentation gu’au bout
d'un jour.

La substance active contenue dans I'extrait est susceptible
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de diffuser au travers du papier dialyseur: en effet, lorsqu’on
place dans une solution de saccharose & 37 pour 100 un
dialyseur renfermant une certaine quantité de suc de levure,
on voil apparaitre a la surface de la solution sucrée de nom-
breuses bulles d’acide carbonique.

L'extrail de levare peut-élre desséché & 50°35" sans
perdre son activite. Par ladessiccation dans le vide, on obtient
un |:+rmh|il dur. prﬁﬁmllﬂnl I'aspect du blanc d’ceuf. Une
solution filtrée de ce ln'{uhiil. possede les mémes propriétés
que 'extrait de levare:; & I'élat sec, il se conserve pendant
plusicurs mois.

Pour la préparation du sue concentré de levare, on procede
de la maniére suivante : Doo centimétres cubes de suc sont
¢vaporés dans le vide, & 20° on 25°, jJusqu’a consistance siru
peuse. L'évaporation doit se faire tres rapidement et durer
environ 1/2 heure. Le sirop oblenu est élalé ensuite en mince
couche sur des plaques de verre et replacé dans le vide, on
méme laissé 4 lair libre & la température de 30" ou 35°
pour qu'il puisse s’évaporer. Apres 24 heures, on gratte la
substance desséchée sur le verre, on la réduit en poudre et
on la desséche complétement en présence de lacide sulfu-
rique. D00 grammnies de suc de levure fournissent 7o grammes
d'une poudre trés soluble, qui se montre trés aclive.

Il est & remarquer que extrait concentré de suc se con-
serve beaucoup mieux que l'extrait dilué. La solution d extrait
dilué se détruit rapidement en présence de oxygeéne, tandis
que celte méme solution, amende A consistance sirupeuse,
se conserve trés longtemps, méme a la température de 50°
et en présence de 1'air.

Biichner est parvenu & séparer la diastase du suc de le-
vare en traitant celui-ci par 12 fois son volume d’alcool
absolu.

Le précipité ainsi obtenu et desséché est une poudre blanche
ayant les mémes propriétés que Pextrait, mais possédant un
pouvoir ferment tres affaibli.
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La zymase renfermée dans les cellules résiste & des tempé-
ratures relativement ¢levees, Une levure séchée & Paie & une
température de 377 el chauflée ensuite & ro0” pendant 6 heu-
res esl encore susceplible de produire la fermentation aleoo
lique dans une solution de saccharose. Les cellules de levure,
{lui n'onl pu résisler a cetle température sonl luées el ne se
reproduisent plus.

Sioan lieu de 1a porler a 1r00°, on porte la levare a une
température de 140°-145°%, les cellules perdent tout pouvoir
ferment. La zyvmase est done plus résistante & action de la

chaleur (ue les cellules fllli la séeretent.

Détermination du pouvoir ferment de la zymase. —
Le pouvorr ferment de la levure se mesure par une méthode
'E'II"..H"UI-IEE[:I.‘ II;"I]' ."ll'."i:"."‘!"ll IJ‘”‘[“' ].{': li{l‘ﬁﬂgﬂ‘ ll.lf-" |1|'i|l"n“|. (iil”ﬂ ]{.'f'*
monls fermentés. Celle méthode est basée sur le dosage de
I'acide r:lrlmniqu{- formé pendant la fermentation.

On mtroduit fo centimetres cubes d'extrail dans une fiole
d'une capacité de 120 centimeétres eubes, on additionne d'une
quantité de sucre de canne en poudre sullisante pour obtenir
une solution sucrée de 12 & 15 pour 100. Le flacon esl laissé
en repos pendant quelques minutes, apres quoi on Pagite
"l"l il j!" I]”l".‘].“‘.' 3 G I.]l““ﬁ‘li“ll 1 E"u'l“”ll'll.ll:]li{" 11.5”15 If“l.{”{'l
passent denx tubes. L'un d'eux est munt & Uextériear d un
robinet et descend _illﬁl]n'."l la surface du |iiiii][|l‘_ L autre tube
osl onverl el 'f'“ll“llIII'EElilli'L avec 1n [L'Il'[]l] I:'I"i["lll' f'”l!l("”[”]t
9 centimetres eubes dacide sulfurique ; Pextrémiteé ouverte
esl pourvae d'une soupape Bunsen en caoulchouc.

A la fin de 'expérience on ouvre le robinet, on laisse
passer de air dans appareil alin de chasser lacide carbonique
el on porte Pappareil sur la balance. La différence des poids
i|1|_|i{|l|.:: la quantite d’acide carbonique dégagé.

Mode de dedoublement du sucre par la zymase. —
Il ne solution de suere de canne additionnée d'arsémate de

il W
Evrroxt. Les Enzymes. a7
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potassium el mise a4 fermenter avee 450 cenlimelres enbes
dextrait de levare i 12°, |::‘mlz]t][ fho heures. a fourni -ﬂ“".ﬂj
d'acide carbonique et 75,72 daleool, déduction faite de
I"aleool qui. au début, se lrouvail dans Pexlrail.

Dans la fermentation produite par les cellules de levure
on obtient théoriquement 48.8g parties d’acide carbonigque
et D1,11 parties d'alcool. En comparant ces chiflres avee les
précédents, Biichner constale que le rapport des quantilés
d’acule {'in'lmuiq:w el d'alcool est sensiblement le méme dans
les denx cas el que le dédoublement du suere par Uextrait de
levure se fait de la méme facon que par les cellules.

[l vésulte de ces données quon peul doser le pouvoir fer-
ment du sue de levure par acide carbonique dégagé pen
dant son action. Ces expériences de Biichner ne nous mon-
trent que dans ses grandes lignes la marche du dédoublement
du sucre par la zymase. La méthode quiil a adoptée pour
analyse de I"alcool el de acide carbonique est loin d'élre
rigoureuse et de fournir des indications sur le degré de
purele de la fermentation oblenue par la zvmase. Pasteur a
démontré que la totalité du suere gui disparail pendant la
lermentation ne se transforme pas suivant 'équation :

CSHI1206 —= 2002 L 2C2HEO

I v A |_:1|,1|.|l:|lli'.~i un pen de suere qui échappe & ce mode de
dédoublement et {|11] fournit la g!}{'l"t'itn- el acide :-'-IIi'I"E[]it"l'll‘.
[l est fort probable gue la zymase se comporle toul aulre-
ment gue les levures de bitre el que la fermentation oblenue
par son {-|||!1.|ni peul donner des produits ]H‘EI[EI'[JII']I |:111:-: purs
(ue ceux ¢quon obtient par les levures.

Toutefois. la zymase isolée des cellules est relativement peu
active. 1oo cenlimetres cubes de eel extrail, représentant
200 grammes de levure, fournissent, en agissant sur une solu-
lion sucrée, moins dacide ecarbonigque guun gramme de
levure. Il n'existe probablement, dans les cellules de levure,
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<:|||'u|m I:u:-iilp gquantité de zvmase qui subil encore une
altération p(‘|‘|r|mll I'extraction.

Influence des conditions physiques et chimiques. —
La zymase se monltre lrés sensible & action de la tempé
rature. Une solulion a 27 pour 1oo de sucre, additionnée
de sue de levare, |1|‘ltr:|||il des r|ll.'l|'|['1l:'1:-: d acide :';u‘hnniqm?
irés différentes suivant la température de la fermentation.

ACIDE CARBEONLOL I FONALE (I-I.“". l:llﬂ.\l\ll-:ﬁ:]

. RS
TEMPERATURE APRES -

- e ——.. e ——
— (i nEvRES 21 NEURES 2/} HEURES o MEURES
12-140 0,43 1,11 1,14 I, 27
330 0,50 1,01 1,02 1, (M)

Au début de Pexpérience, la lempérature de 22° se monlre
tres favorable a Faction de I'enzyme : apres 6 heures de fermen-
lalion on a conslate, & cetle lempérature, un dégagement de
0.76 grammes d'acide carbonique, tandis qu'a 12° et 14°, il
ne se forme que 0.43 de ce gaz. Mais si l'opération se pro-
longe a la température de 22°, Paction se ralentit; ce ralen-
tissement doil avoir évidemment pour cause une destruction
|m|‘tif&“|‘. de la diastase.

La marche de la fermentation est encore influencée par la

concentration des solulions sucrées.

&5 \
SACCHAROSE [0 |::I':"~ [E IR I'::'i) APRES :
—— = o, ——
MOUR CEXT ¥
1y HEURES 2fi HEURES i HEURES
L Wy g Jl 3 j ' ]
1h I, 00 I,40 I,h0
27 0,50 0,80 0,4
k= - - = I
37 0, b0 0,72 0,54

Dans des liquides contenant 16 pour roo de suere, la [er-
mentation est plus active que dans ceux qui en conliennenl 27
pour 100, mais I'enzyme a encore de action sur les solulions
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conlenant 37 pour 100 de sucre. Dans les solutions contenant
de 4o & bo pour 1oo de sucre, la fermentation est presgue
complétement arrétée, mais enzyme n'est nullement aliéré
car, par une dilution du motit, on peut obtenir une nouvelle
fermentation.

Lactivité diastasique de la zymase diminue au fur el A
mesure que son acltion se prolonge; si 'on compare, en effet,
la quantité d’acide carbonigue formé par action des enzymes
pendant les 16 premicres heures avee la quantité de gaz dégagé
pendant les 16 heures suivantes, on constate une décroissance
rapide du pouvoir ferment. En calenlant ce pouvoir pour 100
centimétres cubes de sue et par heure, Biichner a trouve que
la zymase fournit, en moyenne, les quantités d’acide carbonigue

stnvantes ;
Deq i iGh. Dertiiaagh. Dezhafoh,. Defoidlhh.
Movenne de 3 essais. . . 0.17 01, 0l 0, (130 0, 001
— i {‘!Sﬂaiﬁ-. a o .11 (I cr O, (W2 1
= 9 essals. . . 0,08 0,010 0,000 i

[ extrait de levure, comme toules les solutions diastasiques,
produit dans 'eau oxygénée un dégagement d’oxygéne,
Lorsque Pextrait a été additionné d’acide eyanhydrique, il
perd cetle propriété caracléristique. Mais s1 I'on soumel alors
I'extrait additionné dacide eyanhydrigque & Paction prolongée
de 1air, on voil réapparaitre la réaction de I'ean oxygénce.

[l est done probable que lacide eyanhydrique se combine
avec les diastases pour former une combinaison en entravant
leur activilé et que cetle combinaison se détruit au contact de
oxygéne qui régénere enzyme.

Voici une expérience de Biichner relative a Taction de
I'acide eyanhydrique et de Pair sur la zymase :

On mélangea f centimélres cubes d'extrait avec 6 cenli-
métres cubes d'acide eyanhydrique & 2 pour 1o00; la moitié
\ du mélange fut mise en conlact avec 5 grammes de sucre
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de canne: Pautre moitié B fut soumise & 'action de Fair
lmml;mt 1 heure, puis également additionnée de 3 grammes
de saccharose. On placa les liguides dans des tubes en |
fermés d'un eoté. L'essai A ne produisit aucune trace d’acude
carbonicue, tandis que dans essai B la partie fermée du tube
fut remplie de ce gaz au bout de 20 heures, le dégagement
ayant commence au boul de 5 heures.

La zymase est influencée par les conditions chimigues dn
milieu.

Les sels neutres comme le sulfate d’ammonium, le chlorure
de calcium., ete. . onl une action retardatrice sur la fermentation.

On constate aussi qu'il exisle une relation direcle entre
I"activité de l'extrait de levure et la présence dans le jus d’al
bumine coagulable.

L'extrail de levure, maintenu pendant {|Il|?1:|l|f‘ lemps a la
température de 35° & 4o°, se trouble, donne naissance a des
locons et perd son aclivité. D'un autre colé, on a observe que
quand un extrait devient inactif pour une raison quelcongue.
il ne se coagule presque plus & la terapérature de 4o° a4 Do".

Cette relation entre la présence de matieres coagulables el
Iactivité diastasique est expliquée par Biichner de la facon
suivante. Dapres lui, la zymase serail une matiere albuminoide
qui se coaguleraitl par la chialeur, mais cette coagulation ne se
|!I‘mhlir;11[ [1|11:-c ||=1':~:{|l|:'. lar :-iHi}.‘-'[EIJH‘l“t[i:lﬁi.‘!':%il{l]{' est transformee.

Biicliner ill|l"l'|lll'l““‘ encore la ;.I‘ellld-". altérabilité de la
zymase par la présence d'une diastase peptonisante dans I'ex-
trait de levure : cel enzyme agirail sur la zymase en la rendant
mactive., Clesl la lll'l"r_:t_"lli'l‘ sinullande de ces denx ferments,
I'un |}!'11|[:1|i.-'~.:1|'|| el 'autre |}r:1¢|||i:='.'|nl le dédoublement du sucre.
qui_explique Pactivité du suc de levure aux températures
relativement basses.

A 29°, la peplase agit avee plus d’énergie que la zymase.
tandis qu’d basse température 'action peptonisanie est peu
profonde et la zymase peut produire de plus grandes quantilés
d’aleool.
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L influence favorable des sucres sur la conservation de la
zymase parle aussi en faveur de I'hypothese de la digestion
de la zymase par I'enzyme peptonisant.

On sait que dans les solulions concentrées de saccharose la
digestion de la fibrine par la pepsine est retardée. Or, si on
mélange un volume d’extrait de levure avee un volume d'une
solution de saccharose & 75 pour roo, on obtient une solution
qui se conserve pendant une semaine a la température ordi
naire el pendant 15 jours dans une glaciére. Le sucre a done
une action tres favorable sur la conservation de la zymase.

1 activité de Uextrail de levare varie notablement suivant
les races employées 4 sa confection. En général, les levures
de fermentation basse donnent un sue tres aclif, tandis que
les levures de boulangerie ne contiennent presque pas de
zsymase. On observe encore une grande différence entre les
extrails de levures fraiches et ceux des Il"\lll'l‘.‘:-it{llli onl séjourne
pendant quelque temps & Paire. Ce sont ces derniéres qui don-
nent les extraits les moins actifs.

Cependant toutes les levures de brasserie ne donnent pas un
jus de méme activité. La provenance de la levare joue encore
Ill 1 l'ﬂh]ll:" l‘l:'l”!"-iillr‘]'ﬂ]'}ll".

Les différences qu'on observe suivant la provenance el sui-
vant age de la levure apportent un argument 111_‘«.'111}!51:‘:}'51}
exphquant altération de la zymase par 'action d'un autre
enzyme.

Bitchner divisa une cerlaine quantité de levure en 2 portions
AetB. Lextrait fut exprimé de suite de A, tandis que la portion
I fut abandonnée i elle-méme pendant 3 jours & 7°-8° avant
gquon en exprimal le suc. L'extrait de A possédail une acti-
viteé assez forte, tandis que le liquide provenant de B ne donnait
quune quantité minime d’acide carbonique. Biichner attribue
la diminution de I'activité dans le second cas i une peptonisation
se produisant pendant les 3 jours de séjour a 7°-8°. L'action de
la pepsine serail également cause, d’apres lui, de altération
de la diastase conlenue dans la levare de grains pressée.



EYMASE dzg

Celle opinion est encore renforcée par une expérience de
Holin qui a démontré tout récemment la présence de enzyme
protolytique dans le sue des levares.

Biichner a, du reste, démonted directement la |H‘|}[n||i.~a.1|inr1
de la Zyimase par I'enzyme & laide de 'expérience suivante:

Il placa trois tubes contenant 3 centimétres cubes d'extrait
de levure dans la glace. Deux de ces (ubes furent additionnés
de 0.1 de trypsine, le troisicme tube servant de tube témoin.
Apres 12 heures. chaque tube recut 2 grammes de saccharose
pulvérisé. Les essais pratiqués avee la trypsine restérent abso
lument inactifs :1[r|‘|"-:-t I"addition de suere de canne ; au conlraire.
dans le tube 1émoin, une fermentation trees active se fl!‘t:l-rllli
sail.

La découverte de Biichner a rencontré de nombreux contra-
dicteurs qui se sont efforcés de démontrer. que Pextrait de
levure contenait toujours, soit des cellules, soil des ferments
el qui ont attribué le dédoublement du sucre & intervention
des cellules vivantes.

Biichner a viclorieusement réfulé loules ces objections
Faide d’expériences concluantes.

L’existencede la zymase ést démontrée par les fails snivants:

1° On peut obtenir une fermentation alcoolique avee la
substance solide obtenue rar la |ni'ﬁi‘]pilillif1n du suc par
I"aleool

9?2 On obtient avee le sue de levare une fermentalion pres-
quie instantanée, dont U'intensité diminue avec le lemps. Nl
sagissait de cellules vivantes on observerait un phénoméne
tout a fait opposé : la fermentalion angmenterait d'intensité
au fur et & mesure que les cellules se développeraient ;

3% Le sue de levure produil une fermentation en présence
de doses ll1HI]|iﬁl‘]llililll‘r‘-f'lli |:ELr':|l_\. seratent 'activite des cellules
vivanles :

A° Par le passage sur le filtre en porcelaine. on oblient
encore des ]i{|lll{|t‘.~: actifs, sans ¢ on |}11E:-=:~'+:‘ ¥ déceler la }m'*

SCNCE tl]*l‘:._!'ﬂlll:‘-llll‘ﬁ.
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En somme, la fermentation alcoolique est produite par des
agents chimiques en dehors et en 'absence de cellules vivantes.
Il est vrai que la matiere qui produil cetle transformation est
elaborée par activité vitale, el que sa formation est intime-
menl lice 4 aceroissement et i la multiplication des eellules.
Le pouvoir ferment des cellules se réduit done & la propriéié
rlll’l'lh*ﬁ ont de produire la zyvmase.

Fermentation intercellulaire. — l.a zymase doit se
tronver dans beaucoup d’autres cellules vivantes. Le pouvoir
ferment que F'on peat développer dans cerlains champignons
nous parail devoir élre attribué & une séerétion de zymase se
produisant dans des conditions particuliéres.

II'y a aussi tout lien d’admettre que, dans les phénoménes
de fermentation intercellulaires, ¢’est encore la zymase qui
joue un role actif. Pasteur a constaté que les fruits plongés
dans le gaz anhydride carbonique entrent en lermentation el
transforment le sucre en alcool et .'lnil_y:h'if!f' l‘zlrhuni:im:.

Muntz, en remplacant Pair par lazote, a conslaté le méme
phénoméne pour les plantes en pleine végétation. Il se forme,
dans ces conditions, de 'alcool dans les feailles de la plante.

On explique ce phénomeéne par Pactivité vitale et on admet
que les changements dans le travail sont dusaux changements
dans les conditions de nulrilion.

Nous eroyons qu'il est plos facile dadmeltre que I'absence
d'oxygéne est, dans ces conditions, favorable a la séerétion de
la zymase. La fermentation que 'on conslate en ce cas est
analogue i celle qui se produit sous l'action de la levure
alcooligque ; dans les deux cas ¢'est la zymase qui la provoque.

L'intervention de la zymase dans les fruits 4 'abri de
I'air. nous a fournt le :-lllii{"l de recherches itéressantes que
TR E |:::||1'.~=11h'nn~.-a acluellement el f|l|i sont encore lom d’étre
lerminées ; mais nous pouyons, des A present, donner {|11{:'|-
ques indications qui trouveron! leur complet développement
dans un travail ultérieur.
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Les nombreux essais que nous avons praliqués nous onl
confirmé la présence de la zvmase dans les fruils et nolamment
[IHII!‘; If‘ﬁ- '['Pl'il'il"?';. (_I:il'l'::. I{"L"- I!T'lllli"':i.. l[FI.”.F Ii"E‘-IEI“iF‘. .'lill!';-i Ellll‘ {Iilli‘i
Forge.

Les Pnnnil*rﬁ essais onl élé fails avee des cerises, de la
facon suivante :

Les fruits frais sont lavés dans une solution diluée dalde
hyde formique aflin de détraire les germes, puis soignense
ment essuves et plongés dans des ballons contenant de 'huile
d'olive. Au boul de 3 jours, les cerises sont couverles de
|1:‘.'Ii|:":-: bulles de gaz et I'on conslale ensuile au-dessus de
I'hnile (ui recouvre les fruits, un dégagement d'acide carbo
nit,_[u{: (llli s accenlue :||11':'-.La le b Iit]ll['.

La fermentation continue trés lentement pendant 20 jours
a la température de 10°. Apres ce temps on verse Phuile, on
ecrase les cerises ainsi que les noyaux dans un mortier et on
en exprime le jus en pressant la masse dans un linge.

Le résidu est enlevé du |i3|g:-. teaité & froad par I'éther
l]{:"lr h" (l{r'hill‘l‘ilr_i:-'ui‘l‘ [li‘ 1‘]lll1l!‘. I]lli"."' {_Ii‘ﬁl':[r"('llli? {Iillll"i I"' \ilii: el
réduil en une |J{;||(Err'- [ine {|=|Ltm fail macérer avee 2 volumes
d’ean additionnée d'une faible dose d’éther. On laisse en
repos dans un ilacon bouché, a 5°, pendant 12 heures, apres
quoi la masse est soumise i une forte pression. On oblient
AINSL Un .i“*‘ {llli. filtré sur |:El|:i{‘l' filtre. constitue un Hﬁilliilt'
'l.ir-‘.{|n:'||L 11m|!i{|1‘. de réaction faiblement acide et fournissant
la réaction du gaiac et de 'ean oxygénée.

La 1}1'{':;(}11::{: e FASTITIE dans ce “tlllilli" peul élre conslalee
par les essais suivants:

A S0 centimétres cubes du liguide on ajoule 7 grammes
de sucre de canne en poudre et on laisse en repos pendant
6 heures a4 22° dans un pelit ballon muni d’un tube & -
gagement. Apres 2 heures, on constate la formation d'acide
carbonique el apres 6 heures une diminution de poids de
3 décigrammes.

On fait un essai paralléle avec le méme Liquide maintenu
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préalablement & 40® pendant une heure, dans un flacon
lermé, puis refroidi & 29° el laissé & celle lempéralure pen-
dant 5 heures. en laissant ouvert le tube 4 tl:"g:lgcllmllt.
Dans ce deuxiéme essai on ne constale ni dégagement de
gaz, ni diminution de poids. La diastase alcoolique a done
élé détrnite par la chaleur.

L'analyse de la solution suerée non fermentée montre qu’il
s'est toutefois produit un changement dans sa composition
chimique. Nous avons, par exemple, constate, dans une de nos
expériences, que 3,4 grammes de sucre avaient été trans
formés en sucre interverti.

Celte franslormation ne peul pas élre attribuée i acidilé
du liguide, car en chauffant le jus actif dans un vase fermé,
pendant 1o minutes & 8o0” avant l'addition de sucre el en
maintenant ensuite le liquide additionné de suere pendant une
heure & 40", puis pendant 5 heures & 22°, nous n’avons obtenu
que 0.1) de sucre inlterverli au lien de 3%, 4. Le liquide
actif contient évidemment de la zyvinase cl de la sucrase et,
landis que la zymase est détraite par la chaleur, la sucrase
n'est pas altérée.

L'existence de la zymase dans le jus cellulaire des cerises
a ¢te confirmée par d'autres essais dans lesquels on a pu
doser 'alcool produit. Voiel comment on a opére :

200 cenlunélres cubes de _ill:-i- actif ont élé additionnés de
sucre el de 2 grammes de chloroforme. Dans un essai pa
ralléle, on a additionné une solution & 15 pour 100 de sucre,
dun peu de chloroforme et de 2 grammes de levures. Les
deux liguides, laissés b jours a 10° ont donné des résultats
différents.

Dans le liquide contenant des levures, la fermentation ne
s'est pas manifestée, tandis que dans le hquide cellulaire des
cerises on a trouve 0,8 d’alcool.

La non-existence de levures dans le moiit fermenté & éte
confirmée par l'analyse microscopique, ainsi que par la cul-

[ure sur 1!!:1{'1"!."5.
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Les essais praliqués en vue de précipiter la diastase par
I'alcool n'ont pas fourni de résultats satisfaisants. Le liquide
aclif perd ses propriétés en passant par les bougies de porce
laine, et la zymase que nous avons obtenue différe, a ce
point de vue, de la diastase isolée par Biichner.

Dans le cours de nos essais nous avons constaté, en outre.,
que les pois frais, ainsi que l'orge, fournissent, par la fermen
lation intercellulaive, des quantités d’alcool assez considé
rables. Les l]lliﬁ sucris, abandonneés dans 'huile, ont fournt &
I'analyse 2 pour roo d'alcool. Lorge, préalablement trempé,
essuyé el mis dans 'huile, a fourni 1.6 pour 100 d'aleool.

En traitant ces grains par des procédés analogues a ceux
employés pour les cerises, nous avons pu y constater la pré
sence de zymase.

Applications industrielles de la zymase. — La zy-
mase, loul en étant trés intéressante an point de vue théorique,
aura peut-étre aussi, dans avenir, de tres nombreuses appli
cations mdustrielles.

La fermentation produite par la diastase, sans intervention
directe des levures, présente, théoriquement, un grand avan-
lage. On peut arriver, de cetle facon, & des fermentations beau
coup plus rapides et a des produits plus purs et plus |::n'i'uils.

A 'heure actuelle, les distillateurs et les brasseurs eulti-
vent enx-mémes leurs levures el cherchent & les approprier
A leur mode de travail. Cependant, méme en partant de le
vares pures, on n aboutit pas loujours a de bons résultats: il
se produit souvent une infection et, par suile, une dégéné-
rescence des ferments.

Il est & |}rt'"|.'nir (que, dans avenir, la culture les levures et
la fabrication suh.-u_'*qlu‘!lllt- de la zynase se feront dans des
usines spéciales, ot les brasseurs el les distillateurs se procu
reront des préparations d'une grande activité et fournissant
un travail mmédiat.

Il est vrai que, dans la brasserie, la levure joue encore un
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role important au point de vue de I'éhmination des matiéres
azolées, lravail que lazymase seule ne pourrait effectuer. On sera
done force, en fravaillant avee les enzymes seuls, de changer
complétement la technique et de créer de nonveaux procédes.

La découverte de la zymase est trop récente pour gu'elle
puisse prélendre révolutionner immeédiatement I'industrie ;
cependant les premitres tentatives d’application indusirielie
onti 1[:'-jh ole lailes par Biichner, qui a créé un nouveau pro-
cédé ayant pour but la préparation d’une levure durable des-
tinée a remplacer lalevare pressée dans la panification.

Ce procédé consiste a sécher tout d’abord la levure a basse
lempérature, a chauller ensuite jusqu’a 50°, puis & 100° et
enfin, lorsque la levure est completement desséchée, o la broyer
pour la réduire en pmuli'(-. Elle est alors livede au commerce.

Ce procédé présente plusieurs avantages. La levure prépa-
rée de cetle facon se conserve beaucoup mieux que la levare
presscée, les cellules mortes élant moins exposées au change-
ment que les cellules vivantes. De plus, le séchage plus in-
tense de cette levure la recommande au pomnt de vue de
I'hygiene, car les microorganismes. que renferment toujours
les pains de levure, sont ici détruits et ne peuvent plus influer
sur la pile, méme ||}|‘:-a:|ll’r'1|u‘-' esl insullisamment stérilisée.

La levare de Biichner ﬁ';1|1|1[-i1{-. levure d'attente ; elle est
{}||||1|n:.'['-r- dans la boulangerie de la méme facon (ue les
levures pressées ordinaires. Daprés auleur du brevel, des
essais onl prouve que laddition de 54 10 pour 1oo de qum
d'attente était suflisante pour produire le ramollissement de
la pite.

BIBLIOGIRAIIITH

BerTheLor. — Chimie organique fondée par la synthise.
E. Bucuxer. — Alkoolische Giihrung ohne Hefezellen, Rerichte der
deutsch. ehem. Gesellschaft, XXX, 18g7. p. 117.

— Ueber zellenfreie Gihrung, Berichte der deuntsch. Gesellschaft,
AXX, 1110,



ZYMASE 333

. Bucuxer. — Procédé pour la fabrication des levares d'atlente. Brevet,
Allemagne, 18qg7. 2668, n" g7240.

Bicuame. — Sur la présence de alcool dans les fissus animaux pendant
la vie et aprés la mort, daps les cas de putréfaction, aux points de
vue physiologique et toxicologique. Comptes Rendus, 187q, p.
373,

Hanx. — Berichte der deutsch. chem Gesellschaft., 18g3.

Gener et Hanx. — Berichte der deutsch. clhem. Gesellschaft. 18g8.

Pasteur. — Etude sur la bidre. Comptes Rendus, 1875, LXXVIL, p.
11fo0.

— Etude sur la biére, 1876. Paris. Gauthier-Villars.

— Mémoires sur la fermentation alcoolique. Comptes Rendus, 185g, p.
11hg, XIV, 111, Bull. de la Soc. de chim. Paris, 1801.

— Snr la production de l'aleool par les fruits. Comptes Rendus, 1872,
p. 1odf. LXXV.

— Sur la théorie de la fermentation. Compies rendus, LXXV.

Liggic, — Sur les phénoménes de fermenlation et de putréfaction. Ann.
de chim. et plhys. 188, t. LXXI, p. 147.

A. Muxz. — De la matitre suerée conlenue dans les champignons.
Comptes Rendus, 1874, t. LXXIV.,

— Recherches sur la fermentation alcoolique intracellulaire dans les vé-
gétaux. Compies Rendus, 1878, . LXXXVI, p. 4g.

— Recherches sur la fermentation intracellulaire des végétanx. Ann. de
chim. et de phys., 1858, 5 série, t. XIIL, p. 543.

— Aleools du sol. Comptes Rendus, XCIL, p. fgg.

NevMmEIsTER. — Ber. der deutschen chemischen Gesellschaft, XXX,
P .'h_“]lm. 2
Stavesuacex. — Ber. der deutschen chemisch. Gesellschuft, XXX,

p. 2422,

Marie Manasseix, — Ber. der deuschen chem Gesellschaft, XXX,
p- dobi.

Edouard Biicoxer und Rare. — Alkoolische Giihrung ohne Hefezellen.
Bericlite der deutsch. chem. Gesellschaft,, 1897, 3, 2670 ; 1398,
1. 200; 1898, 1, 1084 ; 1898, 1, 100.



CHAPITRE XXII1
OXYDASES

Présence des oxydases dans les cellules veégétales el animales. — Pro-
prictés générales. — Laccase. — T."' rosinase. — Influence du milien. —
Action des oxydases sur les phénols insolubles dans 'eau., — La casse des
vins : enoxydase. — Oxydine. — Oléase.

Les ferments solubles ont éle hmgls‘m]m considérés comme
des subtances agissant uniquement A la facon d’agents hydro
lisants, c’est-a-dire provoquant la fixation d une ou de plusieurs
molécules d'eau en méme temps quun dédoublement molé-
culaive. L’oxydation. la déshydratation, le changement molé-
culaire sans fixalion d’eaun, lous ces |1|u’-l1m‘.11:1'|n‘:-; f‘l]imir;lms.
¢taient atlribués a action divecte de 'énergie vilale sans au-
cune intervention diastasigue.

Cetle théorie tout A fail erronce a été, dans ces derniers
temps, victoriensement réfulée par une série de découvertes
accomplies dans le domaine de la chimie biologique par Ber-
irand, Bourquelot, Hikorokuro Yoshida, Cazeneuve, Mar
linand. etc., dont nous aurons l'oceasion dexaminer les
lravaux.

Les éludes de ces savants ont démontré Uexislence dune
serie de substances, présentant les caracteres de vérilables
agenls oxydanls el fixant 'oxygeéne sur cerlains corps. Ces
substances, séerétées par les cellules vivantes, ont recu le nom
{lht]ﬁ;.‘}'i_hlsl'ﬁ. Ces enzymes facilitent l'fnl'_.'li:tlinn de certaines
substances, s=oit en les {|l'1:-t||:~'tlr:‘|l.'im. so1l en (*m]llﬂi{itl;‘m’[
leur molécule par fixation d'oxygene.
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Cerlains sucs végétaux lels que le vin, le latex de arbre i
laque, le jus des pommes, des prunes el d'autres fruils, ainsi
que cerlains champignons salterent lorsqu’on les expose
guelque temps a lair. Ce phénomeéne, qui se manifeste géné
ralement par un changement de coloration, ou, lorsqu’il
sagil de corps solides, par une élévation de la lempérature,
ne se reproduil pas dans le vide. Il possede done tous les
caracleres d une nx:n.'{l.'llinr]. puiscuue 'intervention de Iair, par
(‘ulltaf'tilmn[ de I'oxvgene, est indispensable & sa production.

La cause directe de celle uxlulzltiun resla |n|tghr|u|s.~a peu
connue. Elle ne fut trouvée gu'en 1883, par un chimisle
japonais, Hikorokuro Yoshida, qui, en fusant des expe
riences sur oxydation du latex de arbre & lague, parvint &
déconvrir dans ce phénoméne I'intervention dune diastase.

Cette découverte donna un nouvel élan aux étuades sur les
enzymes ; la L|||(}:=tin|| ful |'r'|n'].-:{t dans différents laboratoires
et des découvertes, portant sur les sujels les |}ILL.~: divers.
s"'annoncerent bientdt nombrenses et concluantes. Un éludia
successivemenl les lissus végélanx, les muscles, les séeréhions
organigques et chague recherche opérée dans cette voie ap
porfa des preuves nouvelles de Pexistence des oxydases.

]J’uxj;nlullun el la transformation en un vernis noir du latex
de larbre & laque fut nettement reconnue comme un phéno
mene d'ordre :|i;1.-al£lraiti11{'. Lne transformalion presentant
quelgques caracteres analogues et se produisant dans les sues
de nombrenx végélaux, tels que les champignons, les pommes
de terre. les betteraves, les rhizomes du canna indica.
fut attribuce par Bourquelot, Lindet, Bertrand, ele., & un
aulre enzyme oxydant.

La décoloration du vin et le dépot de la matiere colorante
furent reconnus comme élant des pheénomenes du méme
ordre et atlribués a4 action d'une diastase, que certains
auleurs considérent comme préexistante dans le mout de
vin, tlandis que dlautres la considérent comme élant pro-

duite par une maoisissure : le hnlrylis CINnere:.
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Dans le régne animal, les expérimentateurs eurent l'occa-
sion de [aire des découvertes toul aussi nombrenses el toul
ansst inléressanles. On trouva un {erment :'}.'-;_'g.{l.'ml. dans la
salive ainsi que dans d’autres séerétions: mucus nasal, farmes,
sperme, tandis que 'urine, la bile, et les séerétions intes-
tinales furent trouvées exemptes de tout ferment de ce genre.

Jacquel, en 1882, (it des expériences sur 'oxydation de
I'alcool benzyligque et de laldéhyde salieylique avec des mor-
ceaux de poumons, de reins el de muscles de cheval,
|}|‘1".;1[:|E|1{*|||{,‘||t lraileés par I"eanu |1||ﬁ|11:i||1"=’-, [mi:-a {'Hitg{*h’?ﬁ el
réduits en bouillie. Ces fragments d’organes provoquaient une
onydation ¢ui ne se produisait plus lorsquils avaient é1é cuits
a 'ean bowillante.

Déja i cette époque, Jacquel reconnut que 'oxydation ne
venail pas uniquement des cellules, parce que Uextrail aguenx
de ces tissus produisait, aussi bien que les cellules elles-
mémes, une fixation d'oxygene sur Ialeool benzylique el
I"aldcéhyde sahieylique.

Aleloos et Brauwer confirmerent ces résultats en recueil-
lant une substance, extraile du foie de cheval, qui précipitee
de sa solution aqueuse  par I"alcool, ﬂ‘.xlnlf.' I‘-'llli{{.'l'll\'llf". for-
miqm- el la transforme en acide avee dégagement {|':l|lh}'t|l'i{|ﬁ
(':il'l![!llii{llt!‘. Celle substance |wr{|. d’ailleurs. loute action OX Y-
dante apres avoir été chauflée & 100"

Spitzer et Rhomann retrouveérent cette substance dans le
sang et dans les organes de plusieurs mammiferes.

Enfin, des phénomenes de destruction inlerne, que nous
avons en oecasion d'observer dans la levure, peuvent étre
altribués a des interventions diastasiques oxydantes.

Nous avons constalé qu'{_‘u reduisanl une certamme tlll;llllitf}
de levare pressée en fragments minuscules et en les plagant
ensutte en tas, on voit bientdl se manilester une élévation de
lempérature, qui peut atteindre 40°, au bout de 2 heures.
Cette élévation de température peut élre obtenue, par exemple,
avec 2 kilogrammes de levure fraiche granulée et disposée en
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las de 20 centimetres de hautear & la température de 20°,
La méme expérience, pratiquée dans le vide, ne donne pas
lien & la moindre élévation de lempérature. On peul pra
tiquer I"expérience de la manicre suivante :

Dans un flacon a trois tubulures d'un demi-litre, on dispose
des couches de levare réduile en |:[‘I[{H |L|';I5'111:':|I5 el alternant
avee des couches de pierre-ponce qui empéchent la levare de
se lasser. Un thermomdétre est itroduil dans la tubulure du
milieu, el un courant d'air établi & aide des deux aulres.
Aussitot que Pair pénétre dans le ballon, la température
monte el, si 'on ferme le robinel & air, on constate quelle
="abaisse imméaediatement.

En ne laissant durer P'expérience que quelgques heures, on
peul la renouveler plusieurs fois avee la méme levare, pen
dant 3 ou 4 jours conséeulifs el observer qu’a chaque renlrée
de air dans le lacon la tempéralure :-i‘i"'ll:“;("(l).

Lorsqu’on laisse. au contraire, passer air dans le flacon
pendant 5 a 6 heures consceutives, la levare se liguéfie el
s'epuise complétement.

En broyant la levure avec de la pierre ponce dans un
l}l'l}:.'{"lll‘ plli:-a:-mn[. on oblienl une |:E‘Lli.- f|l|i. mise A macerer
dans ean froide el filtrée, donne un liquide exempt de cellules
el olfranl encore, an |m]|1l de vue de l'{n}'dutinn, les mémes
propriclés que la levare elle-méme,

Les fragments de pierre ponce imprégnés de Liquide, mis
en présence de Fair dans une masse de glycogéne, y pro
duisent une élévation de température de 4 & 6 degrés. Cel
exlrall est mowmns achl (ue la levure elle-méme, mais une
serie dexpériences nous onl montré r|||'i| |m:-',,~41'?L|.-|il_ toul

comme la levare, un pouvoir diastasique oxydant.

1. Cette r‘?dpf'l‘il::m'v est surtoul intéressante au point de vue de l'ana-
lyse des gaz. Nousavons. en eflet, remarqué que U'on peut, de cette maniére,
déceler 'oxygine mélangd i des gaz inerles dans la prop irtion de 1 pour 10o0.

Errnoxt. Les Enzymes, a9
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En présence de lous ces faits, il est mdisculable que les
phénomeénes de respiration et d'oxydation des végétaux el
des animaux doivenl étre généralement altribués & des
oxydases.

On voit, d'aprés ce court exposé, que la découverte des
oxydases a été d'une importance considérable, puisqu’elle a
jeté quelque lumiére sur des phénomenes encore inex-
pliqués, ou pour Pexplication desquels on avait recours i des
théories erronces.

L étude des enzymes oxydanls présente encore un grand in-
Leret an p{)inl{lﬂ Ve {'llillli{llll‘.. car ils constituent des réactifs
Irés sensibles pour toute une série de substances organiques.

Propriétés genérales des oxydases. — Comme loutes
les diastases, les oxvdases sont des corps éminemment ins
tables : ils sont détruits par la chaleur au-dessus de Go®.

Les anlisepliques, en général, ne semblent capables ¢ue de
retarder ]'{n}'(izlliun |n'uif11i1n par ces agents. Cetle aclion re
tardatrice des antiseptiques n'est cependant pas un fait prouyé
d'une facon générale. Nous pensons, au contraire, que les
différentes diastases appartenant a cette classe sont plus ou
moins sensibles & laction des antisepliques el que c'est & ce
[ait que nous devons attribuer les résultats négatifs de nom-
bre de recherches Hlll:‘l'{r.'l":i sur des corps conlenant cerlaine-
menl des H\'.}'{_IE!_H{"H.

I.’alcool ne semble pas séner I'aclion des enzymes de celle
classe, lorsqu’on !'r_‘mp]ni{: A un degré suflisant de dilution. La
diastase du latex, la laccase, produil encore une oxydation en
solution alcoolique & 50 pour 100.

Les ferments solubles oxydants bleuissent énergiquement la
leinture de gaiac non additionnée d'eau oxygénée, l'acide
gaiaconique se formant avec l'oxygeéne emprunté a air.

La température, ainsi que les réactions du mihieu, influent
sur I'action des oxydases.

Enfin, la plupart des oxydasgs agissent tout particulic
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rement sur les COrps de la série :tr‘mu.‘nl?:pu": les |}iu"nn|_-'.,
les amines et leurs produils de substitution.

Les produits d’oxydation fournis par les diastases sont en-
core mal définis. L'oxydation des corps de la série aromaticque
se produit, soil par une élimination de 'hydrogéne, soit par
fixation divecte d’'oxygéne. Celte oxydation n'est jamais tres
profonde. L’oxydation des maltieres grasses est beaucoup
plus énergique; elle conduit & une destruction compléte et
A la formation de acide carbonique.

L action des l}‘LI_".'{IHHI":'i n'est nullement spécifigque. La lac-
case, par exemple, transforme tout aussi bien |'l:}t|rm{11innnr}
(plu'qm] hi;]lnnﬁqm') que le py rogallol (pln"rmi I!'E:llmniqlu_&)_

La position des groupes semble, toutelois, jouer un role
primordial : la position para, par exemple, parait influencer
favorablement la réaction.

On sl que, dans les diastases hydrolisantes, 'individua-
lite est |!|l|:-'- caraclérisce : que la suerase, par :‘-”-.f'nlplf‘. ne peuk
dédoubler que le saccharose el que ce ferment est méme
incapable dagir sur des corps trés voisins et ne differant que
par leur configuration.

La quantité d’oxygéne absorbé sous 'action des ferments
solubles oxydants peut servir, dans la plupart des cas, & me-

surer intensité de |'l}x}'f|:|!iull_

Préparation des oxydases. — Lesoxydases s'extraient
des corps qui les contiennent par les méthodes généralement
l"I!]i)Il"I-}'l:f‘r: pour I'extraction des ferments solubles hydro-
Ivsants.

Les corps servant i la préparation sont triturés puis mis A
mnfuser en présence de chloroforme. Lemplon de ce dernier
corps conslitue cependant un danger, car on ignore si cel
-rlllliﬂ"'ﬂiifll['. {;111 laisse intactes la |1|l|i|.'1rl des diastases II}'--
drolysantes, est également sans action sur toutes les oxydases.
[l est done & recommander, sil'on cherchie des oxydases, de fare

deax triturations, 'une avee de Uean chlorolormeée, aulre
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avec de I'eau contenant de I'éther. Dans cerlains cas. ¢ esl dans
I"eau éthérée gqu’on trouvera les oxydases, tandis que 'infusion
chloroformée ne contiendra pas trace de substances aclives.
L'infusion est ensuite precipitée par Paleool; on redissout
le |}!‘L"{‘i|}‘lh" formé et on le [H'(‘l*iplt{: A nouvea |}]|l.~si!=iir5 fo1s
pour le Imrili{'r.
La méthode d’extraction par la gl}'t'ﬁl'im,‘ esl ﬁga];rumnl ap-

E'lli{‘.illlll_" ala |1|5'l'-|}:||';|!i{m des nw:n,'nlal_-avs,

Laccase.

La laccase est un ferment soluble produisant oxyda-
lion du latex de Parbre & I:Ilillﬂ el le transformant en un
vernis de tres bel aspect dont les Japonais, les Tonkineis et
les Chinols se servenl pour recouvrir leurs meubles.

Le latex est un liquide elair présentant aspeet et la con-
sistance du miel. On le récolte dans I'Asie orientale en pra
tiquant des incisions dans I'écorce de eertains arbres résineux
du genre anacardiaqué (Rhus vermicifera).

L'odeur du latex est tres faible et se 1';1E||1|'m‘h!= un peu de
celle de Vacide |Jlli}|‘if|l|t‘~; 1 possede une réaction acide.

Le latex s’altere avee une rapidité extraordinaive. Mis en
présence de N'oxygene, 1l brunit et sa surface se recouvre
d'une pellicule résistante d'une belle couleur noire et abso
lument insoluble dans les dissolvants ordinaires. Dans le vide.
I"altération ne se produit pas et le latex peut se conserver
tres longlemps.

Les premicres données sur la laccase sont dues au chimiste
Japonais Hikorokuro Yoshida. L'étude de l'oxydation du
latex lui révéla la présence d'un corps quil appela acide urnus-
chique (G"H"™0%), corps qui par oxydation se change en acide
oxyuruschigue, ainsi que Uindique I'éguation suivante :

2CVHY02 - 30 = 2CHHB0S - H20

T e T _ T
acide uruschique acide oxyuruschigue
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Bertrand. en délayant le latex dans une grande guantité
d’aleool, v découvril deux produits, 'un qui entre en solu
tion et laulre qui se précipile.

(e |n'{"ri|:ih". sépare clu |1||I|i{|l*. est une sorte de Fonme,
On le lave avee soin A aleool. on le reprend par I'ean dis
tillée, Emi:-a on le |}r:'-('i|1ih’ a nouveau par 10 volumes d’alcool.
{n peul alors le recueilhir sous lorme de flocons et le sécher
dans le vide. Le produit obtenu par cette méthode ressemble
aux gommes ordinaires el se transforme. comme celles-ci. par
I'hvdratation. en un melange de galactose el d’arabinose.

Ce corps possede un |hul|u:1|* {|iﬂ~.-alal:-'~iq11c*.

La solulion :lh'[:{=|i{|lu‘. APres (uion en a enleve le preécipité
commenx, est distillée rapidement dans le vide. Le résidu
est agité dans 'ean puis dans I'éther; 'ean retient le glucose,
les sels minéraux, ete. et I'éther dissout extrait résinenx du
latex. L’éther est alors décanté el évaporé dans une almos-
phere d’hydrogene.

|Le |u'{ului1 oblenu par celle methode est le laceol ; ¢’est un
|i{|ni:|{‘ hutleux, d'une assez forte densité, ne se dissolvant
pas dans 'eau, mais entierement soluble dans 'alcool, I'éther,
le chloroforme et le benzéne. La manipulation de ce produil
presente certains dangers @ des (races de laccol peuvent agir
d'une facon nocive sur I'épiderme. Mis en présence de air,
1l se colore en brun rouge, prend une cerlaine xEr:t]unraiI{* ol
linit par se résinifier.

L.{I\I"nliﬂlilltl. favorisée par la polasse et la soude. se pro-
duit en diverses phases. Le Ligquide s’échaufle, verdit, devient
noir d'encre, el absorbe une grande quantité d'oxygéne. Le
laceol donne avee le perchlorure de fer et I'acétate de plomb
des réactions ressemblant fort aux réactions que produisent,
avec ces meémes agents, les phénols polvatomiques.

En présence de laccase, P'oxydation du laccol est beancoup
plus profonde, beaucoup plus rapide et donne finalement une
substance noire, insoluble qui ne s’obtient pas en l'absence

de 'enzvime.
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Bertrand, au débul de ses éludes, a cru gue la fixation
d'oxygene se faisail par une simple aflinité chimique, et que
la laccase agissail ensuile sur les corps oxydés a la fagon
d'un agent hydratant.

A la suile de ses expériences, le clhumisle francais par-
vinl & déterminer le vérilable mécanisme de 'oxydation. 1
remargqua que la quantité d'oxygene absorbé par le laccol au
conlact de Fair, augmenle avee la dose de laccase employée,
ce qui ne peul s’expliguer que par une action oxydante di-
recte de la laccase.

Des démonstrations probantes furent fournies dans la suite
par Bertrand. 11 fit slgir une cerlaine dose de lacease sur des
corps voisins du laccol, prineipalement sur I'hiydroquinone
et sur le pyrogallol et constata qu'en présence de la lacease
tous les phénols polyatomigues absorbaient une certaine quan-
lité d’oxygene. en dégageant de Iacide carbomque. En 'ab-
sCnee {Il‘ {_Iiu'fl.‘ilil‘.‘:l’ HIL l'”[]“'ilil'{". il |Ji(‘.'l'l avec une :-'uf_}]Ll’[iﬂll
diastasique chauflée i 1oo”, ancune oxydation ne se produisail.
L'action oxydante de la lacease est done bien démontrée.

Bertrand découvrit ensuite une réaction trés sensible pour
déceler la présence d'oxydases dans les plantes. Il conslata
que la teinture alcoolique de gaiac prenait, en présence de
la laccase, une coloration bleue intense par la seule inter-
vention de lair, tandis que, pour obtenir le mdéme résullat
avee les diastases hydrolisantes, il est nécessaire d'employer
I'eau oxygénce.

La méme réaction a encore lieu quand on traile par la
teinture de gaiac des coupes {|'nl‘g.'llws conlenant une diastase
oxydante.

La sensibilit¢ de cette rvéaction permit a Bertrand de
reconnaitre la présence de la laccase dans un grand nombre
de végétaux, et d'émettre 'hypotheése, tres justifiée d ailleurs,
que la laccase se trouve répandue dans tout le régne végétal.
Voici la nomenclature des végétaux dans lesquels celle dias-

lase a ¢le lrouvee :
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!%{"”{"‘I'ﬂ\'l".‘-'i_ l'{'l_l'ﬂ]“!"ﬁ.. HE'I\{‘I!‘-' (I'ill"illl"!‘*':).. l!ﬂll:l.liu'lﬁ (T'FH"iJH':‘;., I
bereules). pommes de terre (tubercules), asperges (lige
jaune), balizier (rhizome), luzerne, tréfle, ray grass (liges
el fenilles). topinambours, pommes, poires, marrons, gar
denias (fleurs), arbre & laque (latex).

Pour Pextraction de la laccase, séerétée par les végétanx
rque nous venons de citer, Bertrand se servit dune méthade
un peun différente de celle employée pour le latex. Le suc ex-
lrait des organes [lm'{‘n{'h} mateux des rluzomes ou des tuber-
cules, est précipité aunssilol apres son extraction. Quant au
liquide extrait des parties vertes de la plante, on ladditionne
de chloroforme et on l'abandonne & lui-méme, a la tempe-
ralure ordinaire, pendant 24 heures: il se forme alors un
coagulum que 'on sépare du reste du liquide, et c'est dans
le liquide filtré qu’on opére la précipitation par Paleool. Cette
précipilation se pratique de la méme facon que pour le latex
de 'arbre & |.'|||||P.

Bertrand a remarqué que la plus grande quantité de lac
case est séerelée par les organes en voie de formation.

Fmile Hnlll‘qllvifzt el Berirand recherchérent la présence
de la laccase dans les champignons, végétaux gui provoquent,
ainsi qu’on le sail, des ph{'-nnml':r]('ra l'*m*rgitllu'r:. {I'n'-;:.'{luliml.

Schionbein, en 1856, avait déja fait la curieuse remarque,
qui d’ailleurs resta a I'état de simple observation, que le sue
des deux champignons, le Boletus luridus et 'A. sanguineus

bleuissait la teinture de gaiac sans addition d’ean oxvgénée el
perdail celte facullé I:Jr:-'x:|||'i| elait chaullé & 100",

La présence des oxydases fut recherchée par les savants
francais dans plus de deux cents espéces de eryplogames el
la réaction du gaiac fut essayée dans les divers organes de
ces }‘ll:{lllE‘:-'-. I1s examinerent surtout les |i;1.~tirl[t‘:111_'g.'{*fll[-:-;. illl["]
ques Ascomyceles, un Myxomyeétle : le Reticularia maxima,
les Polyporés el les Agaricinés. Le Russula foetens Persoon
fut tout particulicrement éludié & cause de la particularité
qu’ont toules ses parlies de se colorer en bleu par la solution
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de gaiac. Les opérateurs couperent et broyerent 125 grammes
de Russula, puis les firent macérer dans de 'ean additionnée
de chiloroforme. Le liquide filtré, prenait, au bout dune heure.
successivement les teintes jaune l‘}i“l‘. |111i.~= rouge sale : 1l pre-
sentait tous les caracléres d'une solubion de lacease.

La diastase oxydante de ces diflérents végétaux est soluble.
du moins en partie, dans Palcool. car lorsqu'on ajoute un
exces de ce réactil & la solution diastasique, meéme lorsque
celle-ci est fort active, on n'obtient quun |}|‘:"{.‘i|}ii{’- tres faible.

Yoici le tableau que Bourquelot el Berteand donnent comme
résumé de leurs expériences :

GENRE NOMBRE D ESPECES ESPEGES
OU 20US=GENRE EXAMINEES S e e
AVEC LACCASE SANS LACCASE
TRsmlan e a pmt 18 I 0
Lactarius.. .- . L. ETh] 18 2
Peailliote:pia s T o 3 4 i
Boletus. . . . . . & 15 10 bl
Ellvtaryhes . oo e e o 0 h 4
Marasmius. . . . . I 0 ]
Hygrophoros. . . . ih 0 t
Cortinarmus. . . . . 14 I 11
Oy R 0 1 0
Amnanylas i s s 7 3 3

[’enzyme oxydant se tronve donc aussi dans les plantes
dépourvues de chlorophylle.

Dans les champignons, il est répandu dans toule I'élen-
due de l'organe reproducteur; on le trouve localisé dans les
lamelles de certains hyménomyeétes. ou la base du stype.

Mode d’action de la laccase. — La laccase agil sur

[} . ) L4 b bt §
toute une série de substances. Ajoutée & une solution d’hy-
droquinone dans un vase ouverl, elle produit une oxyda
tion assez rapide. La solution prend une leinte foncée el, au
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bout de quelque temps, on conslale I"apparition de lamelles
cristallines d'une couleur verte.

Le liquide oxvdé prend odeur caracteristigque du quinone
el la réaction peut étre exprimée par |'équalion suivante :

5 CRTT ('."Hl:,lL L Ao 3 Oh e

2 CHH rr:"{{_]'“j"_’_ni' .“:-'Hi'ff__”

e — A —— — e,
hydrogquinone (quinone

La diastase agit aussi sur 'acide gallique, mais le produit
de la réaction a ¢élé jusquiict peu étudicé.

En faisant réagir une cerlaine guantité de laccase extraile
des Russula, sur Nacide gallique, Bourquelot et Bertrand ont
obtenu les résultals suivants :

Quantités employées :

Aeide gallil.luv. i Lot e el e AT RO 1Er
| EETT e I R S 1 T S L T i vy (R e o
Liguide-f-laccaze: & 50 08 A0S S e are

:l'fﬁ‘f}.‘\‘ e J'Ir!'-f"f”'f,‘ 5

Dxyedne ahserhért 0 L 0L L0 L S 1500

Acide carbonique dégagé. . . . . . . 1deg

A pres quatre frenres :

Elxysene absorbé. |t o s s Gl argiee)
Acide carbonique dégagé. . . . . . . 1I%1I

)2
Apres une heure, le rapport —— valait 0,874 et apres §
() .

heures 0,630. Ces rapports assez élevés montrent que le pou-
voir oxydant de la laccase est trés énergique.

En essavant l'action de la laccase sur trois polyphénols
1SOMeres @ sur |'||)'(It'fl{]1][[]t:m_u la Ir:o.'r-:u-:,'alu"-:_'luinn:f- et la résorcine,
on a trouve les chiffres suivants qui donnent une idée de la
vitesse de I'oxvdation :
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OXYGENE co:
ALSORBE DEGAGE

Hydroquinone (paradiphénaol). Apris 4 h. da2,0 L'
Pyrocatéchine (orthodiphénol). = 17,4 2,8
Résorcine (métadiphénol).. . — 15 h. 0,0 0,0

On voil que la quantité d'oxygene absorbé est presque
nulle pour le métadiphénol, tandis que le paradiphénol
s‘oxyde (rés faiblement.

Ces fails se sont reproduils dans loutes les expériences de
Bertrand ; la phloroglucine, ot toutes les oxydriles sont en
méla. se refuse, pour ainsi dire, i toute oxydation, tandis que
son isomere, le pyrogallol, absorbe I'oxygéne avee rapidité,

Les différents polyphénols examinés par Bertrand ont mon-
tré que leur oxydabilité est en raison directe de la facilité
avec lagquelle ils se transforment en quinones.

La totalité, ou une partie des oxydriles des polyphénols,
peuvent étre remplacés par des radicaux amidogénes (NH?),
sans que la marche de l'oxydation soit modifice.

Le paramidophénol :

ST
CPH «:m”%

est facilement oxydable; le métamidophénol, au contraire,

OH (1)
NH2(3)

CEHi<C
ne fixe que des quantités minimes d’oxygéne.

D’aprés 1. de Rey Pailhade, la lacease existerait dans les
grains en germinalion. L'enzyme agirait sur une maticre
oxydable : le philothion, également contenu dans ces grains.
La laccase jouerait, par conséquent, un role dans la respiration
des cellules végétales. Toutelois, il n’a nullement démontré
que I'enzyme oxydant trouvé dans les grains esl la laccase.
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Il y a toul lieu dadmettre quon se (rouve en présence d'une
aulre oxydase.

Nous pouvons a présent déterminer d'une manicre plus
géndérale le mode d’action de la laccase.

La laccase est un ferment soluble produisant 'oxydation
des corps de la série benzinigque, qui possedenl an moins
deux groupements, O ou NI, lorsque ces groupements
occupent la position para ou ortho.

ler s'arrétent les observalions r:iu."rI:lll‘uu_‘m .'l|1p]i:‘;111|{*:~' ala
laccase. Les travaux ultérieurs de H{!lll'tlllf"[]l et de Bertrand
se rapportent a une autre diastase, ou plator & un mélange
de laccase el d'un aulre enzyme, la tyrosinase, dont ces sa
vanls onl reconnu la présence dans un grand nombre de

vegélau.,

Tyrosinase.

Les sucs extraits des betteraves et de quelques aulres végdé
laux prennent, lorsqu’on les mel au contact de air, une
coloration rouge, puis noire. Ce ]1|!{"|mlm'.*i|t'* est dii 4 l"'oxy
dation de la llx'rnsfuf' i[ui se frouve dans ces vegélauy, nx:.'LIn
tion qui se produit par U'intervention d'une diastase.

La formule rationnelle de la tyrosine ou acide oxyvphényl-
amidopropionique est :

G213 CO2H

b2 N2
G
N
HC cH
| |
Ik
HO CH
\ /
I'J-:-'J-
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On voit, d’apreés celte formule, que la tvrosine n’appartient
pas completement & la classe des corps que nous avons re-
connus comme clant certamement H".I‘v.‘llilhll":& par la laccase,
c'est-d-dire & la elasse des |1:1t_\.]1|u"r1{:!.-= dont les Livdroxyles
sont dans la |1=151t]{:|l para ou ortho.

La () rosine en eflel, soumise i action de la laccase, n'ab-
sorbe pas d’oxvegéne.

D) autre part, Bertrand a constaté par diverses (-\|Jt'.'|'i{?l'|l:1.‘:-‘~
que Poxydation de la tyrosine ne se produisait plus lorsque
le suc extrait des plantes avait été chauflé & ro0°. Ce fail in-
digquait I'intervention d'une diastase.

L oxydation de la tyrosine pouvail s expliquer par action
de la lacease sur un produil de deédoublement de la tyrosine,
produil [n'{’-.'llnhlrnwnl clabord par un autre enzyme non oxy-
dant contenu dans le liquide.

Pour controler cette hyvpothese, Bertrand mit dans un bal-
lon une certaine dose de sue extrait de la Russula et quelgues
grammes de tyrosine. Apres 24 heares, le tout fut chauflé 4
100" : addition de laccase au liquide et I'exposition & I'air.
ne déterminérent alors aucune oxydation.

Il était done démontré, par celte expérience, que la laccase
est absolument sans action sur la tyrosine, el qu'il ne se
produit pas dans le liquide d’action diastasique préalable per-
mellant I'oxydation par la laccase.

n réalité, la fixation de l'oxygéne se produit par 'inter-
médiaire de la tyrosinase, enzyme analogue & la laccase, mais
acissant sur d’aulres Corps.

La tyrosinase a é1¢ isolée, par Bertrand. de plusieurs végé
laux. Extraite des pomimnes de terre, des dahhas, ele.. elle
ne possede quun tres faible pouvoir oxydant; exlratle, au
contraire, des champignons, elle oxyde trés rapidement la
Iy rosine.

Bourquelot prépare la tyrosinase avee le Russula nigricans
qu'il broie dans de I'ean chloroformée. Le liquide, apreés fil-
tration, constitue la solution diastasicue.
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Pour constater action de la tyrosinase, on mel dans des
lubes & réaction 5 centimétres cubes de solution diastasigue.
puis & centimelres cubes d'une solution de tyrosine el, en
agilant ensuile de temps en temps pour inlroduire de air,
Le liquide devient d’abord rouge. puis noir.

Grdce a celle réaction el i celle du gaiac, Bourquelot a
démontré Uexistence de la tyrosinase dans les champignons
suivanls :

Boletus, Russula, Lactaris, Parllus, Psalliota, Hebeloma,
\manita, Scleroderma.

Certains champignons ne donnent de réaction, ni avee le
gaiac, ni avec la tyrosine el Fon en peut déduire qu'ils ne
renferment aucune diastase oxydante.

La tyrosinase ne se trouve pas aussi répandue dans la na
lure que la lacease ; mais elle se rencontre (rés souvent. simul
lanément avee celle-ci, dans le méme sue végétal. Certaines
solulions diastasiques extraites des plantes transforment. en
elfet, aussi bien la tyrosine que les polyphénols.

Dans une série d'expériences exeéculées i D0”, Go® el 70",
Bertrand a remareue oue la faculté (que possedent les sues
vegélanx de teansformer la yrosine disparail a des tempéra
lures relativement basses. landis (ue les [rl'upl'it"h":-s zlrmh];{unﬁ
acelles de la laccase persistent encore dans le liguide & des
lempératures plus élevées. Cette différence d'altérabilité des
denx diastases a permis de les séparver N'une de Vautre de la
maniere suivante :

1500 grammes de Russula delica fraiche sont réduils en
pulpe et mis & macérer a froid avee leur poids d'ean chiloro
formée. En exprimant le suc de la pile ainsi oblenue. on
obtient 2 litres environ d'un liquide mucilagineux gque 'on
additionne de 3 litres dalcool & 95°; il se forme un précipite
(quon sépare par filtration. Le liquide alcoolique, dont on a
separe le precipite, est réduil, par distillation dans le vide
1 00", i un demi-litre environ. Le produil ainst obtenu oxyde
lres rapidement Ihydrogquinone et le pyrogallol en laissant la
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tyrosine absolument intacte. La précipitation par Falcool et
I'élévation & 50° ont détruit jusqu’aux traces de tyrosinase.

Cette derni¢re diastase se retrouve dans le précipité qu'on
a séparé du liquide alcoolique. On purifie ce précipité par
un délayage dans l'ean chloroformée ; on le précipite de nou-
veau par 2 volumes d’alcool et on le sépare du liquide. Le
produif, aprés un second traitement identique, est desséché
A 35 Il réagit & peine sur les polyphénols el produit une
oxydation trés rapide de la tyrosine.

Lindividualité des deux enzymes est done bien prouvée.

Influence du milieu sur I'oxydation. — Bourquelot,
dans un travail -trés complet, amis en évidence la relation tiui
existe enlre la composition du milieu et lactivité diastasique
du ferment oxydant des champignons. ferment composé, ainsi
que nous 'avons vu, d’an moins deux enzymes oxydants: la
laccase et la Lyrosinase.

Une solution d’aniline, en présence d'une infusion de
champignons riches en oxydase s‘oxyde trés lentement, car
on n’'observe qu'un léger changement de couleur.

H[!lll'{Illt,"]{ll fut done amené 4 se demander =1 alealinité
(que ]';mili]\l{r('Urmlmlltiliu{1 an milieu n'exerce pas une mfluence
défavorable sur 'action oxydante de 'enzyme. et il étudia
Foxydation de Taniline en présence de doses croissantes
d’acide acétique.

Le champignon choisi pour ces expériences ful la russula
delica parce que le sue filtré de sa macération donne une solu-
Lion aquense claire, permeltlant par {‘{'rHF[r'I{ll[‘lll. d’observer
facilement les changements de coloration. La macération fut
[aite en prenant 5 parties d’ean pour une parbie de champi-
anons el on oblint ainsi, aprés filtration, un liguide 4 peine
coloré en jaune.

Cet extrait, additionné d’acide acétique eristallisable A
doses variant de 1 4 Do pour 1000, fut mis en essai avee la
leinture de gaiac.
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Bourquelot vit alors apparaitre la coloration bleue avee la
méme ilensité el la méme vitesse, dans tous les essais qu'il
prafiiqua. Le réactf n'est donc pas influencé par de fortes
doses d'acide acétique et, dans ces conditions, on peul étudier
Iinfluence de 'acide sur Paction de axydase. Celle action
est indiquée, pour différentes doses d'acide, par le tablean
suivant :

Essa
TEMOIN Eszar 1 Ezsar o Eszar 3 Essar f Essar 5 Essar 6§
Solulion
d'aniline T e e it o Tk b=
salurce.
Eu u. gl't" h"lw' Hl'i' H-d.l H'ﬂl ﬁi.'l.' ".\."I"I.I.
Acide "
acclique. 0 0, 1 0, % o, i 1 3 a3
rrlr"ﬂ.
Solation = < - - - z =
diastasique 2 & 2 2 2 X =
.| Oxydation - :
Récultat, |Pxydation ui": peu Oxydation | Oxydation |Oxydation | Oxydation | Oxydation
faihle. plus forle forte. | trésforte, forte. |tresfaible.| nualle,

L'oxydation apparait & peine dans le tube témoin qui
prend une teinte jaune sale; elle augmente avec une rapidité
extraordinaire dans les essais 1. 2. 3. 4 on la solution se
colore immédiatement en jaune sale, en donnant naissance 4
un précipité jaune-brun, soluble dans I'éther. Quant aunx
essats D el 6 conlenanl respeclivement 2 el D pour 100
d'acide acétique, le premier fournit encore une faible oxyda-
tion, tandis que, dans le second 'oxydation, est absolument
nulle. Done lacide acétique & 2 pour 1oo est défavorable &
I'oxydation.

Avee l'orthotoluidine et la paratoluidine, essayées dans les
mémes conditions, en présence des mémes quantités d'acide,
les réactions se présentent de la méme facon, quoiqu’en don-
nant des colorations différentes.
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L’orthotoluidine donne une coloration transparente violet
bleu devenant opaque au boul de plusieurs heures. Le tube
temoin  prend une temte jaune trouble. La paratoluidine
donne une coloration rose, puis rouge vineux. Le tube
lémoin est encore jaune, et devient légérement trouble au
bout de quelque temps.

Une solution agueuse de phénol prend une teinte brune en
présence de la solution l!iﬂst:lﬁiflm‘. Celle réaction, tres lente &
la vérité, est totalement empéchée par acide acélique et favo-
risce par des doses de 0.1 a 0,4 pour 1oo de carbonate de
sodim.

En résumé, Foxydation des substances a fonetion basique
est favorisée par Pacidité du milieu, tandis que les substances
A foncltion acide :-a'{n:!.'{lrnl i!hlﬁ facilement dans un milien
alcalin. Cette influence du milieu sur la marche de P'oxyda-
tion est tres considérable.

Action de I'oxydase sur les phenols insolubles
dans I'eau. — Hmlr{{uf']ul s'est tout d abord OCCUpe de l'ac
tion de l'oxydase sur les phénols solubles dans I'ean. II sest
occupe ensuite de I'action de 'oxydase sur les phénols inso-
lubles dans I'eau, mais solubles dans l'alcool éthylique ou
I'alcool |m'11|||x|i{|u:‘. Il s'élail assuré, au |:|1‘{".'1!;1h|(h que les
alcools t:-|||]1|t:}'t'*.-: comme dissolvanls el convenablement élten-
dus, ne produisaient aucune altération de Foxydase et que le
phénomene d’oxydation s’y produisail de la méme fagon que
dans les solutions agueuses.

Cetle certitude acquise, Bourquelot fit diverses expériences
sur les |=!1c'-|m]:-; solubles dans ces agenls. IZn voier le résumeé :

L action de I‘{I\}llilﬁ{" ful essayée sur trois solutions de
différents xylénols contenant 0", 50 de xylénol, 100 grammes
d’alcool absolu el b0 centimétres cubes d'eau.

L orthoxvylénol (l, 2, /). produit fusible de 55° 4 6o°, pro
duisit un précipité blanc devenant ensuile rose saumon et
soluble dans I'éther.
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Le métaxylénol (1. 3, 4). produit liquide dont la solution
alﬂunlirpm devient verte sous l'action du perchlorure de fer,
fut oxydé immediatement et donna un précipilé blane deve-
nant ensuile rose sale et soluble dans I'éther.

Le p.:u‘;t:-;:.|{"m‘:i. fusible de 7’|" il j.h)", se lroubla I:"g:‘rl‘{*llmnl.
el donna naissance i un précipité blanc rose, insoluble dans
I'¢ther.

Les essais d'oxydation du thymol ont été fails sur une so-
lution ayant la composition suivante :

VL b A e i T e s (o T-LUT ]
BETIES LS S ) S fe E DO IR A fore
R sl ey Shiel 0 T i e mn sE T0ee
Solution de carbonate de sodium (i 2 p. 100) Hee
Solution diastasique.. . : . . . . . dore

La solution absorba 1g centimétres cubes doxygeéne et il
se forma dans le liquide un préeipité blanc.

Le cavvacrol, essayé dans les mémes conditions, donna peu
A peu naissance i un trouble, puis & un précipité blane, en
absorbant 27°.5 d'oxygéne.

La casse des vins.

La casse des vins esl une maladie caractérisée par 'oxy-
dation de la matiére colorante du vin el la précipitation de
celle maliere, avec jaunissement de tout le hiquide.

Dés 1895, Gairaud reconnut que ce phénoméne était di
a laction d'une diastase, sans toutefois atiribuer nellement
a une oxydase.

P. Martinand, dans un travail publié plus tard. wentifia la
diastase produisant Poxydation de la matiére colorante du
vin avee la laccase récemment découverte par Bertrand. Celle
ilentilication était absolument erronée. En effet, on reconnul
plus lard que Poxydase du vin transforme les polyphénols,
tandis que la laccase. toul en hitant l'oxvdation des vins cas-

Evrroxr. Les Enzymes. 23
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sanls, est incapable de la produire, & elle seule, dans les vins
non cassanls.

Cazeneuve ayant additionné des vins d'une certaine quantité
de laccase ne remarqua qu'une altération imperceptible, alors
que la solution diastasique employée étail tres active et bleuis-
sail fortement la teinture de gaiac. La diaslase déterminant
I'oxydation de la matiére colorante est donc un enzyme bien
déterminé, Cazeneuve lui a donné le nom d’enoxydase.

Préparation de I'enoxydase. — Cazeneuve observa
le phénoméne de I'oxydation dans du vin du Beaunjolais qui
se monlrait assez sensible & Paction de Uair: 1l en isola la
diastase par le procédé suivant :

Le vin est soumis & I'action d'un excés d’aleool qui préei-
pile une matiere présentant aspect d'une gomme. Ce préci-
pité est repris par U'eau distillée, dans laquelle il se dissout
en donnant une solulion nl};ﬂinc, imcolore. On précipite A
nouveaun le liquide obtenu; le nouveau précipité est séché
dans le vide el enfin recueilli sous la forme d'une gomme
imprégnee d'oxydase.

Sécrétions de I';enoxydase. — Les diverses réactions
(ui caractérisent la diastase de la casse des vins sont identi-
ques & celles de toutes les oxydases. Comme les autres fer-
ments solubles oxydants, elle bleuit la teinture de gaiac.

La réaction du gaiac fut essayée par Martinand sur des
raisins muirs el elle décéla la présence d'oxydases. Avee le jus
du raisin ; i1l parvint & transformer I'hydroguinone et le
pyrogallol.

Les raisins miirs séerétent une plus grande quantité d’ce-
noxydase que les raisins verts et les raisins secs en sont com-
pl{‘-lpnwnl. dépourvus. Les sues fermentés des poires, des
prunes et des pommes sont plus riches en cenoxydases que
le vin.

La séerétion d’aenoxvydase a été attribuce par Laborde 4 la
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présence, sur la racine de la vigne, de la moisissure Botrytis
cinerea (pourriture noble).

Dosage et proprietés de I'cenoxydase. — Le dosage
des {1x}'n|.'|:4u.~; ln‘ﬁr:ml[[*. de gl'zlml{‘:-s dillicultés. En eflet, ces
COZYINeS n exercent pas I{ul_inlll':-; leur action avee {h'*g:lg{?lrmlll,
d'acide carbonique, facile & doser; l'oxygéne se combine par-
fois a I'hydrogeéne pour former de eau ou se fixe directe-
ment sur les matieres oxydables. Dans ces conditions, 'ana-
Iyse des produits de oxydation devient tres diflicile.

Laborde a basé une méthode de dosage sur la coloration gui
prend un liquide diastasique en présence de teinture de gaiac.
Il prend comme unité la eoloration qu’acquiérent 20 cen-
Limeélres cubes de solution TII('HHM{“'I('.‘ de galac par I"addition
de 07,5 d'iode et il compare a cetle unilé, dans un colorimétre
Dubose, la coloration obtenue, dans la méme teinture, par
l'oxylase.

L’enoxydase oxyde la maliere colorante des vins francais
et ilaliens; les vins espagnols et tures subissent plus diffi-
cilement son action.

Cazeneuve conslate que la matiére colorante du vin est un
corps a fonction |1]|{r'|m“:|m:. Celte maliere est lransformdée
par loxydation, en méme temps que les éthers, alcools,
essences, ele... auxguels est di le bouquet du vin.

Lorsque le vin est agilé avec de 'éther, il céde a cet agent
une maticre ayanl les caracléres d'un tannin. Apres !'n\}tlnlinll
du vin, on ne retrouve plus que des quantités minimes de
celte substance, souvent méme on n’en apercoit plus de traces.
Or, le vin neutre aprés avoir élé traité par I'éther, ne subit
plus aucune altération sous action des oxydases.

La casse des vins, d'apres celle expérience, parait done due
a loxydation d'une substance particuliére.

L’@noxydase s'affaiblit au fur et a mesure qu'elle agit,
car la quantité d'oxygene absorbée au début est plus grande
que celle absorbée a la lin de 'oxydation.
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[En introdusant de air dans un demi-litre de vin, Laborde
a constaté que absorption se fait pendant les 8 premiers
jours el {|11':1u bout de ce femps un arrél hl‘llﬁtllll‘& S0 IJI'(J(_'I_,Ii[.
Le dosage du gaz absorbé a donné les chiffres suivants pour
trons vins diflerents :

OXTGEXNE ABSORBE €02 DEGAGE o2
- BRAPPORT

par litre par litre k (8]
Ireexpérience.. . H0,8 2.4 0,063
2° expérience.. . 81,0 a8 a.07
3¢ expérience.. . 11,2 3.3 ) 0,08

Ce tableau montre gu’itl n'y a pas seulement oxydation de
la maticre colorante, mais combustion de cette matiére et
production d acide carbonique.

Lagati a remargueé que par laddition des sels ferrenx, les
vins s'oxydent exactement comme sous laclion d'une dias-
tase. Le précipité qu’il obtint ainsi es i:J['nI][luu i ln‘:"f:ipil{r'.
des vins cassés; 1l ne se produil pas a I'abri de Lair, ni en
présence de Fanhiydride sulfurenx.

Cet auteur attribuna 'oxydation & la seule action des sels
ferreux, mais celle maniere de voir fut rélulée de facon con-
cluante par Laborde. kn effet, la dose maxima de fer a I'état
ferreux contenu dans un vin, ne peul absorber que 10 cen-
timetres cubes d'oxygéne, tandis que le vin cassant en absorbe
Jusqu’a 110 centimeétres cubes par litre. A ¢dlé de 'action du

sel ferrenx, s'exerce done aussi celle d'une diastase.

Action de la tempeérature. — D’apres Cazeneuve,
|'n'n[nIuJ.'1.~:{' se montre peu senszible aux basses lempéralures :
a 0% el méme an-dessous 'oxydation se produit encore. A (65°
la diastase n'est pas entiecrement détruite; pour que la des-
truction soit compléte, 1l faut élever la température a 70°
=2, Martinand fixe la température de destruction & 72° pen-
dant 4 minutes, ou & 35° pendant une heure.
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Bouflard fit, & ce sujet, des expériences inléressantes. Dans
3 tubes A, B, G, 1l mit: en A, une solution agueuse de diastase ;
en B, la méme solution, additionnée d'une certaine quantilé
d'aleool & 10°; en C une solution de la méme diastase addi-
tionnée de o*".5 daciude |Ft|‘||‘il|ll["'. l.a lempéralure de des-
truction fut déterminée pour chague essai et on obtint les
resullats suvants:
TEMPERATURE

BE DBESTRUCTION

Solution aqueuse neutre. . - . o oL o o o 7290
Balnbian—l=alesol A T00.  n ol e e s ae e e e o
Solution -+ acide tartrique.. . . . . . .« . . . D2t

On voil que la présence d'alcool el d’acide laririgue abaisse
Ia lempérature de destruelion. |,:J|‘:~'r!||'n|!| ajoule 20 pour 100
d'alcool, la température de destruction s’abaisse encorede 5°.
A 6o, dapres le méme auteur, activite subsiste pendant
9 minules, |1111.-= déeroil el ||i:~'p.‘|1'.‘n’l :':}:t!|:“‘h‘|m'r‘11 au boul
de 20 munules,

Laborde a étudié action de la température dans un liquide
l“EIHHHiflIII" acide conlenant D unilés :|*n'~._n|.'|.~'-{'. I porle ces
|if|llii[t":-'~ a différentes lemperatures el, apres refroidissement,
il détermine la {||l:ml'|l1’- de substance active reslante. Ces

essals ont fournt les ehiffres suivants :

TEMPERATULE NYYDASE
e e
ALETIVE ||'II: TRRUITE
G 2, 30 2,70
{1 .30 Ao
et s g
70 (WY e |
== = r -
ll_.'I' f:l..!.l Jo» 2ad
ball o.0h .05
o 0 a3

Lia h*lnlu'-l'il!lli'v de destruction de 1'nl|n_1_‘m_‘n|:|:~':- esl done



358 LES ENZYMES

située entre 70" et 75, mais lactivité de l'enzyme diminue
déja considérablement a Go®.

Action des agents ehimiques. — D apres Martinand,
une addition d’acide retarde oxydation et une addition d’al-
cali, au contraire, est favorable i la fixation de hn}ll._:{"rnr‘..

Cependant, lorsque le vin possede déja par lui-méme une
acidilé naturelle assez considérable, N'oxydation se fait, méme
sans 1'addition de diastase.

L’alcool concentré allére la diastase, mais Ialcool élendu
el le vin titrant g° la laissent absolument mntacte.

Le phosphate tricalcique et lacide tartrique sont sans
action accélératrice ou relardatrice sur Foxydation. Le formol
(aldéhyde formique) est aussi sans action. :

Les acides gallique, pj.'rm.‘ul{"t'hi{lun el ra;llit'_}'H:lnn empé-
chent 1'{11}11:1[1{111.

L’acide sulfureux. 4 la dose de 0,01 a 0.08 par litre, para-
Ivse l'action de 'enoxydase el produit sa destruction. Ce
fait a ete démontre par Bouflard et Cazeneuve. Cazeneuve,
en additionnant une certaine ¢uantité de vin de 0,00/
crammes d'acide sulfurenx, précipita la diastase de ce vin
par les méthodes ordinairves, lava le |:r‘{'-{‘i|}ilt’: a laleool, et le
recueillit. Au bout de quelque temps, le précipité redissous dans
I'ean ne donnait plus de coloration avec la teinture de gaiac.
Lacide sulfurenx avait done agi directement sur la diastase.

L'cenoxydase est éminemment altérable. En présence de
I"air, elle se détruit progressivement par absorption d'oxygene.
En exposant une solution d’oxydase & I'air, Laborde a oblenu
les ehiffres suivants :

ORXYIASDE
. - e e . e,
DURFE DE L AERATION T EGTIE
S ONEES NCe R S 3.h 2.0
ho— 3,0 T
f—— .4 d.1

-_—

..
o |
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(n remarque (ue la destruction, qui est rapide au début, se
ralentit tres sensiblement apres le deuxieme jour.

Autres oxydations du vin.— D’aprés Martinand, oxy-
dase joue aussi un role dans Famélioration des vins par le
vieillissement. 11 a pu, en effet, produire artificicllement, par
addition d’oxydase, le vieillissement d'un vin de Bourgogne.

Le vin, additionné d'oxydase et exposé & Pair pendant 48
heures, prend une couleur plus jaune et un parfum de vin
vieux. La coloration de ce vin répond aun violet ronge 354 du
vino-colorimetre Salleron, avant Poxydation; apres 'expo-
sition & 'air, en présence de loxydase, la teinte correspond
au troisieme rouge jof.

L'oxydation du sucre et de acide tartrigue du vin doit élre,
d’apres Martinand, rapportée & une cause du méme genre.

LUne action particuliere de l'oxydase a pu étre conslatée
sur certains raisins d’Amérigue.

Ces raisins ont un goil parfume désagreéable qui se perd
par acralion: mais lorsqu’ils sont soumis a une lempérature
de 100", ils conservenl une saveur particulicre qui disparait

par laddition de diastase oxydante.

Oxydine.

Boutroux, en étudiant la cause de la coloration du pain
bis, découvrit dans le son une substance active ressemblant
ala lacease el i[u'il appela oxvdine.

Quand on laisse macérer le son pendant une demi-heure
avee son volume d’eau, on obtient, par filtration sur des bou-
gies en biscuit, un liguide limpide, blond, qui, & I'abri de Fair,
se conserve sans changer de couleur.

Mis an contact de l'air, ce liquide prend une teinte brune
qui, avec le temps, devient plus foncée et finit par devenir
noire. Celte coloration nese produit pasdansune infusion portée
A 100"
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Boutroux est parvenu & séparer de linfusion Penzyme
oxydant el la substance qui subit Poxydation. En additionnant
d’alcool infusion filtrée ; Noxydase se precipite sans entrainer
la subslance oxydable. :

On peut oblenir, par ce moyen, deux solutions qui sépa-
rément ne changent pas de couleur en présence de lair el
qui. mélangées. brunissent sous I'influence de oxygeéne.

Pour préparer U'oxydine, on fait maedrer le son dans une
atmosphere de gaz carbonique et on filtre dans les mémes
conditions. Le liguide filtré est additionné de 3 volumes
d’aleool & gd? et le précipité est lavé a Taleool & 82° sur filtre
en papier. Le filtre s‘imprégne dune substance amorphe,
brune, diflicile & détacher. On découpe le filtre en mor-
ceaux el on seche dans le vide. Ce papier, mmprégné de
substance active, agit énergiquement sur linfusion de son
stérilisée ; elle oxyde aussi hydroguinone comme la lacease.

[ oxydine est aussi précipitée par le chlorure de sodium.
Une infusion de son salurée de ce sel ne se colore |]]!iH 1l
présence de air. L'enzyme se trouve évidemment précipité
mais le précipilé n’est pas actif,

L'oxydine joue un role tres important dans la coloration
du pain bis, maisdans ce phénomene intervient anssi amy-
lase. Les deux enzymes conlenus dans le son agissent par
des voles diflérentes.

L intervention de l'oxydase se manisleste pendant laprépara-
tion de la pite et dans les premiers moments de la fermenta-
tion panaire. La matiere oxydable du son se transforme & ce
moment en maliére colorante. |;‘t:|".l‘|.'i[fl[i{'lll (ue Eu’uduﬂ I'cn:.—
dine se trouve paralysée par lacidité et lorsque la fermentation
panaire est devenue plus aclive, I'oxydine cesse dagir.

La couleur de la pite devient encore plus foncée par la
cuisson. Dans cetle phase du travail, ¢’est Pamylase qui in-
tervient. L'amidon, qui se (rouve en suspension dans la pite
avant la euisson, se liquelie partiellement sous I'influence de
amylase du son. 11 se produit une soudure entre les parties
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non encore liquéfices. La masse change de struclure et ce
changement produit la eoloration. La coloration de la farine
}‘uull'l'ﬂh ¢lre influencée aussi par une substance se trouvanl
dans le germe du blé. Dapres unecommunictaion verbale que
m'a faite Albifiana fils de Barcelone, personne [reés experte
dans les questions de minoterie, la farine obtenue avee des
grains dégermds est blanche et inaltérable, tandis que la pré-
sence des germes, méme en llll:llll]lﬁ relativement Pl’,‘li[f",
fournil une pile se colorant trés |'.ii|lifl-r"|||{"|'|l_ Il est ju‘nl}nhln
que les germes contiennent une oxydase ou une autre dia-
stase analogue.,

Dléase.

Les olives fraiches, mises en tas, se meltent facitlement i
fermenter. On constale une élévation de température. nn
dézagement d’anhydride carbonique avee formation d’acide
acétique el d'autres acides gras. Talomer a démontré (ue cetle
fermentalion était provoquée par un enzyme qu’il a nommé
oléase.

Cel agent se trouve parfois dans I'huile d’olive dans laquelle
il provogue une altération profonde. Sous son action. 1'huile
devient rance par suile de la formation d’acides gras et se
décolore par suite de la précipitation de la matiére colorante.
Cette deécoloration est favorisée par la lomicre.

L'oléase estisolée de Phuile par agitation avec de Peau. On
obtient ainst une solution aqueuse de enzyme et huile
reste ensuite altérée.

La température optima pour Paction de Poléase est infé
rieuse & 35° Lacidité du milien paralyse action diasta
sigque el ¢'est grice A celte circonstance que altération de
I'huile est souvent pen profonde. Iacide gras formé empéchant

Vachion de oléase.
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1. — But de P’Institut des Fermentations.

L'Institul des Fermentations s'occupe de tout ce qui concerne
les fermentations, au point de vue purement scientifique, au
point de vue de lenr application industrielle et au point de vue
des sciences médicales.

L'Institutl des Fermentations se propose :

De donner aux personnes gqui font des fermentations 1'objet
de leurs études, un enseignement technigque complet, a la fjﬂis
théorique et pratique

Diinitier les étudiants, sortis des éeoles Hufn'*ri{?ur{*s et qui
désirent se spécialiser, a la pralirﬁ‘m des industries rentrant dans
son cadre et aux méthodes scienfiligues propres i ces industries -

De permettre aux praticiens de se tenir au courant des progrés
incessants de I'étude des fermentations.

I1. — De I’Enseignement.
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Un laboratoire de chimie analylique, un laborateire de bacté-
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L’étudiant choisit le on les cours qu'il veul suivre et le labo-
ratoire o il désire travailler.

L’'Institut délivre des certificats de [réquentation aux éléves qui
ont suivi assidiiment les cours. Il délivre aussi des diplomes aprés
un examgen portant sur toutes les branches théorigues el pratiques
qui ligurent au programme.

Les personnes s'occupant uniquement des applications indus-
irielles seront dispensées de 'examen sur la }tht{-riﬂlﬂgiﬂ mddi-
cale.

IV. — Minerval.

Le minerval pour la |u'*|'im]1= d’été est de 200 franecs pour les
cours théoriques et de 1oo francs i]mnr les cours pratiques.

L' inseription pour des cours 1solés cotte 30 franes par cours.

Les élovesde tous les établissements d'enseignement supérieur,
de Belzigue ou de I'étranger, peuvent obtenir une réduction de
Ho pour 100 sur linseription générale ou I'inscription aux travaux
|1r::lii||w5. %

Le droit d'inseription & 'examen esl de bo francs.















