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La bière est une boisson alcoolisée dont la consommation a été supérieure à 160 

milliards de litres en 2008 qui pourrait atteindre les 200 milliard de litres en 2015 (données 

e-malt.com). Avec une capacité de production de 1,5 million de tonnes de malt par an et une 

exportation de près d'un million de tonnes de malt par an, la France se place en troisième 

position des pays producteurs de malt en Europe et en première position pour l'exportation au 

niveau mondial en 2009 (données e-malt.com). Pour garder cette place de "leader" dans 

l'exportation de malt, les malteurs de France s'investissent dans la recherche et le 

développement des procédés de maltage. Ce procédé se décompose en trois grandes étapes : la 

trempe, la germination et le touraillage. La phase de trempe permet d'amener l'humidité du 

grain aux environs de 42-45 % pour que la germination soit optimale. Une bonne répartition 

de l'eau dans l'albumen du grain en fin de trempe conditionne la qualité du malt. Le 

touraillage est une étape de séchage qui ramène la teneur en eau du grain entre 2 et 5 %. Cette 

opération nécessite aujourd'hui une consommation énergétique de 750 à 1000 kWh/tonne. 

Compte tenu de la production annuelle française de 1,5 milliard de tonnes de malt, cela 

correspond à une dépense énergétique d’environ 1,25 milliards de kWh, soit environ la 

consommation électrique d'une ville de 160 000 habitants (données issues du site internet 

www.cia.gov/library/publications/the-world-factbook/).  

Dans le contexte actuel d'économie d'énergie, des études préliminaires ont montré 

qu'une diminution de l'hydratation des grains durant la trempe, de 43 à 38 % d'humidité par 

exemple, conduirait à un gain d'énergie de 260 à 350 kWh/tonne. Par ailleurs, moins d'eau 

serait nécessaire en trempe et donc les effluents rejetés s'en trouveraient amoindris. Dans ce 

contexte, les études du projet "MALTECO" (soutenu par l’Agence Nationale de la Recherche) 

avaient pour objectif d'étudier le maltage d'orge brassicole à faible humidité pour réduire la 

consommation d'énergie tout en préservant la qualité du malt. Une première partie de ce 

projet consistait à évaluer les modifications physico-chimiques et biochimiques aux étapes 

clés du maltage induitent par des modifications de diagrammes de trempe (hydratation du 

grain, répartition de l’eau dans l’albumen, synthèse, diffusion et action des enzymes 

hydrolytiques lors de la germination). D'autre part, ce projet visait à décrire les mécanismes 

de diffusion de l’eau dans le grain ainsi que les barrières hydrophobes. L’ensemble du projet 

ANR Malteco impliquait plusieurs laboratoires : l'équipe de Françoise Corbineau de 

l'université Pierre et Marie Curie, l'équipe de Valérie Guillard de l'INRA de Montpellier, 

l'équipe de Michel Fick de l'ENSAIA de Nancy, l'équipe de Loïc Foucat de l'INRA de 

Clermont-Ferrand et les membres de l'IFBM de Nancy et l’équipe de Didier Marion. 
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Durant le maltage, utiliser des grains d'orge faiblement hydratés est une nouvelle 

approche envisagée pour diminuer de façon significative à la fois la quantité d'énergie utilisée 

pour sécher les grains lors du touraillage et fonction du diagramme de trempe la quantité d'eau 

rejetée. Il a été évalué (Patrick Boivin, communication personnelle) qu'une diminution de 5 % 

du taux d'hydratation d'un malt non-touraillé permettrait d'économiser 20 % d'énergie 

thermique et électrique ce qui correspond à 0,25 milliard de kWh par an pour l'industrie 

française soit environ la consommation électrique d'une petite ville de plus de 30 000 

habitants (d'après le site internet www.cia.gov/library/publications/the-world-factbook/). La 

principale étape à réaliser pour mettre en place ce maltage à faible hydratation consiste à 

vérifier la qualité des malts obtenus dans de telles conditions. 

 

Cette thèse, réalisée dans le cadre du projet ANR MALTECO, a eu deux principaux 

objectifs : étudier l'impact d'un maltage à faible hydratation sur la qualité du malt et 

caractériser les barrières hydrophobes (assises cuticulaires) du grain d'orge en relation avec la 

diffusion de l’eau dans les grains d'orge. Les première et deuxième parties ont consistés à 

étudier la localisation et les caractéristiques biochimiques et structurales de protéines clés 

pour le brassage (enzymes hydrolytiques du grain telles que les β-glucanases et α-amylases et 

protéine pro-mousse telle que la LTP1) au cours de la germination du grain d'orge (Marion 

and Bakan 2009). La troisième partie a été centrée sur la caractérisation biochimique et 

structurale des assises cuticulaires dans les différents compartiments du grain et leur 

variabilité dans différents cultivars.  
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Chapitre I. L'orge et le procédé de maltage 
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L’orge (Hordeum vulgare) est une céréale à paille originaire du Proche-Orient. Elle 

est, avec le blé, cultivée par l’homme depuis plus de 10 000 ans ce qui en fait une des plus 

anciennes céréales de grande culture. Pauvre en gluten et donc difficilement panifiable 

comme le blé, l’orge a donc plutôt été utilisée pour l’alimentation animale ainsi que pour la 

fabrication de galettes ou de bouillies. C’est probablement au hasard d’une bouillie laissée de 

côté que la découverte de son utilisation comme pain-boisson (ancêtre lointain de notre bière 

actuelle) a été faite. Au cours des siècles et des lieux de fabrication de la bière, c’est toujours 

l’orge qui est restée la céréale majoritairement utilisée, les orges ayant été sélectionnées pour 

améliorer au fur et à mesure les qualités des malts et de la bière qui en résultait.  

Il est possible de produire de la bière avec d’autres céréales comme le blé, le sorgho 

ou le sarrasin, mais l'orge reste la céréale présentant le plus de caractéristiques favorables à 

son utilisation pour la fabrication de la bière. En effet, l’orge est une céréale vêtue : comme le 

blé elle possède des enveloppes qui diminuent le risque de développement des moisissures. 

Contrairement au blé, ces enveloppes sont très adhérentes au grain mature. Le grain et la 

plumule sont ainsi protégés contre les chocs lors de la manutention pendant la récolte et 

durant le transport. De plus ces enveloppes servent de média filtrant de la maïsche lors du 

brassage ce qui va permettre d’obtenir facilement un liquide exempt de la plupart de 

particules solides. L'orge possède de plus une composition biochimique adaptée pour son 

utilisation en malterie/brasserie avec une production enzymatique (amylases, protéases, 

glucanases, …) favorisant la fermentation, un amidon avec une température basse d'empesage 

(60°C) et la présence de composés organoleptiques (protéines, phénols, …) retrouvés dans la 

bière en fin de procédé. 

 

I-1. Morphologie et histologie du grain d'orge  

 

Il existe plusieurs types d’orge, en brasseries seules certaines variétés sont utilisées 

parmi lesquelles l’orge à deux rangs (Hordeum distichum) et l’orge à six rangs (Hordeum 

polystichum) (Figure 1). On distingue par ailleurs des orges de printemps et des orges 

d’hiver. L’orge de printemps ne nécessite pas de températures basses pour produire des 

organes reproducteurs (fleurs) contrairement à l’orge d’hiver qui a besoin de froid 

(vernalisation) La levée de dormance des grains peut, elle, être effectuée par le froid mais peut 

également être causée par de la chaleur, de longues journées, la présence de gibbérelline ou 

d'auxine (Chouard 1960). 
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Figure 1. Vues et organisations générales d’un épi d’orge. 

Photographies d'épis d'orge à deux rangs (gauche) (http://www.irishwildflowers.ie/pages-grasses/g-
1.html) et 6 rangs (droite) (http://barleyworld.org/FAQs/6row.jpg) ; schémas de variété à deux rangs 
(a) et à six rangs (b). (Schémas d’après Briggs, 1998)  

 

Le grain d’orge est composé de plusieurs parties : les enveloppes organisées en 

plusieurs assises (testa, péricarpe, glumelles), l’embryon, la couche à aleurone et l’albumen 

amylacé (Figure 2a). 

 

I-1-1. Les glumelles 

 

Les glumelles constituent l’enveloppe externe du grain d’orge et représentent environ 

10 % de son poids sec. On distingue les glumelles dorsales (lemma) des ventrales (palea). Les 

glumelles sont principalement formées de cellulose (20 %), d’hémicellulose (30-45 %) et de 

lignine (10-20 %) (Tableau 1) (Moldes et al. 2002; Höije et al. 2005). Elles contiennent 

également des polyphénols qui influencent la stabilité colloïdale de la bière (Siebert and Lynn 

1997, Siebert 1999, Mikyska et al. 2002). Les enveloppes jouent un rôle important puisqu’en 



7 

 

malterie elles protègent la plumule (ou acrospire), qui se développe au cours de la 

germination, contre les chocs durant le procédé de maltage. 

 

Figure 2. Morphologie du grain d’orge. 

(a) Coupe longitudinale d’un grain d’orge. (b) coupe transversale des enveloppes, de la couche à 
aleurone et de l’albumen amylacé d’un grain d’orge (D’après Briggs, 1998)  

 
 

Tableau 1. Composition des glumelles de l'orge 

 

D'après 
Moldes et al. 2002, 

Cruz et al. 2007 
Hoijeet al. 2005 

Hémicellulose 32,7 % 46,0 % 

Cellulose 23,0 % 21,0 % 

Lignine 21,4 % 12,0 % 

Protéines - 10,0 % 

Amidon - 8,0 % 

Lipides - 3,0 % 

Autres 22,9 %   

 

couche à aleurone lemma péricarpe testa coléoptile
acrospire

scutellum

radicules
coléorhize

région 
micropylaire

épithélium scutellaire
rachis

région sous-aleuronique

albumen amylacé

paléa

FACE VENTRALE

FACE DORSALE

a

b
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I-1-2. Le péricarpe 

 

Le péricarpe est composé de plusieurs types de cellules qui se situent entre les 

glumelles et la testa. Il est séparé des glumelles par une couche protectrice cuticularisée 

appelée épicarpe et est soudé à la testa (aussi appelé tégument séminal) (Figure 2b) (Freeman 

and Palmer 1984; Briggs 1998). Cette couche agit comme une membrane semi-perméable 

permettant les échanges gazeux (Briggs 1998). Sur sa face externe, le péricarpe est formé de 

l'hypoderme et sur sa face interne, de cellules croisées de forme rectangulaire et situées près 

de la testa (Figure 2b, Figure 3). La testa est entourée de deux zones cuticulaires, la plus 

interne issue du tissu nucellaire étant plus fine que la plus externe qui est issue des cellules de 

la testa (Briggs 1998). 

 

 

Figure 3. Coupe transversale d’un grain d’orge  

Photographie en microscopie optique d'une coupe de grain d'orge fixée dans de la paraffine. Les 
zones hydrophobes sont mises en évidence grâce à une coloration avec du rouge soudan.  
Gl = Glumelles. Pe = Péricarpe. Te = Testa. Al = Aleurone. (INRA Nantes) 

 

I-1-3. L'embryon 

 

Situé dans la partie dorsale de la graine, les deux composants majeurs de l'embryon 

sont l'axe embryonnaire qui formera la plantule au cours de la germination et le scutellum qui 

aura un rôle dans la synthèse d'enzymes et le transfert des nutriments de l'albumen vers 

l'embryon lors du développement du grain. A maturité l'embryon se divise en trois régions : la 
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tige (coléoptile), le mésocotyle et les radicules enveloppées dans le coléorhize. Le mésocotyle 

et l'axe embryonnaire se trouvent entre le coléoptyle et les radicules (Briggs 1998). Le 

scutellum, bordé sur son côté dorsal par l'axe embryonnaire et sur son côté ventral par 

l'albumen amylacé participe activement à la germination en sécrétant de l'acide gibbérellique 

(hormone végétale de croissance) et en synthétisant dès le début du processus de germination 

les enzymes nécessaires à la mobilisation des réserves accumulées dans l'albumen amylacé 

(Ranki and Sopanen 1984; Stuart et al. 1986; Fincher 1989; Ranki et al. 1990). Enfin, 

l'embryon contient des composés responsables de la flaveur de la bière, en particulier des 

composés soufrés responsables de certaines flaveurs de la bière (diméthylsulfure) (Anness and 

Bamforth 1982; Yang et al. 1998). 

 

I-1-4. L'albumen 

 

L'albumen est le tissu de réserve de l'orge, il contient des grains d'amidon, des 

protéines de réserve, des lipides et des polysaccharides pariétaux (Tableau 2). L'albumen est 

composé de la couche à aleurone et de l'albumen amylacé (Fincher and Stone 1986; Jadhav et 

al. 1998; Sullivan et al. 2010). C'est la composition particulièrement riche en β-glucanes des 

parois de l'albumen amylacé qui fait de l'orge la céréale la plus adaptée au maltage comparé 

au blé et au riz (Tableau 3). 

 

Tableau 2. Composition de l'albumen d'orge. (D'après Sullivan et al. 2010) 
Am= Albumen amylacé. Al = couche à aleurone. 

 

  Proportions 

Amidon 
Amylose 

52-78 % 
25,0 % 

Amylopectine 75,0 % 

Fibres 13-14 % 

Protéines 5-9 % 

Polysaccharides 
pariétaux 

β-glucanes 
6-8 % 

Am 70-75 % / Al 25 % 

Arabinoxylanes Am 20 % / Al 65-70 % 

 
Tableau 3. Composition des parois de l'albumen amylacé de l'orge, du blé et du riz. 

(D'après Fincher et al. 1986) 
 

 
Proportions 

 
Orge Blé Riz 

Cellulose 2 % 3-4 % 20-30 % 

β-glucanes 70-75 % 20-25 % 20-25 % 

arabinoxylanes 20-25 % 70-75 % 25-30 % 

glucomannannes 2-3 % 5-7 % 10-15 % 
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La couche à aleurone est composée de trois à quatre assises cellulaires dans le grain 

d'orge contrairement au blé où elle n'est formée que d'une seule assise (Figure 4). Elle est 

riche en matière azotées et en réserves lipidiques. A maturité, la couche à aleurone entoure 

l'albumen amylacé et une petite partie de l'embryon. Ces cellules sont morphologiquement 

distinctes des cellules de l'albumen amylacé et constituent le seul tissu vivant à maturité 

(Briggs 1998). Au cours de la germination, le scutellum et l'embryon sécrètent des 

gibbérellines qui induisent notamment la synthèse des enzymes hydrolytiques dans les 

cellules à aleurone. Au cours de la germination, ces enzymes sont diffusent dans les parois des 

cellules à aleurone avant de migrer dans l'albumen amylacé. Elles vont intervenir sur la 

dégradation des polysaccharides pariétaux, les protéines de réserve et l'amidon fournissant 

ainsi les éléments nutritifs nécessaires au développement de l'embryon (Fincher 1989). 

 

 

Figure 4. Coupe transversale de grains de riz, de blé et d’orge (D’après Kamal-Eldin et al. 
2009). Observation par microscopie optique des différents tissus de grains de riz, de blé et d'orge 

(INRA Nantes). Gl = Glumelles; Pe = Péricarpe; Te = Testa; Al = Aleurone; Am = Albumen amylacé 

 

L'albumen amylacé est constitué de cellules "mortes" qui contiennent des grains 

d'amidon entourés de protéines de réserve, l'ensemble formant une matrice continue. Les 

parois cellulaires sont principalement composées de β-glucanes et d'arabinoxylanes 

(polysaccharides pariétaux, Tableau 2) (Fincher and Stone 1986; Fincher 1989) qui sont 

hydrolysés au cours de la germination. 

 

I-2. Les procédés de maltage et brassage : de l'orge à la bière. 

 

I-2-1. Le maltage : de l'orge au malt 

 

Le maltage se décompose en trois grandes étapes : la trempe, la germination et le 

touraillage (Figure 5 étapes 1 à 3). L'objectif du maltage est de produire des enzymes et de 
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préparer l’albumen pour sa dégradation lors du brassage. L’orge subit donc une germination 

contrôlée dans la malterie, pour cela plusieurs opérations se succèdent. Tout d’abord les 

grains d’orge sont nettoyés pour éliminer toutes les impuretés, puis calibrés afin de retirer les 

grains endommagés et de ne conserver que les grains ayant une taille la plus proche possible 

de 2,5mm. La trempe fournit ensuite à l’embryon une humidité et une température lui 

permettant d’initier le processus de germination (Kelly and Briggs 1992,Guillot et al. 2008). 

La germination permet alors au scutellum et à la couche à aleurone de produire les enzymes 

nécessaires à la modification du grain telles que les β-glucanases, α-amylases, xylanases et les 

protéases (Fincher 1989). C’est la synthèse de toutes ces enzymes qui permet de transformer 

l’albumen amylacé afin de le rendre hydrolysable en sucres simples lors du brassage. Les 

grains sont finalement soumis au touraillage qui consiste à sécher le grain grâce à de l’air 

chaud jusqu’à éliminer toute activité de développement embryonnaire et de stabiliser le malt. 

Le grain est également dégermé afin d’éliminer les radicelles. Durant cette phase, l’humidité 

du malt passe de 44-45 % à 3-4 % (Phiarais et al. 2005). Suivant la quantité de chaleur 

apportée lors du touraillage, on obtiendra un malt plus ou moins coloré. Toutes ces étapes 

permettent d’obtenir un malt dont la texture, la coloration, la flaveur et la composition sont 

adéquates pour son utilisation en brasserie. 

 

 

 
Figure 5. Les différentes étapes du maltage et du brassage 

 

 

1-Trempe

2-Germination

3-Touraillage

4-Concassage

5-Macération  

Brassage

6-Filtration 10-Filtration

7-Ebullition  

Houblonnage

8-Fermentation

9-Maturation 11-Conditionnement

Réalisé chez le malteur Réalisé chez le brasseur
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I-2-1-1. La trempe 

 

La trempe est une étape délicate du maltage qui influence considérablement la suite du 

procédé (Holmberg et al. 1997). Cette étape permet à l’embryon d’atteindre une humidité et 

une température nécessaire pour l'initiation de la germination (Guillot et al. 2008). La trempe 

est généralement réalisée avec une succession de périodes de sous-eau et sous-air (Wentz et 

al. 2004; Wijngaard et al. 2005; Tejinder 2007; Bryce et al. 2010) qui permettent au grain 

d’atteindre une humidité d’environ 43-45 % tout en évitant l’anoxie de l’embryon. La trempe 

permet également d’éliminer en surface du grain les impuretés et les microorganismes mais 

induit une perte en matières minérales, phénols et autres composés hydrosolubles. La trempe 

dure généralement entre 1 et 3 jours en fonction de la variété et de l’année de récolte de 

l’orge. Une trempe comporte deux ou trois sous-eau en fonction de l’efficacité du grain à 

absorber l’eau. Ces diagrammes de trempe sont régulièrement modifiés pour correspondre aux 

besoins en hydratation de chaque variété et à chaque récolte. Le dioxyde de carbone dégagé 

par la respiration du germe est éliminé pour éviter l'asphyxie du grain. 

 

I-2-1-2. La germination 

 

La germination permet de produire un maximum de substrats extractibles (acides 

aminés, glucides, …) grâce à la synthèse, la distribution et l'activité des enzymes dans le grain 

qui provoque la désagrégation de l’albumen. C’est durant cette étape que l’embryon 

synthétise les gibbérellines qui diffusent dans le grain pour atteindre le scutellum et les 

cellules de la couche à aleurone (Jones 1973; Lovegrove and Hooley 2000; Ritchie et al. 

2000; Chen and An 2006). Le scutellum et les cellules de la couche à aleurone produisent 

alors les différentes enzymes nécessaires à l’hydrolyse de l’amidon (amylases), des protéines 

(protéases et peptidases) et des parois cellulaires (β-glucanases et xylanases) fournissant les 

nutriments nécessaires au développement de l’embryon (Figure 6). Dans les conditions 

standard, pour obtenir une désagrégation optimale du grain, la germination dure 4-5 jours à 

15-20°C avec éventuellement une brumisation en continu pour maintenir une atmosphère 

d'environ 95 % d'humidité relative (Tejinder 2007). Le temps de germination est un 

compromis permettant d'atteindre un niveau suffisant d'hydrolyse des protéines et de 

biosynthèse des amylases tout en limitant les pertes de réserves par la respiration et la 

croissance de l'embryon. Le produit obtenu à la fin de la période de germination est appelé 

malt vert. 
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Figure 6. Représentation schématique de la production de gibbérellines et d'enzymes 

hydrolytiques lors de la germination. (http://5e.plantphys.net/article.php?ch=0&id=372) 

 

 

I-2-1-3. Le touraillage 

 

Le touraillage permet d’arrêter la germination en tuant l'embryon. Cela permet 

également de réduire l'humidité des grains, d'inactiver les enzymes d'intérêt sans les détruire 

et de développer l'arôme et la couleur du malt. Le touraillage s'effectue en faisant traverser les 

couches de grains de malt vert par un courant d'air chaud. Ce courant d'air chaud augmente 

par paliers de température généralement étalés sur 24 à 48 heures (Aastrup and Erdal 1980; 

Wentz et al. 2004; Tejinder 2007). La qualité de la bière finie dépend d'un contrôle strict du 

séchage et du "coup de feu" (dernière étape du touraillage). En effet, selon son degré et sa 

durée, le grain va devenir plus ou moins aromatisé et sa couleur varie du blond pâle au brun 

foncé voir noir grâce aux réactions de Maillard se produisant dans ces conditions (Coghe et 

al. 2006). Le touraillage se déroule en quatre étapes : l'évaporation de l'eau libre (12 à 22 

heures) permet d'évaporer l'humidité en surface. De l'air chaud à 40-60°C entre et ressort 

saturé à 25-30°C, ce qui fait descendre l'humidité du grain d'orge à 10-15 %. Ensuite, 

l'évaporation de l'eau liée (10 heures) permet de descendre la teneur en eau des grains à 6 % 

environ en faisant entrer de l'air à 65-75°C. Le "coup de feu" (4-5 heures) permet d'obtenir 

une teneur en eau inférieure à 5 % en faisant traverser de l'air chaud. Cet air peut avoir une 

température de 85°C pour obtenir des malts pâles mais peut monter jusqu'à 180°C pour les 
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malts les plus foncés (Coghe et al. 2006). Enfin le malt sec est refroidi par ventilation avec de 

l'air froid extérieur ce qui permet de le ramener à 30-35°C. 

 

I-2-1-4. Le dégermage et le stockage du malt 

 

Le maltage terminé, les radicelles qui donnent une saveur amère à la bière sont 

éliminées. Les grains ainsi obtenus forment le malt tel qu'il est stocké pour son utilisation en 

brasserie. Il faut compter 122kg d'orge issu des champs pour obtenir 100kg de malt fini. 

Durant le processus de maltage, le grain commence à 12-15 % d'humidité dans les champs 

puis passe à 42-45 % durant la trempe, taux qui est maintenu durant la germination avant 

d'être redescendu à moins de 5 % grâce au touraillage dans le malt fini (Figure 7) (Angelino 

1996). C'est à cette humidité que les grains de malt peuvent être conservés pendant plusieurs 

mois. 

 

 

 

Figure 7. Évolution de l’humidité du grain au cours du procédé de maltage 
(www.islayinfo.com/islay_festival_day3.html ; www.cfaitmaison.com/germs/graines3.html ; http://jg-
laurent.com/theorie/maltage.php) 

 

I-2-2. Le brassage : du malt à la bière 

 

Le malt est la matière première essentielle pour la fabrication de la bière. Sa qualité va 

influencer la solubilisation au cours du brassage d'une grande quantité de substances issues du 

grain désagrégé. La fabrication de la bière comprend 7 étapes : la mouture du malt, la 

macération/brassage, la filtration de la maïsche, l'ébullition du moût, la fermentation, la 

maturation et la filtration (Figure 5, étapes 4 à 10). Ces étapes sont suivies du 

conditionnement de la bière en vue de sa distribution. Au cours du brassage, un grand nombre 

d'évènements ont lieu : les composés préformés durant le maltage sont dissous, les enzymes 

produites durant le maltage transforment l'amidon en sucres fermentescibles, les protéases 

12% 4%42-44% 42-44%

Récolte Trempe Germination Touraillage



15 

 

continuent d'hydrolyser les protéines de réserve en éléments plus simples (acides aminés, 

peptides, polypeptides), l'ajout de houblon, ainsi que d'autres produits aromatiques, permet 

d'introduire des arômes supplémentaires à la bière, et les levures transforment les sucres 

fermentescibles en alcool. 

 

I-2-2-1. Le concassage et la macération/brassage 

 

L'opération de concassage consiste à broyer les grains de malt en séparant les 

enveloppes (appelées par la suite drêches) du reste du grain qui est transformé en farine. Le 

brassage est une étape durant laquelle les brasseurs se servent successivement des différentes 

enzymes produites ou activées durant le maltage afin d'obtenir les produits nécessaires à la 

fermentation. Le malt concassé et l'eau sont mélangés dans une cuve (mélange appelé 

maïsche) : c'est l'empattage. Cette maïsche est ensuite soumise à des paliers de températures 

successifs qui permettent l'action des enzymes en fonction de leur température optimale 

d'activité. Les enzymes protéolytiques et les β-glucanases sont les premières à être sollicitées, 

leur température optimale se situant entre 40 et 50°C (Kettunen et al. 1996; Palmer and Agu 

1999). La température est ensuite augmentée jusqu'à dépasser la température d'empesage de 

l'amidon (60°C pour l'orge) tout en restant dans la gamme optimale pour les enzymes de 

dégradation de l'amidon : entre 60 et 70°C (Ahokas and Manninen 2000; Wijngaard and 

Arendt 2006). Un dernier palier inactivant la majorité des enzymes est finalement réalisé 

avant la filtration.  

 

I-2-2-2. La filtration de la maïsche et ébullition du moût 

 

La macération conduit à un liquide (le moût) riche en sucres et en matières azotées 

assimilables par les levures. La filtration permet d'obtenir ces sucres et matières azotées 

débarrassées des écorces (glumelles) et des parties d'amande non-solubilisées. C'est pour cette 

raison que les enveloppes sont conservées lors du concassage car elles vont former, avec tous 

les résidus solides, les drêches qui ont un rôle de filtration du moût. Après cette filtration, le 

moût est porté à ébullition et est additionné de houblon. L'ébullition permet d'acquérir une 

stabilité biologique en stérilisant le moût, la coagulation de protéines, la formation de 

composés colorés (mélanoïdines) et de composés aromatiques grâce à la réaction de Maillard 

(Mackie and Slaughter 2002). L'évaporation qui se produit lors de l'ébullition concentre le 

moût ce qui permet d'obtenir la densité désirée. L'ajout de houblon durant cette étape permet 
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l'isomérisation des acides α-humolones en acides iso-α-humolones, plus solubles et amers, ce 

qui permet de développer la qualité organoleptique de la bière (Vaughan et al. 2005; Jaskula 

et al. 2009). Le moût est ensuite refroidi pour être dans une gamme de température acceptable 

pour la levure, aux alentours de 6-15°c en fermentation basse et 18-25°C en fermentation 

haute. 

 

I-2-2-3. La fermentation, la garde/maturation et la filtration 

 

La fermentation en elle-même est un processus anaérobie et exothermique sous la 

dépendance de la levure. La fermentation permet de transformer les sucres simples obtenus 

lors du brassage en alcool et gaz carbonique. Le moût refroidi est ensemencé par la levure (du 

genre Saccharomyces), alors appelée "levain". Dans un premier temps elle se multiplie 

rapidement grâce à l'oxygène présent puis, une fois celui-ci en trop faible quantité, la 

fermentation alcoolique démarre consommant les sucres fermentescibles présents. Deux types 

de fermentation sont principalement utilisés : la fermentation haute qui se déroule entre 18 et 

25°C pendant 2 à 5 jours, la souche utilisée (Saccharomyces cervisiae) remontant à la surface 

en fin de fermentation ; et la fermentation basse qui dure 5 à 10 jours entre 6 et 15°C, la 

souche utilisée (Saccharomyces uvarum) floculant dans le fond de la citerne à la fin du cycle. 

Après la fermentation, la garde permet d'obtenir les propriétés organoleptiques finales 

de la bière grâce à une maturation des composés. Durant cette étape, le gaz carbonique est 

dissous, les matières en suspension (levures, précipités formés par des protéines, des 

substances amères du houblon, des tannins) décantent, et la flaveur s'affine par élimination de 

certains composés volatils et par atténuation progressive de l'amertume du houblon. La bière 

est finalement filtrée avant d'être conditionnée (Figure 5, étapes 11 et 12). 

 

La qualité de la bière finie dépend donc des caractéristiques présentées par les malts 

utilisés lors de sa fabrication, caractéristiques qui dépendent des modifications biochimiques 

ayant lieues lors du maltage et pouvant avoir un impact tout au long du procédé de 

fabrication. 
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I-3. Les grands paramètres biochimiques de la qualité du malt 

 

I-3-1 Les protéines 

 

Les orges brassicoles sont caractérisées par leur taux en protéines et polypeptides de 8 

à 11 %.  

Les protéines ont un impact tout au long du procédé de fabrication de la bière avec des 

effets variables. Des études ont suggéré au cours du maltage que les hordéines pouvaient avoir 

un impact sur la prise d'eau de l'orge, leur accumulation dans la région sub-aleuronique jouant 

un rôle de barrière à la diffusion de l'eau (Molina-Cano et al. 2002). Il a également été montré 

que des protéines en s'associant à des polyphénols sont responsables du trouble qui peut se 

former lors des dernières étapes de fabrication de la bière (Siebert 1999; Riverol and Cooney 

2003). D'autres études ont montré que la composition en protéines de l'orge varie au cours du 

process, (Ostergaard et al. 2002; Perrocheau et al. 2005). En effet, beaucoup de protéines sont 

éliminées au cours du procédé de fabrication pour finir avec un protéome de la bière 

majoritairement représentés par deux protéines faisant partie des albumines : la protéine Z et 

les protéines de transfert de lipides (LTPs) (Marion and Bakan 2009) (Figure 8). Ces deux 

protéines ont également toutes les deux été associées à la stabilisation de la mousse de bière 

(Evans and Hejgaard 1999; Iimure et al. 2008). 

La protéine Z fait partie de la famille des serpin (serine protease inhibitor). Quatre 

isoformes sont présentes dans l’orge avec une masse moléculaire d’environ 40kDa. Elles 

représentent 5 % des albumines de l'orge et leur concentration dans la bière peut atteindre 

170mg/L (Mills et al. 1998; Steiner et al. 2011). Bobalova et al. (Bobálová et al. 2010) ont 

montré que cette protéine est glucosylée à partir du deuxième jour de maltage, 

vraisemblablement grâce à la réaction de Maillard, ce qui modifie ses propriétés physiques et 

contribue probablement à son rôle dans la stabilité de la mousse. De plus, durant l'ébullition 

du moût une grande partie des protéines issues du malt précipitent ce qui permet alors 

d'augmenter les proportions de protéine Z et de LTP1 dans la bière (Perrocheau et al. 2006).  
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Figure 8. Structure des protéines majoritaires de la bière. 

(a) Protéine Z (structure de la serpin α1-antitrypsin homologue, entrée pdb 1QLP ; Elliott et al. 2000). 
(b) LTP1 d’orge (entrée pdb P07597 ; Heinemann 1996).  

 

Parmi les LTP d'orge, deux familles principales, présentant des masses moléculaires 

différentes, peuvent être isolées. La nsLTP1 (non-specific LTP1) a une masse de 9kDa 

environ, tandis que la nsLTP2 a une masse de 7kDa environ. Dans le grain d'orge, à la fois la 

LTP1 et la LTP2 ont été isolées (Skriver et al. 1992; Kalla et al. 1994), mais seule la LTP1 

semble présenter une forte importance pour la fabrication de la bière (Iimure et al. 2008; 

Steiner et al. 2011). En effet, la quantité de LTP2 est dix fois inférieure à celle de la LTP1 

dans la bière (Jegou et al. 2000). En technologie alimentaire, les nsLTP1 ont été 

principalement étudiées pour deux raisons : ce sont des protéines ayant un fort potentiel 

allergène (Marion et al. 2004; Palacin et al. 2009; Zoccatelli et al. 2010), et la LTP1 d'orge 

représente 50 % des protéines solubles de la bière où elle présente des caractéristiques 

favorisant la stabilité de la mousse (Evans and Hejgaard 1999; Jegou et al. 2000; Gorjanovic 

2007; Okada et al. 2008; Steiner et al. 2011). 

 Les nsLTPs comportent toutes huit résidus cystéine très conservés qui sont toujours 

impliqués dans des ponts disulfure intramoléculaires dont les connexions sont strictement 

conservées (Figure 9).  
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Figure 9. Distribution et liaisons des cystéines dans la séquence primaire des nsLTP1. 

La distribution des hélices est indiquée par des rectangles. (D’après Douliez et al. 2000) ; C = résidu 
cystéine ; X = résidu autre que cystéine 

 

La structure de la LTP1 d'orge a été déterminée en 1996 (Heinemann et al. 1996). 

Cette protéine comprend quatre hélices α et des coudes ainsi qu'un début d'hélice 310 à 

l'extrémité C-terminale. Le repliement est stabilisé par quatre ponts disulfures qui entraînent 

la présence d'une cavité hydrophobe au sein de la protéine (Figure 10a). La surface de ce 

tunnel est composée d'acides aminés hydrophobes qui offrent un site de liaison potentiel pour 

les ligands hydrophobes ou amphiphiles tels que les lipides (Figure 10b) (Lerche et al. 1997; 

Bakan et al. 2006; Bakan et al. 2009).  

Contrairement à la protéine Z, les modifications que subit la LTP1 au cours du 

maltage ont été décrites (Douliez et al. 2000; Gorjanovic 2007; Gorjanovic 2010). En effet, la 

LTP1 native ne possède pas les caractéristiques pro-mousse recherchées par les brasseurs 

(Sørenson et al. 1993), c'est au cours du procédé de fabrication du malt et de la bière que la 

LTP1 subit diverses modifications lui donnant ces caractéristiques. Cette protéine peut ainsi 

subir des acylations (Figure 11) (Bakan et al. 2006), des glucosylations grâce à la réaction de 

Maillard (Jégou et al. 2001) ayant lieu principalement au niveau des résidus lysine de sa 

chaîne polypeptidique (Chmelik et al. 2009), des oxydations et être dénaturée. Toutes ces 

modifications de la LTP1 participent à l'augmentation de ses propriétés pro-mousse. Ces 

changements structuraux apparaissant au cours du procédé de maltage (touraillage), sont en 

fait des marqueurs pertinents permettant d’apprécier les modifications des protéines durant le 

maltage et le brassage (Gorjanovic 2007). 

 

I-3-2 Les polysaccharides pariétaux 

 

Dans l’orge, les polysaccharides pariétaux sont principalement constitués 

d’arabinoxylanes et de β-glucanes. Ces polymères sont principalement retrouvés dans les 

parois cellulaires des différents tissus du grain et sont en proportions différentes en fonction 

du tissu observé. Dans les parois des cellules à aleurone, on retrouve la proportion 
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arabinoxylanes / β-(1-3)(1-4)-glucanes de 70 %/25 % . Ces proportions sont inversées dans 

l’albumen amylacé (20 %/75 %). 

 

 

Figure 10. Structure de la LTP1 d’orge.  

(a) Structure de la LTP1 native avec hélices et résidus cystéines avec leurs chaînes latérales mis en 
évidence (hélices colorées de différentes couleurs, chaînes latérales des cystéines en rouge et ponts 

disulfures en noir). (b) Structure de la LTP native (rouge) et de la LTP avec un adduit lipidique (vert) 
avec une représentation transversale en dessous (D’après Bakan et al. 2009). La molécule de TFA est 
un artefact de cristallisation. TFA = acide trifluoroacetique. 

 

a

b
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Figure 11. Acylation de la LTP1 lors du maltage.  
Attaque nucléophile du groupement époxyde par la fonction carboxylique de la chaîne latérale de 

l’asparagine 7 de la LTP1 d’orge. (D’après Bakan et al. 2006) ; LTP1b = LTP1 acylée 
 
 

Les arabinoxylanes sont des enchaînements de xylanes liés par des liaisons β-(1-4) 

avec des unités arabinose branchées en α-(1-2) et α-(1-3) pouvant elles même être reliées à de 

l’acide férulique (Sungurtas et al. 2004) (Figure 12). Cet enchaînement de pentoses est à 

l'origine de leur appellation commune dite de pentosanes. Ces polysaccharides ont été 

associés à des problèmes de filtration et de viscosité lors du procédé de fabrication de la bière 

(Sadosky et al. 2002), notamment lorsque des oligomères solubles de grande taille sont 

retrouvés (Sadosky et al. 2002). Il faut néanmoins remarquer que les xylanases (enzymes 

dégradant les arabinoxylanes) sont produites tardivement lors de la germination du grain 

d'orge en comparaison d'autres enzymes telles que les β-glucanases (Slade et al. 1989; 

Sungurtas et al. 2004), et ces arabinoxylanes sont peu présents dans l'albumen amylacé. C'est 

pour ces deux raisons que la dégradation des pentosanes a été peu étudiée comparée à celle 

des β-glucanes. En effet, lors d'un maltage classique comportant 5 jours de germination, les 

xylanases ne sont actives que peu de temps à cause de cette synthèse tardive. 

Les β-glucanes sont des enchaînements de glucose. Il existe 3 formes de β-glucanes : 

des β-(1-3)-glucanes et des β-(1-4)-glucanes qui sont uniquement reliés entre eux par des 

liaisons β-(1-3) ou β-(1-4) respectivement. La troisième forme de β-glucanes, majoritaire dans 

le grain d'orge, est constitué de liaisons β-(1-3) et β-(1-4) (Fincher and Stone 1986). 

L'organisation de ces β-(1-3)(1-4)-glucanes suit généralement l'enchaînement suivant : 2 ou 3 

liaisons β-(1-4) entre 2 liaisons β-(1-3). Ces enchaînements représentent environ 85 % des 

β-(1-3)(1-4)-glucanes (Edney et al. 1991). Des blocs plus longs ainsi que des enchaînements 

de liaisons β-(1-3) ont été observés mais plus rarement (Fleming and Kawakami 1977). 
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Figure 12. Structure des arabinoxylanes et β-glucanes des parois des cellules à aleurone 
et de l’albumen. 

(a) Arabinoxylanes. (b) β-(1,3)(1,4)-glucanes. Les sites d’hydrolyse des différentes enzymes sont 

indiqués. (D’après Dornez et al. 2009)  
 

 

Comme pour les arabinoxylanes, ces β-glucanes ont un impact sur la filtration et la viscosité 

lors de la fabrication de la bière (Bathgate 1983; Sadosky et al. 2002). Cependant, compte 

tenu de l'abondance des β-glucanes, la viscosité a principalement été corrélée à l'hydrolyse de 

ces polysaccharides. Du fait de l'abondance de ces β-glucanes dans les parois de l'albumen 

amylacé sous forme de "maillage" (Figure 13), il a également été montré un lien entre la 

friabilité du malt et la dégradation des β-glucanes (Wentz et al. 2004; Gianinetti 2009). C'est 

pourquoi ces β-glucanes ont beaucoup été étudié en rapport avec leur influence sur la qualité 

du malt (Aastrup and Erdal 1980; Bathgate 1983; Chandra et al. 1999). Ces β-glucanes sont 

hydrolysés par les β-glucanases au cours du maltage du grain d'orge, principalement pendant 
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les trois premiers jours de germination (Ellis et al. 1997; Sungurtas et al. 2004; Ferrari et al. 

2010). Dans le grain d'orge il existe trois familles de β-glucanases (Ballance et al. 1976; 

Stuart and Fincher 1983), la β-(1-3)-glucanase, la β-(1-3)(1-4)-glucanase et la β-(1-4)-

glucanase qui sont respectivement spécifiques des polymères de β-(1-3)-glucanes, β-(1-3)(1-

4)-glucanes et β-(1-4)-glucanes, la β-(1-4)-glucanase étant également capable d'hydrolyser les 

enchaînements de liaison β-(1-4) au sein des β-(1-3)(1-4)-glucanes (Hoj and Fincher 1995). 

Les β-glucanes pouvant entraîner des problèmes de filtration et de viscosité des mouts s'ils ne 

sont pas correctement hydrolysés durant le maltage ; ces polysaccharides pariétaux et les 

enzymes de dégradation qui leur sont associés sont fréquemment étudiés lors des analyses de 

qualité d'un malt (Ayoub and Mather 2002; Woonton et al. 2005; Havlova et al. 2006; Guido 

et al. 2007; Munoz-Amatriain et al. 2010). 

 

 
 

Figure 13. Images de microcopie de sections transversales d’orge.  
(A−D) Coloration avec Fuschin acide et Calcofluor pour montrer les protéines (rouge) et les parois 

cellulaires (bleu clair). (A) variété 1B Barke 2001; (B) variété 3B Scarlett 2002; (C) variété 3A Scarlett; 
(D) variété 3B Scarlett 2002. (D’après Holopainen et al. 2005)  

 

I-3-3 L'amidon 

 

L'amidon est le constituant majoritaire de l'orge, il représente plus de 60 % du poids 

du grain d'orge. On distingue deux types de granules d'amidon : les gros et les petits granules 

d'amidon (10-25µm et 1-5µm de diamètre respectivement). Les gros granules d'amidon 
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représentent seulement 10 % du nombre de granules d'amidon mais 90 % du poids total 

d'amidon. Ils ont un diamètre compris entre 10 et 25µm et une température de gélatinisation 

de 61-62°C. Les petits granules représentent 90 % du nombre de granules mais seulement 

10 % du poids total d'amidon. Ils ont un diamètre compris entre 1 et 5µm et une température 

de gélatinisation de 75-80°C (Henry 1988). C'est cette grande quantité d'amidon comportant 

une température de gélatinisation faible qui fait de l'orge une céréale intéressante pour le 

brassage (MacGregor et al. 1999). L'amidon de l'orge est constitué à 25 % d'amylose et à 

75 % d'amylopectine. L'amylose est un polymère linéaire de 500 à 2500 unités de glucose 

liées par des liaisons α-1-4. L'amylopectine est quant à elle une chaîne ramifiée de 10 000 à 

100 000 unités de glucose liées par des liaisons α-1-4 et α-1-6, les chaînes comportant de 20 à 

25 unités de glucose entre chaque ramification (Figure 14). Les levures ne possédant pas les 

enzymes nécessaires pour utiliser directement cet amidon ramifié pour effectuer la 

fermentation (MacGregor et al. 1999), la production des enzymes de dégradation de l'amidon 

de l'orge est essentielle durant le maltage.  

 
 

Figure 14. Structure de l’amidon. 
(a) Amylose. (b) Amylopectine avec une représentation de l’enchevêtrement possible entre amylose 

(rouge) et des chaînes d’amylopectine (vert et jaune). (c) Autre représentation de ces deux 
polymères. (Schémas issus de scienceinschool.org/)  
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Quatre enzymes de dégradation de l'amidon sont présentes dans le grain d'orge : l'α-

glucosidase, la dextrinase limite, la β-amylase et l'α-amylase (Figure 15). Parmi ces enzymes, 

celles responsables de la majeure partie de l'hydrolyse de l'amidon lors du brassage sont les α-

amylases (Macgregor 1987; MacGregor et al. 1999). En effet, les β-amylases et la dextrinase 

limite sont très sensibles à la température et commencent à être inactivées à la température de 

gélatinisation de l'amidon (Macgregor 1987). L'α-glucosidase est également thermo-sensible 

et a été caractérisée comme secondaire dans la dégradation de l'amidon comparé à l'α-amylase 

(MacGregor et al. 1999; Muslin et al. 2000; Bamforth 2009).  

 

 
 

Figure 15. Site d’action des enzymes de dégradation de l’amidon.  
Le site de coupure des enzymes sont représentés par des flèches de la même couleur que l’enzyme.  

 

Au cours du brassage, les α-amylases sont donc les dernières enzymes à rester actives, elles 

permettent l'obtention des sucres fermentescibles et des dextrines. Il existe pour l'orge 10 

gènes codant pour des α-amylases qui peuvent être répartis en deux catégories : des α-

amylases ayant un faible pI, aux alentours de 4,6 (AMY1) et d'autres ayant un pI plus élevé, 

aux alentours de 5,9 (AMY2). Les α-amylases sont des endohydrolases qui clivent les liaisons 

de type α-(14) de l'amylose ou de l'amylopectine de façon aléatoire. Ne pouvant hydrolyser 

les liaisons α-(16), elles sont moins efficaces sur les liaisons α-(14) proches de ces 

liaisons. La production d'α-amylase a lieu seulement lors de la germination du grain d'orge 

(Ostergaard et al. 2002), environ trois à quatre jours après l'imbibition (Jones 1973). Dans le 

cas du maltage, AMY2 résiste en grande partie au touraillage alors qu'AMY1 est en partie 
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inactivée (Macgregor 1987). La proportion de chacun des 2 isoformes varie en fonction de la 

variété et du temps de germination, mais AMY2 reste toujours la forme majoritaire avec une 

proportion supérieure à 90 % du total des α-amylases (Macgregor 1987). AMY2 est 

l’isoforme la plus active pour hydrolyser l'amylose (MacGregor 1992; Oudjeriouat et al. 

2003). L'α-amylase est donc une enzyme qui doit être produite durant le maltage, c'est donc 

un bon marqueur de la qualité d'un malt pour le potentiel de dégradation de l'amidon lors du 

brassage. 

 

I-4. Les questions liées à un maltage à faible hydratation 

 

Le maltage à faible hydratation consiste à modifier le diagramme de trempe sans 

affecter la qualité du malt. Dans le cas du maltage à faible hydratation, deux principaux 

problèmes peuvent éventuellement se poser : la diffusion de l'eau lors de la trempe et le 

déroulement de la germination. 

 

I-4-1 La diffusion de l'eau dans le grain : rôle des cutines et cires. 

 

Toutes les parties aériennes (feuilles, fruits ou pétales) des plantes supérieures et de 

certaines bryophytes sont couvertes par une structure continue extracellulaire appelée cuticule 

ou membrane cuticulaire. Les rôles attribués aux assises cuticulaires sont la protection contre 

les pathogènes (Schweizer et al. 1996; Zabka et al. 2008), la prévention de fusion d'organes et 

de fait la morphogenèse (Sieber et al. 2000) mais également la protection contre la 

dessiccation (Riederer and Schreiber 2001). En effet, ces assises cuticulaires constituent une 

barrière hydrophobe, qui va limiter l'approvisionnement en eau du grain lors de la trempe 

(Figure 16) (Ishida et al. 1995; Gruwel et al. 2001; Molina-Cano et al. 2002; Ghosh et al. 

2009) mais va également limiter les pertes d'eau du grain lors de la germination. La cuticule 

est très variable en composition, épaisseur (de 0,02 à 20µm) et structure en fonction du 

végétal, de l'organe et du stade de développement où on l'étudie (Jeffree 1996). Généralement, 

elle peut être décomposée en deux parties distinctes : la cutine qui est un polymère d'acides 

gras hydroxylés et époxydés en C16 et C18 estérifiés et de glycérol, et les cires qui consistent 

en séries homologues d'acides gras, alcools, aldéhydes, alcanes, cétones et esters comportant 

un grand nombre de carbones (typiquement entre 24 et 34) (Kunst and Samuels 2003). Ces 

cires pouvant se présenter sous une forme épicuticulaire (à la surface de la couche 

hydrophobe) ou intracuticulaire (imbriquées dans la cutine). 
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Figure 16. Diffusion de l’eau dans le grain d’orge. 

(A) Diffusion de l’eau au cours de la trempe d’un grain d’orge, de gauche à droite après 1h, 12h, 24h 
et 48h. (D’après Molina-Cano et al. 2002). (B) Schémas de diffusion de l’eau dans le grain d’orge en 

cours de trempe. Les flèches bleues représentent le passage de l’eau.  

 

I-4-1-1 La cutine 

 

La cutine est principalement composée de deux familles d'acides gras hydroxylés et 

époxydés issus des acides gras cellulaires courants que sont les acides gras en C16 et en C18 

(Kolattukudy 1996) (Figure 17a). C'est par l'intermédiaire des groupements hydroxyles que 

ces acides gras sont polymérisés, les groupements en bout de chaîne et le glycérol permettant 

d'augmenter le polymère linéairement (Graça et al. 2002), tandis que les groupements placés 

en milieu de chaîne permettent les liaisons inter-polymères créant un réseau tridimensionnel 

(Stark et al. 2000) (Figure 17b). Dans les cutines riches en C16, ce sont généralement les 

acides 16-hydroxy- et 10,16-dihydroxyhexadecanoïques qui sont les plus représentés, tandis 

que dans les cutines riches en C18 on retrouve principalement les acides 9,10,18-trihydroxy- 

et 9,10-epoxy-18-hydroxyoctadécanoïques ainsi que les alcènes correspondants. Les cutines 

des feuilles et fruits ont beaucoup été étudiées (Holloway and Brown Deas 1973; Briggs and 

Macdonald 1983; Schweizer et al. 1996; Richardson et al. 2007a) pour de nombreux 

végétaux, en revanche les cutines de grains ont été peu étudiées (Molina et al. 2006). Ces 

cutines associées aux cires permettent une protection mécanique et chimique, agissent comme 

une barrière contre les échanges de gaz et d'eau (Briggs and Macdonald 1983). Les seules 
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informations dont on dispose sur la composition de la cutine de blé (Matzke and Riederer 

1990) ou d'orge (Espelie et al. 1979), indiquent une composition riche en acides gras C18 

dont les composés majoritaires seraient par ordre d'abondance l'acide 9,10-epoxy-18-

hydroxyoctadécanoïque (18OHépoxyC18:0), l'acide dihydroxyhexadecanoïque (diOHC16:0) 

et l'acide 18-hydroxyoctadécenoïque (18OHC18:1). 

 

 
 

Figure 17. Structure et organisation des monomères de cutines. 
(a) Structures des principaux acides gras hydroxylés retrouvés dans les cutines. De haut en bas : 
acide 9,10,18 trihydroxy-octadecanoïque ; acide 18 hydroxy-octadecenoïque ; acide 18 hydroxy-

octadecanoïque ; acide 18 hydroxy-9-epoxy-octadecanoïque ; acide 16 hydroxy-hexadecanoïque ; 
acide 10,16 dihydroxy-hexadecanoïque. (b) Organisation des monomères de cutines pour former un 
réseau via des liaisons esters entre eux et avec du glycérol. (D’après Pollard et al. 2008)  

 

I-4-1-2 Les cires 

 

Les cires représentent de 20 à 60 % de la masse totale de cuticule (Samuels et al. 

2008). Elles sont composées d'un large spectre de molécules comme les composés 

aliphatiques à longue chaîne (20 à 40 atomes de carbone) avec notamment les alcanes et 

alcools fortement représentés (Jetter 2000; Aharoni et al. 2004), les triterpénoïdes, les stérols 

ainsi que les flavonoïdes (Kunst and Samuels 2003). La composition de cires peut facilement 

atteindre la centaine de molécules différentes avec des proportions qui sont spécifiques à 

chaque plante ce qui rend difficile une analyse exhaustive des cuticules. Les cires ont 

néanmoins beaucoup été étudiées (Jetter 2000; Von Wettstein-Knowles 2007; Wen and Jetter 
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2007) car elles renforcent l’imperméabilisation à l’eau des cuticules (Aharoni et al. 2004; 

Richardson et al. 2007b). Comme la cutine, les cires sont synthétisées par les cellules 

épidermales, en revanche la majeur partie des cires ne seraient déposées à la surface de la 

cutine qu'après la fin de l'élongation cellulaire comme semble le montrer les observations sur 

les feuilles d'orge (Richardson et al. 2007b). 

 

I-4-2 Points clés de la germination 

 

La germination est une étape importante du maltage, car les enzymes de dégradation 

de l'amidon et des polysaccharides pariétaux doivent être produites. Il faut également que ces 

enzymes diffusent de leur lieu de synthèse vers leur lieu d'action. Par ailleurs, ces enzymes 

requièrent une activité de l'eau et humidité au dessus de 20% pour pouvoir être actives 

(Multon 1982). De plus, il a été montré que la LTP1 d'orge doit diffuser de son lieu de 

synthèse vers l'albumen amylacé pour être glucosylée (Jégou et al. 2001; Chmelik et al. 

2009). Ces deux processus peuvent être influencés par un maltage à faible hydratation. Ces 

caractéristiques doivent donc être prises en compte dans l'étude d'un tel changement de 

procédé. 

Les α-amylases sont produites de novo dans le grain d'orge au cours de germination. 

C'est la synthèse de gibbérellines par l'embryon et la diffusion de ces hormones dans les 

cellules de la couche à aleurone et du scutellum qui va déclencher cette synthèse. La plus 

grande partie des α-amylases est produites dans la couche à aleurone et le scutellum avec une 

plus grande proportion de AMY2 que de AMY1 (Macgregor et al. 1984; Macgregor 1987; 

Fincher 1989), une petite quantité étant également produite dans l'embryon. L'α-amylase étant 

produite tardivement elle ne diffuse que très peu dans l'albumen amylacé lors du maltage. 

Pour les β-(1-3)(1-4)-glucanases, deux isoenzymes (EI et EII) sont présents dans le 

grain d'orge. EI possède un pI de 8,5 et est produit dans les cellules à aleurone ainsi que dans 

le scutellum. EII possède un pI de 10,6 et n'est exprimé que dans les cellules à aleurone 

(Stuart et al. 1986; Slakeski and Fincher 1992). 

Ces β-glucanases sont produites rapidement après le début de la germination ce qui 

permet aux autres enzymes d'avoir accès à leur substrat (Jones 1973; Chandra et al. 1999). 

Elles doivent donc diffuser de leur lieu de synthèse (aleurone et scutellum) vers l'albumen 

amylacé rapidement au cours de la germination du grain d'orge. Bien que les deux isoenzymes 

soit thermosensibles, l'isoenzyme EII est plus stable et environ 35 % de l'activité β-glucanase 

est maintenue après touraillage (Fincher and Stone 1986). 
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La LTP1 d'orge est synthétisée dans les cellules à aleurone de l'albumen (Skriver et al. 

1992). Or lors de la germination, elle doit diffuser vers l'albumen amylacé pour être en 

contact avec les sucres simples permettant la glycation qui accroit ses caractéristiques pro-

mousse. En effet, c'est dans l'albumen amylacé que les β-glucanes des parois sont fortement 

dégradés libérant du glucose et dans une moindre mesure l'hydrolyse de l'amidon va débuter 

libérant également des sucres simples. 
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Chapitre II. Le maltage à faible hydratation influence-t-il 

la diffusion des enzymes ? 
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II-1 Introduction 

 

Pour déterminer la qualité d'un malt, de nombreux critères sont classiquement analysés par les 

malteurs et brasseurs : la friabilité (Guido et al. 2007; Laitila et al. 2007; Psota et al. 2007; 

Bryce et al. 2010) mesure le degré de préparation atteint par le grain pour s'effriter lors du 

concassage ; la viscosité et la filtration du moût obtenues à partir de malt (Woonton et al. 

2005; Guido et al. 2007; Laitila et al. 2007; Gawrysiak-Witulska et al. 2008; Bryce et al. 

2010) est une mesure de la libération des oligomères glucidiques lors de la désagrégation des 

parois de l'albumen amylacé ; l'extrait de matière sèche (Holopainen et al. 2005) à partir du 

moût qui permet d'estimer la quantité de matériel qui sera utilisable pour le brassage ; la 

quantité de β-glucanes solubles ou totaux (Ayoub and Mather 2002; Havlova et al. 2006; 

Guido et al. 2007) est représentative de la désagrégation des parois de l'albumen amylacé et 

qui peut être en partie responsable de la viscosité et les activités des α-amylases, β-amylases, 

β-glucanases ainsi que le pouvoir diastasique (Woonton et al. 2005; Munoz-Amatriain et al. 

2010; Siwela et al. 2010) donnent des informations sur la productions des enzymes 

nécessaires au bon déroulement du maltage et du brassage. Ces mesures d'activité 

enzymatiques sont importantes car elles doivent agir à des moments bien précis du maltage et 

brassage pour que le procédé de fabrication se déroule normalement : les β-glucanases doivent 

être synthétisées rapidement durant le maltage pour agir avant la fin de la germination 

(Fincher 1989; Gianinetti 2009) tandis que les amylases doivent être synthétisées durant la 

germination pour être disponibles lors du brassage. 

Afin d'étudier l'impact du maltage à faible hydratation sur l'action des enzymes, l'α-

amylase 2 et les β-glucanases ont été choisies comme marqueurs de la diffusion des enzymes. 

En effet, les β-glucanes représentent environ 75 % des polysaccharides pariétaux de l'albumen 

amylacé (Fincher and Stone 1986; Meikle et al. 1994) et leur dégradation est particulièrement 

importante pour obtenir un malt de qualité (Bamforth and Martin 1981; Fincher and Stone 

1986). Lorsque les β-glucanes sont insuffisamment dégradés, ils induisent une diminution de 

la friabilité du malt obtenu (Noots et al. 2001; Wijngaard et al. 2005; Ferrari et al. 2010) et 

une augmentation de la viscosité du moût lors du brassage (Papageorgiou et al. 2005; Edney 

et al. 2007) ce qui pose des problèmes lors de la filtration de ce moût. De plus, la dégradation 

de ces β-glucanes et plus largement de ces parois de l'albumen amylacé est nécessaire à la 

diffusion ultérieure des autres enzymes telles que les α et β-amylases afin qu'elles puissent 

atteindre leur substrat (Fincher 1989; Gianinetti 2009) qui se trouve dans les cellules de 
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l'albumen amylacé. L'ensemble de ces répercussions induites par la bonne ou mauvaise 

dégradation des β-glucanes fait des β-glucanases un bon marqueur de l'efficacité du maltage.  

 

L'α-amylase a été choisie comme marqueur pour son rôle déterminant durant le 

brassage puisqu'elle permet l'obtention des sucres simples fermentescibles. La synthèse de l'α-

amylase est plus tardive que celle des β-glucanes et n'est observable qu'à partir de 2-3 jours de 

germination (Macgregor et al. 1984; Bak-Jensen et al. 2007; Finnie and Svensson 2009). C'est 

durant le brassage que l'α-amylase est active sur l'amidon, cette enzyme n'ayant pas le temps 

d'agir lors du maltage. L'α-amylase comporte deux isoformes, AMY1 et AMY2. L'isoforme 

AMY2 représente environ 90 % de l'α-amylase totale produit durant les premiers jours de la 

germination (Macgregor 1987; Bak-Jensen et al. 2007) et c'est également l'isoforme le plus 

résistant au touraillage puisqu'il contribue à 90-95 % de l'activité α-amylasique dans l'orge 

maltée (Macgregor 1987). L'action de cette enzyme peut être étudiée en observant la 

dégradation des grains d'amidons. Parmi les différentes techniques disponibles, certaines 

permettent d'identifier les grains d'amidons physiquement endommagés (partiellement 

dégradés par des enzymes ou mécaniquement) alors que certaines autres distinguent les grains 

d'amidons empesés ou dont l'organisation interne cristalline/amorphe est modifiée. La 

première technique consiste à colorer successivement les grains d'amidons avec de la 

safranine O puis avec du bleu de Niagara (Baker and Hobson 1952). La deuxième technique 

utilise les propriétés physiques des grains d'amidons qui lors de leur observation en lumière 

polarisée présentent une croix de Malte lorsqu'ils sont natifs (Figure 18). 

 

 

 
 

Figure 18. Grains d’amidon de pois. 
Grains d'amidon de pois observés par microscopie optique en lumière visible (ligne du haut) et 
polarisée (ligne du bas). (D’après Hedley et al. 2002). 

 

 

 



34 

 

L'objectif de cette étude était de déterminer les effets d'un maltage à faible hydratation 

sur la diffusion de ces deux enzymes clés du maltage. Pour cela, les caractéristiques de malts 

obtenus à faible (38 %) ou forte (45 %) hydratation ont été comparées, et l'analyse de deux 

marqueurs que sont l'α-amylase AMY2 et les β-glucanases a été réalisée. La faible 

hydratation a été fixée à 38 % puisqu'il a été démontré lors d'une étude préliminaire de ce 

projet Malteco que l'hydratation doit être supérieure à 36 % pour que la germination des 

grains d'orge ne soit pas affectée (Guillot et al. 2008). Le taux d'hydratation du malt 

"standard" est de 45 % et sera utilisé comme condition témoin (Bryce et al. 2010). Pour suivre 

les effets d'une diminution d'hydratation sur les β-glucanases, la dégradation des β-glucanes et 

la viscosité qu'ils induisent ainsi que l'activité des β-glucanases et la texture de l'albumen 

amylacé ont été observées. Pour déterminer les effets d'une modification du diagramme de 

trempe sur l'α-amylase, la diffusion de cette enzyme au cours de la germination ainsi que la 

dégradation des grains d'amidon a été également analysée. 

 

II-2 Matériels & Méthodes 

 

II-2-1 Obtention des malts et malts verts fortement et faiblement hydratés 

 

Les grains d'orge (Hordeum vulgare cv Esterel) sur lesquels nos analyses ont été 

effectuées ont été fournis par l'Institut Français des Boissons de la Brasserie et de la Malterie 

(IFBM). Les échantillons de malt ont été obtenus en appliquant un diagramme de trempe 

différent aux grains d'orge. Cela a permis d'obtenir des taux d'hydratation en fin de trempe de 

38 et 44 %. Les échantillons ont été collectés tous les jours (trois fois 100g) de la fin de 

trempe jusqu'à sept jours de germination et ont été conservés à -80°C avant les études 

d'immunomarquage. Au cinquième jour de germination, des échantillons de malts verts ont 

été touraillés pour avoir des malts avec un déroulement de maltage classique. Pour obtenir les 

malts à faible ou forte hydratation, deux diagrammes de trempe ont été réalisés : 8h/6h/5h 

(sous-eau/sous-air/sous-eau) pour obtenir 38 % d'hydratation (= Low Hydrated malt) ou 

8h/16h/7h/10h/4h (eau/air/eau/air/eau) pour obtenir 45 % d'hydratation (= Highly Hydrated 

malt). Pour l'ensemble des échantillons, la température de germination était de 16°C et les 

diagrammes de touraillage étaient identiques et se sont déroulés au même moment. 
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II-2-2 Extraction des polysaccharides des malts et de l'orge 

 

Les farines d'orge et de malts obtenus à différents taux d'hydratation ont été extraites 

par deux méthodes : une extraction aqueuse et une extraction des oses totaux, insolubles dans 

l'éthanol à 50 %. 

Pour réaliser l'extraction aqueuse, 200 mg de farine (poids frais) ont été placés sous 

agitation dans 1,5 mL d'eau déionisée pendant 15 minutes à 4°C et centrifugé 1 minute à 

14 500g. La fraction soluble (surnageant) a ensuite été portée à ébullition au bain-marie 

pendant 5 minutes et après refroidissement une centrifugation d'une minute à 14 500g a été 

réalisée permettant d'obtenir en surnageant la fraction des polysaccharides solubles (fraction 

S). Le culot de cette fraction soluble a été dilué dans de l'éthanol à 50 % pendant 1 h à 4°C 

puis centrifugé (14 500g) pour obtenir un culot qui est lavé avec de l'éthanol à 50 % et 

centrifugé à nouveau pour obtenir un culot qui est repris dans du tampon phosphate de sodium 

20 mM pH 6,5 (fraction Si). (Figure 19) 

Pour l'extraction des polysaccharides totaux, 200 mg de farine (poids frais) ont été 

placés dans 1,5 mL d'éthanol à 50% pendant 15 minutes sous agitation à 4°C et centrifugé 

(1 minute, 14 500g). Le surnageant a été éliminé, et le culota été porté à ébullition au bain-

marie pendant 5 minutes et centrifugé après refroidissement (1 minute, 14 500g). Le culot a 

été repris dans de l'éthanol à 50 % puis de nouveau centrifugé dans les mêmes conditions. 

Cette dernière étape de re-suspension a été réalisée deux fois et le culot finalement re-

solubilisé dans du tampon phosphate de sodium 20 mM pH 6,5 (fraction I). (Figure 20)  

 

II-2-3 Dosage des β-glucanes 

 

Les analyses de β-glucanes ont été réalisées à l'aide du kit de dosage des β-glucanes de 

Mégazyme (Mixed-linkage β-glucan assay procedure, Megazyme, Irlande) pour lequel 

l'extraction a été modifiée. Les fractions I obtenues lors de l'extraction des oses totaux ont été 

préchauffées à 40°C puis incubées 1 heure à 40°C avec de la lichenase (Megazyme) et 

centrifugées (1 minute à 14 500 g). Trois fractions ont été préparées à partir du surnageant : 

de l'acétate de sodium 50 mM pH 4 a été ajouté à l'une des fractions et de la β-glucosidase a 

été ajoutée dans les deux autres. Après 15 minutes d'incubation à 40°C, le réactif GOPOD 

(Glucose Oxydase plus Peroxydase et 4-aminoantipyrine) a été ajouté et les échantillons ont 

été placés 20 minutes à 40°C avant de lire l'absorption à 510 nm. 
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Figure 19. Schéma de l’extraction des 

oses solubles de grains de malts 
touraillés après 5 jours de germination. 

Figure 20. Schéma de l’extraction des 

oses totaux de grains de malts touraillés 
après 5 jours de germination. 

 

 

II-2-4 Suivi de la viscosité induite par les β-glucanes 

 

La viscosité induite par les β-glucanes des malts a été analysée sur les fractions Si 

(extraction des oses solubles dans l'eau). Les échantillons ont été séparés à l'aide d'une 

chromatographie d'exclusion stérique haute performance (HPSEC) avec deux colonnes 

Broyage

Extraction H2O 15min; 1,5mL pour 200mg de farine

Centrifugation 1min 14500g

Surnageant Culot

Ebullition au bain-

marie 5min

Centrifugation 1min 14500g

Précipitation avec EtOH 50% 1h 

à 4°C

Centrifugation 1min 14500g

Culot

Lavage dans EtOH 50%

Centrifugation 1min 14500g

Re-solubilisation dans 800µL de 

Tampon phosphate de sodium 

20mM pH6,5

Surnageant

Culot

Fraction Si

Surnageant

Surnageant

= Fraction S

Broyage

Extraction EtOH 50%; 1,5mL pour 200mg; 15min

Centrifugation 1min 14500g

Surnageant Insoluble

Ebullition au bain-marie 5min

Centrifugation 1min 14500g

Re-suspension dans EtOH 50% (x2)

Re-solubilisation dans 1,5mL 

de Tampon phosphate de 

sodium 20mM pH6,5

Fraction I

Surnageant
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Shodex OH SB 804-805 HQ 8 x 300 mm couplée à un module de mesure de la viscosité 

(viscosimètre différentiel, Viscotek 270) et un module de réfractométrie. Le solvant d'élution 

utilisé à un débit de 0,7 mL/min a été préparé avec du nitrate de sodium 50 mM dans de l'eau. 

L'acquisition des données a été effectuée avec le logiciel OmniSEC. 

 

II-2-5 Analyses qualitatives des malts après touraillage 

 

Les analyses des caractéristiques technologiques (viscosité du moût, friabilité, extrait 

du moût, protéines solubles, quantités de β-glucanes et activité β-glucanase) importantes pour 

la qualité des malts ont été effectuées à l'IFBM selon des protocoles standards (EBC) par le 

laboratoire de l’IFBM. 

 

II-2-6 Mesure de l'activité β-glucanase 

 

L'activité β-glucanase a été mesurée en utilisant la procédure décrite dans le kit de 

Mégazyme (azo-barley glucan, Megazyme, Irlande) sur les grains d'orge en cours de 

germination. Les enzymes ont été extraites durant 15 minutes à température ambiante à partir 

de 0,5 g de farine d'orge (poids frais) en cours de germination avec 8 mL de tampon 

d'extraction (phosphate de sodium 40 mM, Acétate de sodium 40 mM, pH 4,6). Après une 

centrifugation de 10 min à 1 000 g, le surnageant et le substrat glucanique coloré ont été pré-

incubés 5 min à 30°C. Après l'incubation, 0,5 mL du surnageant et 0,5 mL du substrat ont été 

mis en contact et agité puis placés exactement 10 min à 30°C. Une solution de précipitation 

(acétate de sodium 300 mM, acétate de zinc 20 mM, pH 5,0 dans du méthoxyéthanol à 80 %) 

a été ajoutée et après 5 min à température ambiante le mélange a été centrifugé 10 min à 

1 000 g. La densité optique du surnageant a été mesurée au spectrophotomètre à 590 nm 

contre de l'eau déionisée. 

 

II-2-7 Réalisation de coupes à congélation et de coupes incluses en paraffine 

 

Les coupes à congélation ont été réalisées sur de l'orge et sur les malts faiblement 

hydratés (LH) et fortement hydratés (HH) en cours de germination. A chaque prélèvement, les 

grains ont été placés dans l'azote liquide avant d'être conservés à -80°C. Dans une enceinte 

thermostatées à -20°C, les grains congelés ont été fixés sur un support et enrobés dans un 

cryoprotectant puis coupés par un cryomicrotome (Microm HM 500 OM, USA). Les coupes 
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longitudinales ou transversales de 20 µm d'épaisseur ont ensuite été déposées sur des lames 

traitées pour une meilleure adhérence. 

 

Les coupes paraffine ont été réalisées sur les même échantillons conservés à -80°C. 

Une étude préalable sur des échantillons fixés à l'état frais a montré que cette étape de 

congélation avant traitement n'induisait pas de modification du marquage 

immunocytochimique. Les échantillons sont placés à décongeler dans une cassette plongée 

dans une solution de fixation contenant 10 mL de formaldéhyde à 40 %, 5 mL d'acide 

acétique glacial et 85 mL d'éthanol à 60 % pendant 20 h à 4°C. Les échantillons fixés ont 

ensuite été déshydratés en effectuant 12 bains successifs d'éthanol de 60 à 100%. 

L'imprégnation dans la paraffine a été réalisée à l'aide d'un automate (Carroussel LEICA 

1020). Les grains inclus ont ensuite été coupés avec un microtome (Microm HM340E 

Microtech, France) pour obtenir des coupes de 10µm d'épaisseur qui ont été déposées sur des 

lames hydrophobées pour une meilleure adhérence des coupes. La paraffine a ensuite été 

éliminée en effectuant trois bains d'histosol (Histoclear, Histochoice clearing agent, Sigma) 

suivis de trois bains d'éthanol à 100 % et de trois bains d'eau déionisée durant chacun 5 min et 

les coupes ont été laissée à sécher à température ambiante. 

 

 

II-2-8 Évaluation de la texture de l'albumen amylacé 

 

La texture de l'albumen amylacé a été observée par microscopie optique en suivant 

une méthode adaptée de Turnbull et al. (Turnbull et al. 2003). Concrètement, des cryo-

sections longitudinales de 20 µm d'épaisseur de malts ont été réalisées puis lavées avec trois 

fois 500µL de PBS et autant d’eau avant d'effectuer une observation avec un microscope 

optique (A1 Nikon, Japon) 

 

II-2-9 Immunomarquage 

 

Les coupes de grain d'orge et de malt ont été saturées par du PBS-lait 4% pendant 30 

minutes puis l'anticorps spécifique dilué dans du PBS-tween 0,1 %-lait 0,4 % (PBS-Tween-

lait) a été déposé sur les coupes pendant 1 heure. Les immunomarquages ont été réalisés avec 

des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre l'α-amylase 2 (AMY2) (Dako, Danemark) 

d'orge avec une dilution au 1/100
e
 et contre les β-(1,3)(1,4)-glucanes (Biosupplies Pty Ltd. 



39 

 

Australia) avec des anticorps monoclonaux de souris avec une dilution au 1/100
e
 (Meikle et 

al. 1994). Après 5 lavages de 5 minutes des coupes avec du PBS-Tween-lait, les protéines 

couplées aux anticorps spécifiques sont révélées par l'anticorps marqué (IgG Alexa Fluor
®

-

546 de chèvre spécifique de chaque espèce ; Molecular Probes, Invitrogen USA) dilué au 

1/100
e
. Les coupes sont alors lavées trois fois 5 min avec du PBS-Tween-lait puis trois fois 

5 min avec de l'eau déionisée.  

Les coupes marquées ont ensuite été observées au microscope confocal à balayage 

laser (A1 Nikon, Japon) avec une excitation du fluorochrome à 561 nm et en observant la 

fluorescence entre 570 et 620 nm. Les images ont été acquises et retraitées avec le logiciel 

Nikon NIS-Elements en utilisant le format TIFF. 

 

II-2-10 Observation de l'amidon endommagé par microscopie 

 

Les grains d'amidon endommagés ont été observés par deux méthodes de 

microscopie : la coloration des grains par de la safranine O et du bleu de Niagara (Baker and 

Hobson 1952) et l'observation des croix de Malte de ce même grains d'amidon.  

La croix de Malte a été observée avec un microscope photonique (DMRD, Leica, 

Allemagne) équipé d'un polariseur et d'un analyseur sur des farines de malts faiblement 

hydratés (LH) et fortement hydratés (HH) obtenus en cours de germination (Hedley et al. 

2002; Herrera-Gómez et al. 2005). 

Les conditions de la coloration des grains au bleu de Niagara a été réalisée en colorant 

dans un premier temps l'ensemble des grains d'amidon de farine de malt LH et HH, obtenus 

en cours de germination, avec de la safranine orange (1 % dans de l'eau déionisée) qui colore 

les grains d'amidon. Le colorant en excès a été éliminé et la farine déposée sur une lame. 

Enfin, du bleu de Niagara (1 % dans de l'eau déionisée), qui ne colore que les grains d'amidon 

physiquement endommagés (Baker and Hobson 1952), a été déposé sur l'échantillon. 

L'observation a été effectuée avec un microscope optique (Zeiss Axiovert 135M, Zeiss, 

Allemagne) et les images ont été acquises au format TIFF avec une caméra Retiga 2000R en 

utilisant le logiciel Archimed (Zeiss). 
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II-3 Résultats 

 

II-3-1 Analyse de la qualité d'un malt obtenu à faible hydratation après 5 jours 

de germination 

 

II-3-1-1 Caractéristiques technologiques des malts touraillés faiblement ou 

fortement hydratés 

 

Des analyses sur les malts touraillés obtenus après 5 jours de germination ont été 

effectuées (Tableau 3). Les résultats n'ont pas montré de différences significatives pour la 

quantité de matière sèche extraite du moût, la quantité de protéines solubles ainsi que pour 

l'activité β-glucanase résiduelle après touraillage. En revanche, il a été observé une friabilité 

plus faible de 20 % pour le malt faiblement hydraté (LH) comparé au malt standard fortement 

hydraté (HH).  

 

Tableau 4. Paramètres de qualité des malts touraillés après 5 jours de germination 
faiblement ou fortement hydratés. 

La différence d’hydratation a été obtenue en appliquant des diagrammes d’hydratation spécifiques 
durant l’étape de trempe des micro-maltages. Les valeurs représentent les moyennes de 3 mesures. 
Les valeurs en gras sont significativement différentes (données IFBM). 

 

 
 

 

 

II-3-1-2 Quantité de β-glucanes et viscosité 

 

Deux autres paramètres ont également présenté des différences significatives entre le 

malt HH (standard) et LH après 5 jours de germination : la viscosité a augmenté de 1,53 à 

1,68 mPa.s et la quantité de β-glucanes restant de 0,15 à 0,64 %. Cette dernière valeur reste 

néanmoins dans l'ordre de grandeur habituellement rencontré de 0,4-0,9 % (Ozkara et al. 
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1998). La viscosité pouvant poser des problèmes de filtration (Bathgate 1983; Sadosky et al. 

2002), la mesure de la viscosité induite par les β-glucanes solubles de haut poids moléculaire 

(fraction Si de l'extraction des oses des malts) a été réalisée (Figure 21). Les résultats 

confirment la différence obtenue lors de l'analyse des caractéristiques des malts, la viscosité 

étant significativement supérieure dans le malt LH comparé au malt HH.  

 

 
 

Figure 21. Viscosité induite par les β-glucanes solubles extraits d'un malt touraillé avec 5 
jours de germination (fraction Si) 

 

 

Les premières données technologiques obtenues sur malts touraillés à 5 jours de 

germination indiquent que les β-glucanes peuvent être un facteur limitant pour l'utilisation de 

malt à faible hydratation. Ce premier résultat nous a amené à préciser l'impact de cette faible 

hydratation sur les β-glucanases et α-amylases ainsi que sur leur substrat au cours de la 

germination. 

 

II-3-2 Effet de la germination à faible hydratation sur les β-glucanases et α-

amylases 
 

II-3-2-1 Dosage des β-glucanes au cours de la germination 
 

Le dosage des β-glucanes sur des grains d'orge au cours de la germination a été 

effectué (Figure 22). Durant la trempe la quantité de β-glucanes initialement de 

23,5 ± 0,3 mg/g dans l'orge est de 19,5 ± 1,3 mg/g dans le malt HH et 21,9 ± 1,5 mg/g dans le 

malt LH. Par ailleurs nous avons observé que la plus grande partie de la dégradation des β-
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glucanes a eue lieu durant les trois premiers jours de germination avec 5,2 ± 0,3 et 

6,1 ± 0,2 mg/g de β-glucanes restants pour les malts HH et LH respectivement. L'hydrolyse 

rapide des β-glucanes durant les trois premiers jours de germination est en accord avec les 

données obtenues pour des malts standards (Ellis et al. 1997; Walker et al. 2001; Sungurtas et 

al. 2004; Ferrari et al. 2010). La diminution de la quantité de β-glucanes s'est ensuite 

poursuivie plus rapidement pour le malt HH que pour le malt LH conduisant à des quantités 

de β-glucanes restantes de 1,5 ± 0,1 et 0,7 ± 0,1 mg/g pour le malt HH et 4,1 ± 0,2 et 

3,6 ± 0,1 mg/g pour le malt LH pour respectivement 5 et 7 jours de germination. 

 

 

 
 

Figure 22. β-glucanes non-hydrolysés de grains d’orge. 

Quantités de β-glucanes non-hydrolysés en cours de germination obtenus à 38% () ou 45% (□) 
d’hydratation.  
Chaque mesure à été effectuées en triplicata 

(a); (b); (c); (d); (e); (f); (g); (h); (i) significativement différent P<0.001  

 

 

II-3-2-2 Hydrolyse des β-glucanases 

 

En l'absence d'anticorps spécifiques des β-glucanases disponibles, nous avons utilisé 

des anticorps spécifiques des β-glucanes. En effet, nous avons émis la supposition que la 
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dégradation des β-glucanes était en très grande majorité due à l'action des β-glucanases et 

pouvait ainsi être suivie pour avoir une observation indirecte de l'action des β-glucanases. La 

diffusion des β-glucanases a donc été suivie en observant la disparition de ces polysaccharides 

pariétaux des grains d'orges au cours de la germination par immunomarquage (Figure 23). A 

la sortie de trempe, (Figure 23 A0 et B0) les coupes de malts verts ont toutes présenté un 

marquage homogène pour l'ensemble des parois. Après 3 jours de germination, pour le malt 

HH (Figure 23 A3), le marquage a pu être observé pour les cellules à aleurone, les cellules du 

péricarpe et les cellules les plus centrales de l'albumen amylacé. Dans les sections de malt LH 

(Figure 23 B3), après 3 jours de germination aucune différence significative de marquage n'a 

pu être mise en évidence comparé au marquage observé à la sortie de trempe. Dans le malt 

HH, on n'observe plus de marquage à partir de 5 jours de germination (Figure 23 A5 et A7), 

ce qui indique que les β-glucanes ont été hydrolysés. Pour le malt LH, le marquage après 5 et 

7 jours de germination (Figure 23 B5 et B7) est identique au marquage obtenu pour le malt 

HH à 3 et 5 jours de germination (Figure 23 A3 et A5), mettant en évidence 2 jours de 

décalage pour l'hydrolyse des β-glucanes à faible hydratation comparé à la forte hydratation. 

 

II-3-2-3 Activité de la (1-3)(1-4)-β-D-glucanase 

 

Pour comprendre ces différences de distribution des β-glucanes entre malt LH et HH, 

des mesures de l'activité β-glucanase ont été effectuées au cours de la germination (Figure 

24). Le résultat de ces mesures a montré une forte différence à la sortie trempe avec 80 % 

d'activité en moins pour le malt faiblement hydraté comparé au malt fortement hydraté. En 

revanche cette différence d'activité β-glucanase s'est réduite au fur et à mesure que le temps 

de germination s'allongeait, ne montrant plus que 60, 40 puis 20 % de différence à 2, 3 et 

4 jours de germination respectivement. Cette différence est fortement réduite à partir de 5 

jours de germination avec seulement 10 et 6 % d'activité β-glucanase en moins pour le malt 

LH pour 5 et 7 jours de germination respectivement.  
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Figure 23. Immunolocalisation des (1-3)(1-4)β-D-glucanes réticulés dans des sections 
transversales de malt vert durant la germination.  
(A) et (B) représentent des malts vert fortement et faiblement hydratés respectivement après 0; 3; 5 

et 7 jours de germination de gauche à droite. Les encadrés du haut sont des agrandissements pour 
une meilleure visibilité.  
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Figure 24. Activité β-glucanase du malt HH (cercles vides) et LH (cercles pleins) au cours 

de la germination. 

L’insert représente la proportion de l’activité β-glucanase d’un malt LH durant la germination 
comparée à l’activité d’un malt HH. Moyenne de triplicata. Les barres verticales représentent l’écart 

type.  

 

II-3-2-4 Texture de l'albumen amylacé 

 

La texture de l'albumen amylacé a été évaluée en utilisant des coupes à congélation 

des malts LH et HH (Figure 25). Tandis que l'ensemble de l'albumen amylacé est resté 

compact pour les grains d'orge en sortie de trempe pour les malts LH et HH, il a été observé 

une désagrégation de l'albumen plus rapide à forte hydratation. En effet à partir du troisième 

jour de germination (Figure 25 A3) le malt HH a présenté un début de désagrégation dans la 

partie proche de l'embryon, le long du scutellum. A 5 jours de germination (Figure 25 A5), 

l'albumen a été désagrégé à plus de 50 %, et à 100 % au bout de 7 jours (Figure 25 A7). Pour 

le malt LH, à 3 jours de germination l'intégrité de l'albumen amylacé est maintenue ; seule 

une petite zone proche de l'embryon est désagrégée (Figure 25 B3). Après 5 jours de 

germination toute la zone près du scutellum et une partie de l'albumen proche des cellules à 

aleurone a été désagrégée (Figure 25 B5). Au bout de 7 jours de germination l'ensemble de 
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l'albumen amylacé a été désagrégé montrant un profil similaire à celui observé au même 

temps de germination pour le malt HH (Figure 25 A7 et B7). 

 

 
 

Figure 25. Observation au microscope optique de sections longitudinales de malts verts 
non-fixées pour évaluer la friabilité. 

(A) et (B) représentent des malts verts fortement et faiblement hydratés respectivement après 0; 3; 5 
et 7 jours de germination de gauche à droite.  
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Figure 26. Immunolocalisation de l’α-amylase 2 dans des sections longitudinales de malts 

verts durant la germination. 
(A) et (B) représentent des malts verts fortement et faiblement hydratés respectivement après 0; 3 et 
5 jours de germination de gauche à droite. La couleur rouge correspond au marquage de l'α-amylase 

2. 
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II-3-2-5 Localisation de l'α-amylase 

 

La localisation de l'α-amylase a été observée sur les malts LH et HH en cours de 

germination (Figure 26). L'α-amylase synthétisée de novo sous l'action des 

gibbérellines(Jones 1973; Lovegrove and Hooley 2000) est produite plus tardivement que les 

β-glucanases par les cellules de la couche à aleurone et par le scutellum (Chrispeels and 

Varner 1967; Macgregor et al. 1984; Bernier and Ballance 1993; Sugimoto et al. 1998). Nous 

avons suivi l'initiation de la synthèse de l'α-amylase dans l'ensemble des cellules du scutellum 

et dans les cellules à aleurone les plus proches du scutellum pour le malt HH dès la sortie de 

trempe (Figure 26 A0). En revanche, très peu de signal a été observé pour le malt LH (Figure 

26 B0). Cette différence de synthèse disparait après 3 jours de germination. En effet, le 

marquage de l'α-amylase est observé dans l'ensemble des cellules à aleurone, de l'extrémité 

proximale à l'extrémité distale, ainsi que dans les cellules du scutellum pour les malts HH 

comme pour les malts LH (Figure 26 A3-5; B3-5). Au cours de la germination, la biosynthèse 

de l'α-amylase ne semble donc pas affectée par la modification du diagramme de trempe ; 

cette enzyme est synthétisée dans la couche à aleurone et reste localisée dans cette zone au 

cours de la germination. Il semble donc que la synthèse de gibbérellines soit suffisante pour 

induire la production d'α-amylase (Varner 1964; Macgregor 1987) lors d'un maltage à faible 

hydratation  

 

II-3-2-6 Action de l'α-amylase 

 

L'impact du maltage à faible hydratation sur l'action de l'α-amylase a également été 

étudié. L'activité de cette enzyme est surtout observée lors du brassage (MacGregor et al. 

1999). Néanmoins, des modifications structurales des grains d'amidon (Baker and Hobson 

1952; Hedley et al. 2002) peuvent être observables au cours du maltage. Un suivi de 

l'intégrité des grains d'amidons a donc été effectué par deux méthodes au cours de la 

germination (Figure 27 et 28). L'observation des croix de Malte a montré à la sortie de 

trempe des grains comportant majoritairement des croix entières bien observables que ce soit 

pour le malt HH ou le malt LH (Figure 27 J0). Après 7 jours de germination, l'observation 

des grains n'a pas mis en évidence de différence significative, seuls certains grains ont 

présenté des croix de Malte très modifiée à la fois dans le malt LH et dans le malt HH. 
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Figure 27. Observation de l’endommagement de l’amidon avec les croix de Malte en 
lumière polarisée.  

Les images ont été acquises en lumière polarisée (gauche de chaque doublet d’image) et en lumière 

normale (droite de chaque doublet d’image).  

 

 

La coloration au bleu de Niagara des grains d'amidon a permis d'observer les grains 

physiquement endommagés (Figure 28). L'observation des grains en sortie de trempe a 

montré un grand nombre de ces grains colorés en bleu signifiant un endommagement 

physique, que ce soit pour le malt HH ou le malt LH. Néanmoins, la proportion de grains 

d'amidon non-endommagés retrouvée dans les deux cas a été supérieure à la proportion de 

grains d'amidon endommagés. De plus, ces grains sont présents dès la sortie de trempe (à un 

moment où l'α-amylase n'est pas encore présente dans l'albumen amylacé). Ces grains 

endommagés ont donc probablement été modifiés durant le broyage précédent les analyses. 

Un résultat identique a été obtenu après 7 jours de germination ce qui montre que la 

dégradation de l'amidon n'est apparemment pas affectée par la modification du diagramme de 

trempe. 

Malt-HH Malt-HH

Malt-LH Malt-LH

J0 J7
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Figure 28. Observation en microscopie optique des grains d’amidon de malts faiblement 

ou fortement hydratés après coloration à la safranine orange et au bleu de Niagara. 
Les grains colorés en bleu sont des grains physiquement endommagés, les grains colorés légèrement 
en jaune-vert sont des grains d’amidon non-endommagés. Les amas colorés en bleu très foncé ou 

orange sont des débris de cellules et enveloppes des grains d’orge provenant du broyage des grains.  

 

 

II-4 Discussion et perspectives 

 

Au cours de cette étude, nous avons montré que la modification du diagramme de 

trempe a eu des effets différents sur la biosynthèse et la diffusion des deux enzymes étudiées 

au cours de la germination.  

Dans le cas de l'α-amylase aucune différence significative entre les malts LH et HH 

n’a pu être observée. La biosynthèse de cette enzyme ne semble donc pas affectée par le 

maltage à faible hydratation et ne poserait a priori aucun problème lors d'un maltage réalisé 

dans ces conditions. 

Au contraire, l’activité et l'action de la β-glucanase semble être affectée par la 

modification du diagramme de trempe. En effet, les caractéristiques d'un malt touraillé à 

faible hydratation après 5 jours de germination ont montré une friabilité plus faible et une 

viscosité et une quantité de β-glucanes plus importantes. Ces résultats sont en accord avec des 

Malt-HH Malt-HH

Malt-LH Malt-LH

J0 J7
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études précédentes qui ont mis en évidence le lien entre β-glucanes et viscosité (Sadosky et al. 

2002; Edney et al. 2007) ou friabilité (Bathgate 1983).  

Afin de préciser les conditions d’hydrolyse des β-glucanes lors d’un maltage à faible 

hydratation, nous avons suivi la cinétique d’hydrolyse de ces β-glucanes (Figure 22) ainsi que 

la diffusion de l’enzyme au sein de l’albumen dans des malts verts, au cours de la 

germination. Nous avons pu mettre en évidence une hydrolyse significative des β-glucanes 

dès la sortie de trempe dans les malts HH comme dans les malts LH conformément à ce qui a 

été démontré dans d’autres malt standards (Bamforth and Martin,1981; Sungurtas et al. 2004). 

Après les 3 premiers jours de germination, la quantité de β-glucanes non-hydrolysés dans les 

malt LH est plus importante que celle mesurée dans les malt HH.Il faut remarquer que même 

pour le malt faiblement hydraté, les quantités de β-glucanes hydrolysés restent comparables 

(< 5mg/g) à celles observées à ce même stade de germination, dans d’autres études sur des 

malts produits dans des conditions d’hydratation standards et dont les caractéristiques 

technologiques étaient satisfaisantes (Sungurtas et al. 2004; Ferrari et al. 2010). Néanmoins, 

en fin de germination, la quantité de β-glucanes non-hydrolysés est plus importante (6 fois) 

dans les malts LH que dans les malts HH. Outre la quantité totale de β-glucanes résiduels, la 

distribution des β-glucanes non hydrolysés dans l’albumen est importante car elle peut avoir 

une influence sur la structure de l'albumen amylacé et par conséquence la friabilité du malt 

(Aastrup and Erdal 1980; Bathgate 1983). Nous avons alors observé in situ, par 

immunocytochimie, l’hydrolyse des β-glucanes au cours de la germination dans les malts LH 

et HH. Nos résultats montrent bien une hydrolyse partielle dans les malts LH après 5 jours de 

germination, en accord avec les résultats obtenus sur les malts tourailles après 5 jours de 

germination. En revanche, après 7 jours de germination, aucune différence n’est révélée, par 

immunocytochimie, entre les malts HH et LH. L'anticorps utilisé pour la détection des β-

glucanes a une affinité de liaison optimale avec des (1-3)(1-4)-β-D-glucanes comportant un 

degré de polymérisation (DP) de 6 à 7. Par exemple, l'anticorps a une affinité 66 fois plus 

forte pour un oligosaccharide de DP6 que pour un oligosaccharide de DP4 (Meikle et al. 

1994). Cette différence d'affinité pourrait expliquer l'apparente contradiction entre les 

analyses biochimiques d'une part (Figure 22), qui indiquent une quantité de β-glucanes non-

hydrolysés 6 fois supérieure dans les malts LH à 7 jours de germination et l'immunomarquage 

des β-glucanes d'autre part (Figure 23), qui montre un taux de dégradation équivalent à ce 

même temps dans les malts LH et HH. Ce résultat indique par ailleurs, que les β-glucanes 

résiduels dans les malts LH ont un faible degré de polymérisation. Ce point est à mettre en 

relation avec la friabilité du malt et la viscosité du moût. En effet, des études ont montré que 
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la viscosité du moût était corrélée au poids moléculaire des β-glucanes résiduels (Sadosky et 

al. 2002). Or notre évaluation indirecte de la friabilité potentielle du malt par l’observation de 

la structure de l’albumen donne des résultats comparables pour des malts HH après 5 jours de 

germination et des malts LH après 7 jours de germination.  

L’étude de l’activité enzymatique a montré que l'activité β-glucanase était entre 80 et 60 % 

plus faible pour un malt à faible hydratation en début de germination, alors qu'elle n'est pas 

significativement différente après 5 jours de germination. La différence de dégradation des 

β-glucanes ne serait donc pas due à une plus faible synthèse de l'enzyme mais plutôt à une 

cinétique plus lente de cette synthèse concomitante au retard de diffusion de l’enzyme 

observée dans les malts LH  

  

Tous ces résultats semblent montrer des caractéristiques identiques ou très proches 

pour un malt HH obtenu après 5 jours de germination et un malt LH obtenu après 7 jours de 

germination. Il a également été montré que la diffusion des β-glucanases et la dégradation des 

β-glucanes étaient effectuées de façon homogène par rapport à un malt fortement hydraté. 

Effectuer un maltage avec 7 jours de germination, au lieu de 5 jours, constituerait donc une 

alternative pour réduire très fortement l'impacte d’un maltage à faible hydratation sur 

l’hydrolyse des β-glucanes. Dans le but de réduire l'utilisation d'eau durant l'étape de trempe 

et de ce fait d'économiser de l'énergie lors du touraillage, la modification du temps de l'étape 

de germination pourrait être validée industriellement en tant qu'alternative pour obtenir les 

modifications de l'albumen nécessaire pour le maltage et brassage à faible hydratation. Cela 

est d'autant plus envisageable que le surcoût de l'augmentation du temps de germination serait 

de 5% à comparer avec les 20% économisés avec un maltage à faible hydratation. 
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Chapitre III. Suivi des modifications de la LTP1 lors du 

maltage à faible hydratation en tant que marqueur de la 

qualité de la bière 
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III-1 Introduction 

 

Un malt faiblement hydraté doit présenter toutes les caractéristiques nécessaires à la 

fabrication de la bière. En effet, la qualité de la bière repose sur plusieurs critères dont un 

particulièrement attendu par les consommateurs : la mousse. Cette mousse doit présenter des 

caractéristiques de couleur, intensité et stabilité. Cette stabilité de mousse est très dépendante 

des protéines présentes dans la bière ainsi que des modifications qu'elles présentent (Okada et 

al. 2008). Parmi les protéines retrouvées dans la mousse de bière, les deux majoritaires sont la 

protéine Z et la LTP1 (Evans and Hejgaard 1999; Gorjanovic 2007; Marion and Bakan 2009). 

Ces deux protéines sont glucosylées lors du maltage et brassage de l'orge (Marion and Bakan 

2009; Gorjanovic 2010), ce qui leurs donnent leurs propriétés moussantes recherchées 

(Sørenson et al. 1993). Malgré sa forte proportion (40 %) parmi les protéines solubles de la 

bière (Perrocheau et al. 2005), la protéine Z a été peu étudiée (Gorjanovic 2010). En 

revanche, la LTP1 qui représente la moitié des protéines solubles de la bière a été mieux 

caractérisée. Son rôle dans la stabilisation de la mousse de bière en a fait une protéine 

marqueur de la qualité du malt grâce à ces propriétés pro-mousses acquises au cours du 

maltage/brassage (Gorjanovic 2007; Gorjanovic 2010). En effet, la LTP1 est glucosylée grâce 

aux réactions de Maillard (Jégou et al. 2001; Chmelik et al. 2009) durant l'étape de 

touraillage. De plus, une grande partie de la LTP1 de malt et de bière est acylée avec un ou 

deux adduits lipidiques (Jegou et al. 2000; Perrocheau et al. 2006) lors de la germination 

(Bakan et al. 2006), ce qui augmente ses propriétés tensio-actives (Bakan et al. 2009). L'étape 

d'ébullition lors du brassage induit une dénaturation de la LTP1 grâce à la rupture des ponts 

disulfures (Perrocheau et al. 2006) et augmente ainsi les propriétés pro-mousses de cette 

protéine.  

Toutes ces modifications font de la LTP1 une protéine marqueur de la qualité du malt, 

et ont donc été étudiées afin de déterminer si le maltage à faible hydratation influence les 

modifications de cette protéine. 

 

III-2 Matériels & Méthodes 

 

III-2-1 Extraction et purification de la LTP1 d'orge et de malt 

 

Les grains d'orge ou de malt ont été broyés dans l'azote liquide à l'aide d'un 

cryobroyeur (Spex 6700 Freezer/Mill). L'extraction a été réalisée avec 1 g de farine (poids 
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frais) placés dans 5 mL d'eau milliQ sous agitation à température ambiante pendant 30 min. 

L'extrait a été ensuite placé au bain-marie à 100°C pendant 30 min et centrifugé à 8 000 g 

pendant 10 min à température ambiante. Les protéines ont été alkylées, au niveau des 

fonctions thiol réduites, avec 100 µL d'iodoacetamide à 0,5 M pendant 30 min dans le noir ; la 

réaction a été arrêtée en ajoutant 50 µL d'acide trifluoroacétique (TFA) à 10 %. Cet extrait a 

été dialysé contre de l'eau à travers une membrane ayant un seuil de coupure à 3 500 Da 

pendant 1 nuit et a été lyophilisé. 

La purification a été réalisée à partir de l'extrait lyophilisé repris dans 2 mL d'eau 

milliQ et dont 500 µL ont été injectés en RP-HPLC sur une colonne en phase inverse 

(Nucleosil C18, 250 x 4 mm, Macherey-Nagel) thermostatée à 62°C. Après un lavage avec 

20 % d'acétonitrile contenant 0,04 % de TFA, le diagramme d'élution a été réalisé avec un 

gradient linéaire d'acétonitrile de 20 à 50 % en 35 min. Les fractions collectées ont été 

contrôlées par SDS-PAGE et celles qui contenaient de la LTP1 ont été rassemblées avant 

lyophilisation. 

 

III-2-2 SDS-PAGE 

 

La séparation des protéines a été réalisée sur gel d'acrylamide à 15 %. 30 µL des 

fractions obtenues en sortie de RP-HPLC ont été diluées dans 20 µL de tampon de 

solubilisation (tampon Tris 120 mM, SDS 4 %, glycérol 20 %, bleu de bromophenol 0,02 %, 

pH 6,8) et 3 µL de β-mercaptoéthanol. Après chauffage à 100°C pendant 5 min, les 

échantillons sont déposés. La migration s'est déroulée à 20 mA par gel dans un tampon 

contenant 25 mM de Tris, 0,1 % de SDS et 192 mM de glycine. 

Après complète migration, les protéines ont été colorées au nitrate d'argent selon une 

modification de la méthode de Blum (Blum et al. 1987). Les protéines ont été fixées pendant 

1 h dans une solution d'eau milliQ contenant 40 % d'éthanol et 10 % d'acide acétique. Les gels 

ont ensuite été lavés 2 fois 20 min dans une solution contenant 30 % d'éthanol puis dans de 

l'eau pendant 20 min. La sensibilisation a été réalisée dans une solution de thiosulfate de 

sodium à 0,02 %. Après 3 lavages de 20 sec dans de l'eau milliQ les gels ont été placés dans 

une solution de nitrate d'argent à 0,1 % contenant 20 µL de formaldéhyde à 37 % pendant 

20 min. Trois lavages de 20 sec dans l'eau ont été effectués de nouveau avant révélation de la 

coloration par une solution de carbonate de sodium à 3 % contenant 0,05 % de thiosulfate de 

sodium et 50 µL de formaldéhyde à 37 %. Pour arrêter la révélation de la coloration, les gels 

ont été lavés 20 sec dans de l'eau puis placés dans de l'acide acétique à 1 % pendant 5 min. 
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III-2-3 Western blot anti-LTP1 d'orge 

 

Les protéines, préalablement séparées par électrophorèse, ont été transférées sur 

membrane de nitrocellulose 0,2 µm sous l'action d'un champ électrique dans un tampon de 

transfert contenant 25 mM de Tris, 192 mM de glycine, 0,1 % de SDS et 20 % d'éthanol. Le 

transfert a été réalisé pendant 45 min à 2,5 mA/cm². Les zones de la membrane non-occupées 

par des protéines ont été saturées pendant 1 nuit dans une solution de PBS-lait (136 mM 

NaCl, 2,68 mM KCl, 1,46 mM K2HPO4, pH 7,4 contenant du lait écrémé à 5 %). La 

membrane a été lavée 2 fois pendant 10 min avec du PBS contenant du Tween 20 à 0,1 % 

(PBS-Tw) avant d'être mise en contact pendant 1 h avec un anticorps polyclonal de lapin 

spécifique de la LTP1 d'orge dilué au 1/3 000
e
 dans du PBS-Tw contenant du lait écrémé à 

0,5 % (PBS-Tw-lait). Après 3 lavages de 10 min, la membrane a été mise en contact pendant 

1 h avec un anticorps de chèvre anti-lapin couplé à la phosphatase alcaline dilué au 1/3 000
e
 

dans du PBS-Tw-lait. Le réactif de révélation colorimétrique AP (Alcaline Phosphatase 

conjugate substrate kit, BioRad) a été ajouté ; l'AP catalyse la transformation de son substrat 

soluble en un composé coloré au niveau du complexe antigène/anticorps. La réaction a été 

stoppée avec un lavage abondant de la membrane avec de l'eau. 

 

III-2-4 Immunomarquage pour observation en microscopie 

 

Les coupes de grain d'orge et de malt incluses en paraffine (voir paragraphe II-2-7) ont 

été saturées par du PBS contenant du lait écrémé 4 % pendant 30 min puis l'anticorps 

monoclonal de souris spécifique de la LTP1 d'orge dilué au 1/300
e
 dans du PBS contenant du 

Tween 20 à 0,1 % et du lait écrémé à 0,4 % (PBS-Tween-lait) a été déposé sur les coupes 

pendant 1 h. Après 5 lavages de 5 min avec du PBS-Tween-lait, l'anticorps marqué avec un 

fluorochrome (IgG de chèvre anti-souris Alexa Fluor
®

-546 ; Molecular Probes, Invitrogen 

USA) avec une dilution au 1/100
e
 dans du PBS-Tween-lait a été déposé pendant 1 h. Les 

étapes suivantes de l'immunomarquage et de l'observation en microscopie ont été réalisées 

comme décrit dans le paragraphe II-2-9. 

 

III-2-5 Dosage de la LTP1 par ELISA 

 

Les analyses de la quantité de LTP1 des malts ont été réalisées avec la méthode de 

dosage par la technique ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Sur une plaque 
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96 puits, 100 µL d'échantillon ou de LTP1 standard (LTP1 acylée ou mélange de LTP1 + 

LTP1 acylée) ont été adsorbés dans chaque puits pendant 2 h à 37°C. Après avoir été lavés 

par du PBS, une saturation a été effectuée en ajoutant 250 µL de PBS contenant 4 % de lait 

écrémé dans chaque puits pendant 1 h à 37°C. La plaque a ensuite été lavée avec du PBS 

contenant 0,05 % de Tween 20 (PBS-Tween) avant de déposer 100 µL d'anticorps spécifique 

anti-LTP1 (anticorps monoclonal anti-LTP1 acylée ou anticorps polyclonal anti-LTP1 totale) 

dilué dans le PBS-Tween contenant 0,4 % de lait écrémé pendant 1 h à 37°C. Après lavage 

avec du PBS-Tween, 100 µL d'anticorps conjugué à la péroxydase dilué au 1/3 000
e
 ont été 

ajoutés dans chaque puits. La fixation incubée 1 h à 37°C dans l'obscurité a été suivie d'un 

rinçage de la plaque avec du PBS-Tween, et 100 µL de solution contenant le substrat (0,04 % 

d'o-phenylenediamine et 0,02 % d'H2O2 dans 0,05 M de tampon citrate pH 5,5) ont été ajoutés 

dans chaque puits. Après 30 min d'incubation à l'obscurité, la réaction colorée a été arrêtée en 

ajoutant 25 µL d'acide sulfurique 4N. La mesure de la coloration a été réalisée avec un lecteur 

d'absorption en observant à 490 nm et en soustrayant le bruit de fond mesuré à 630 nm.  

 

III-2-6 LC-MS 

 

L'analyse des modifications de la LTP1 a été effectuée par chromatographie liquide 

couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) couplé à un spectromètre de masse à trappe 

d'ion en ionisation négative (Waters 616 system, Waters, Manchester UK ; LCQ advantage, 

ThermoFinnigan, USA). La séparation des différentes formes de LTP1 a été réalisée sur une 

colonne en phase inverse (Nucleosil C18, 4 mm x 25 cm de longueur, Macherey-Nagel) 

maintenue à 62°C et à un débit de 0,3 mL/min. Le gradient a consisté en une augmentation 

linéaire de 20 à 50 % en acétonitrile contenant 0,08 % d'acide formique durant 35 min suivies 

d'une augmentation rapide à 100 % en 1 min. Les données d'acquisition ont été retraitées avec 

le logiciel Xcalibur. 

 

III-2-7 Dosage des amines libres par la méthode à l'O-phtaldialdéhyde 

 

Le dosage des amines libre a été réalisé selon la méthode modifiée de Rowlett 

(Rowlett and Murphy 1981). Une solution d'OPA a été réalisée en pesant 40 mg d'ortho-

phtaldialdéhyde dans 1 mL de méthanol puis en y ajoutant 2,5 mL de SDS à 10 %, 100 µL de 

β-mercaptoéthanol et 25 mL de tampon tétraborate de di-sodium à 0,1 M pH 9.3, le tout 

complété à 50 mL avec de l'eau déionisée. Le dosage a été réalisé en prenant 50 µL de LTP1 
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purifiée à 2 mg/mL dans du tampon phosphate à 50 mM pH 7,8 auxquels a été ajouté 1 mL de 

solution d'OPA. La lecture a été réalisée à 340 nm sur un spectrophotomètre dans la limite 

d'une heure. Pour estimer la quantité d'amine libre, une gamme étalon de leucine de 0 à 

2,5 mM a été réalisée et un échantillon de LTP1 purifiée d'orge a été ajouté. 

 

III-2-8 Fluorescence des composés de Maillard 

 

Les spectres d'émission de fluorescence ont été obtenus sur un spectrophotomètre 

FluoroMax (Spex, Jobin-Yvon). Les mesures ont été réalisées en effectuant une excitation à 

330 nm (Andersen and Mortensen 2008) et en enregistrant l'émission de fluorescence de 350 à 

500 nm sur des solutions de LTP1 extraites de malt et de LTP1 d'orge purifiées à 0,5 mg/mL. 

La mesure de fluorescence a été effectuée tous les 0,5 nm. 

 

III-3 Résultats 

 

III-3-1 Diffusion de la LTP1 

 

La diffusion de la LTP1 dans le grain d'orge en cours de germination a été observée 

par microscopie à l'aide d'un immunomarquage (Figure 29). Sur grain d'orge, la LTP1 est 

localisée dans la couche à aleurone, aucun marquage n'est retrouvé dans l'albumen amylacé 

(Figure 29A). En revanche, dès la sortie de trempe la LTP1 a été observée à la fois dans la 

couche à aleurone et dans l'albumen amylacé, l'ensemble de l'albumen a été marqué (Figure 

29 B0 et C0). La LTP1 a donc diffusé dans l'albumen durant la trempe pour le malt 

faiblement hydraté (LH) et pour le malt fortement hydraté (HH). Après 3 et 5 jours de 

germination, le marquage est toujours situé dans l'albumen amylacé et la couche à aleurone 

(Figure 29 B3-5 et C3-5). Nous avons donc pu montrer avec ces résultats que la LTP1 

diffusait lors de la trempe de la couche à aleurone vers l'albumen amylacé. De plus, aucune 

différence de diffusion entre malt LH et malt HH n'a été mise en évidence. 
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Figure 29. Observation de la diffusion de la LTP1 grâce à un immunomarquage dans des 

sections transversales de grain d’orge en cours de germination ou non. 
(A) représente une coupe d’orge non germé; (B) et (C) représentent des coupes de malts verts 

fortement et faiblement hydratés respectivement après 0; 3 et 5 jours de germination de gauche à 
droite. 
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III-3-2 Extraction et purification de la LTP1 

 

Les fractions purifiées de LTP1 à partir d'orge ou de malt touraillé ont été contrôlées 

par SDS-PAGE (Figure 30a) et western-blot (Figure 30b). Le SDS-PAGE a permis de voir 

que lors de l'extraction, la LTP1 a été extraite et retrouvée dans les premières fractions lors de 

la purification par HPLC. La protéine a été en grande partie isolée des autres protéines, les 

trois premières fractions ne montrant aucune protéine contaminante en plus des bandes de la 

LTP1 présentes à environ 10 kDa. Ces résultats sont confirmés par le western blot spécifique 

de la LTP1 qui a présenté trois bandes correspondant à celles des trois premières fractions sur 

le SDS-PAGE. Les fractions contenant de la LTP1 purifiée ont été rassemblées et ont 

constitué l'extrait utilisé pour les analyses de cette protéine. 

 

 

 

 
 

Figure 30. Analyse des fractions obtenues lors de la purification de la LTP1. 
A) Chromatogramme d’HPLC avec le SDS-PAGE correspondant dessous. B) Western blot obtenu avec 
un anticorps anti-LTP1 réalisé avec les mêmes fractions que le SDS-PAGE. Les pointillés verticaux 

correspondent aux différentes fractions séparées par HPLC.  
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III-3-3 Dosage de la LTP1 

 

L'analyse de la quantité de LTP1 a été effectuée par dosage ELISA (Figure 31) à 

l'aide d'anticorps spécifiques dirigés contre la LTP1 totale ou la LTP1 acylée sur les malts LH 

et HH touraillés (Bakan et al. 2006). Les résultats ont montré que la totalité de la LTP1 

retrouvée est acylée que ce soit pour le malt HH ou le malt LH. Les quantités moyennes de 

LTP1 n'étaient pas significativement différentes. Le taux d'hydratation ne semble donc pas 

avoir influencé la quantité de LTP1 extraite. 

 

 
Figure 31. Analyse ELISA de LTP1 d’extraits de malts obtenus à forte ou faible 

hydratation. 
LTP1 totale (colonnes blanches) et LTP1 acylée (colonnes noires) ne présentent aucune différence. 

 

 

III-3-4 Suivi des modifications de la LTP1 par spectrométrie de masse 

 

Les modifications qui peuvent avoir lieu sur la LTP1 au cours des procédés de maltage 

et de brassage ont été observées par spectrométrie de masse (Figure 32). Les analyses ont 

montré un grand nombre de formes différentes de la LTP1, à la fois pour le malt HH et le malt 

LH. Parmi les formes de LTP1 qui ont été observées, il a pu être identifié la LTP1 acylée 1 ou 

2 fois. L'identification a été réalisée en utilisant la masse correspondant à la LTP1 native, 

incrémentée de 294 Da (Bakan et al. 2006; Perrocheau et al. 2006) ou 2 x 294 Da ce qui 
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Figure 32. Analyse par spectrométrie de masse des modifications de la LTP1 de malt. 

(A) Liste de toutes les masses identifiées et les formes modifiées observées correspondantes dans les 
malts LH et HH. (B) Exemple d’analyse obtenue sur une portion de chromatogramme. 
LTPb = 1 acylation; LTPc = 2 acylations; + n x 162 = n glucosylations; + n alkyl = n/2 pont disulfure 

réduit; +16 = oxydation 

LTP + 4x162 + 2alkyl -Tyr

LTPb + 4x162 + 4alkyl

LTPb

LTPb + 162

LTPb + 2x162

LTPb + 3x162

LTPb + 4x162

LTP

LTP + 2alkyl + 16
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9687 = LTP 9687 = LTP

9849 = LTP  + 162 9703 = LTP  + 16

9865 = LTP  + 162 + 16 9849 = LTP  + 162

10077 = LTP  + 162 + 4alkyl 9963 = LTP  + 162 + 2alkyl

10011 = LTP  + 2x162 10141 = LTP  + 2x162 + 2alkyl

10027 = LTP  + 2x162 + 16 10483 = LTP  + 2x162 + 8alkyl

10141 = LTP  + 2x162 + 2alkyl 9848 = LTP  + 2x162 -Tyr C-term

10189 = LTP  + 3x162 + 16 10189 = LTP  + 3x162 + 16

10303 = LTP  + 3x162 + 2alkyl 10303 = LTP  + 3x162 + 2alkyl

10645 = LTP  + 3x162 + 8alkyl 10417 = LTP  + 3x162 + 6alkyl

10497 = LTP  + 5x162 10579 = LTP  + 4x162 + 6alkyl

10611 = LTP  + 5x162 + 2alkyl 10693 = LTP  + 4x162 + 8alkyl

10448 = LTP  + 5x162 + 2alkyl -Tyr C-term 10497 = LTP  + 5x162

10562 = LTP  + 5x162 + 4alkyl -Tyr C-term 10725 = LTP  + 5x162 + 4alkyl

9801 = LTP  + 2alkyl 9801 = LTP  + 2alkyl

9817 = LTP  + 2alkyl  + 16 10029 = LTP  + 6alkyl

9915 = LTP  + 4alkyl 10045 = LTP  + 6alkyl  + 16

10029 = LTP + 6alkyl ou LTPc + 4x162 + 6alkyl + 16 9866 = LTP  + 6alkyl -Tyr C-term

9703 = LTP  + 16 9981 = LTPb 

9524 = LTP-Tyr C-term 10143 = LTPb  + 162

9981 = LTPb 10371 = LTPb  + 162 + 4alkyl

10143 = LTPb  + 162 10485 = LTPb  + 162 + 6alkyl

10485 = LTPb  + 162 + 6alkyl 10533 = LTPb  + 2x162 + 4alkyl

10599 = LTPb  + 162 + 8alkyl 10761 = LTPb  + 2x162 + 8alkyl

10305 = LTPb  + 2x162 10467 = LTPb  + 3x162

10321 = LTPb  + 2x162 + 16 10483 = LTPb  + 3x162 + 16

10467 = LTPb  + 3x162 10581 = LTPb  + 3x162 + 2alkyl

10695 = LTPb  + 3x162 + 4alkyl 10304 = LTPb  + 3x162 -Tyr C-term

10971 = LTPb  + 4x162 + 6alkyl 10645 = LTPb  + 4x162 + 16

10466 = LTPb  + 4x162 -Tyr C-term 10905 = LTPb  + 5x162 + 2alkyl

10628 = LTPb  + 5x162 -Tyr C-term 11019 = LTPb  + 5x162 + 4alkyl

10437 = LTPb  + 8alkyl 10856 = LTPb  + 5x162 + 4alkyl-Tyr C-term

10453 = LTPb + 8alkyl  + 16 11133 = LTPb  + 5x162 + 6alkyl

10274 = LTPb  + 8alkyl -Tyr C-term 10339 = LTPb  + 6alkyl  + 16

9818 = LTPb-Tyr C-term ou LTP + 2alkyl + 16 10453 = LTPb  + 8alkyl  + 16

10453 = LTPc  + 162 + 16 9818 = LTPb-Tyr C-term ou LTP + 2alkyl + 16

10681 = LTPc  + 162 + 4alkyl  + 16 10291 = LTPc  + 16

10795 = LTPc  + 162 + 6alkyl  + 16 10437 = LTPc  + 162

10893 = LTPc  + 162 + 8alkyl 10551 = LTPc  + 162 + 2alkyl

10615 = LTPc  + 2x162 + 16 10795 = LTPc  + 162 + 6alkyl  + 16

10941 = LTPc  + 2x162 + 6alkyl 10893 = LTPc  + 162 + 8alkyl

10957 = LTPc  + 2x162 + 6alkyl  + 16 10909 = LTPc  + 162 + 8alkyl  + 16

10777 = LTPc  + 3x162 + 16 10615 = LTPc  + 2x162 + 16

11217 = LTPc  + 3x162 + 8alkyl 10843 = LTPc  + 2x162 + 4alkyl  + 16

11233 = LTPc  + 3x162 + 8alkyl  + 16 10941 = LTPc  + 2x162 + 6alkyl

11037 = LTPc  + 4x162 + 2alkyl 10891 = LTPc  + 3x162 + 2alkyl  + 16

11443 = LTPc  + 5x162 + 6alkyl  + 16 10989 = LTPc  + 3x162 + 4alkyl

10503 = LTPc  + 4alkyl 11103 = LTPc  + 3x162 + 6alkyl

11037 = LTPc  + 4x162 + 2alkyl

11053 = LTPc  + 4x162 + 2alkyl  + 16

11085 = LTPc  + 5x162

11427 = LTPc  + 5x162 + 6alkyl

11541 = LTPc  + 5x162 + 8alkyl

10405 = LTPc  + 2alkyl  + 16

10731 = LTPc + 8alkyl

Malt  LH Malt  HH
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correspond à l'ajout de un ou deux allène oxyde à la LTP1. Par ailleurs, de 0 à 5 hexoses liés à 

la LTP1 native ou acylée ont été observés, cette glucosylation a été identifiée en ajoutant 

n x 162 Da (Jegou et al. 2000; Jégou et al. 2001; Perrocheau et al. 2006; Bobalova and 

Chmelik 2007; Chmelik et al. 2009) à la masse de la LTP1. L'observation de ces LTP1 

glucosylées montrent que suffisamment de sucres sont présents à faible hydratation pour que 

ce type de modification ait lieu. La LTP1 possède 4 ponts disulfures qui peuvent être réduit 

lors de l'extraction. La réduction des fonctions thiols des cystéines associées à ces ponts 

disulfures a été identifiée par des alkylations de 57 Da (Sun et al. 2008) augmentant 2 par 2 

(soit un incrément de 114 Da associé à 1 pont disulfure réduit). Deux autres formes de la 

LTP1 ont pu être observées : une oxydation de la méthionine identifiée par une augmentation 

de masse de 16 Da (soit la masse d'un atome d'oxygène), et une LTP1 dépourvue de résidu 

Tyrosine à l'extrémité C-terminale identifiée par la diminution de masse de 163 Da (Chmelik 

et al. 2009). Il faut noter qu'une partie du signal obtenu en LC-MS n'a pas permis 

d'identification. En effet, dans certains pics, le rapport signal/bruit obtenu en spectrométrie de 

masse a rendu l'identification de composés compliquée (Figure 33). Il est possible que ces 

zones correspondent également à des formes de LTP1, mais au vu du nombre très important 

de modifications possible à la suite de réactions telles que la réaction de Maillard ces espèces 

moléculaires ne sont pas présentes en quantités suffisamment importantes pour être détectées 

par spectrométrie de masse dans nos conditions d'analyse (courant ionique faible, rapport 

signal/bruit faible). Toutes ces formes de LTP1 ont été observées dans les malts HH comme 

dans les malts LH. 

 

III-3-5 Suivi des glucosylations par la méthode à l'O-phtaldialdéhyde 
 

Les glucosylations dues à la réaction de Maillard sont principalement observées sur les 

amines des lysines de la LTP1 (Chmelik et al. 2009). L'analyse des amines libres à été 

effectuée sur les extraits de LTP1 de malts HH et LH touraillés puisque la glycation de cette 

protéine a lieu principalement durant l'étape de touraillage. Les résultats (Figure 34) ont 

montré une quantité d'amines libres plus importante pour la LTP1 d'orge que pour la LTP1 

des malts. La LTP1 d'orge a été utilisée comme témoin pour lequel l'ensemble des amines ont 

été considérées comme libres. Les proportions d'amine libre des malts ont été calculées en 

fonction de cette quantité témoin d'amine libre correspondant à 100 %. Ainsi, dans les malts, 

environ 80 % des amines de la LTP1 ont été observées comme libres montrant une différence 

significative par rapport à la LTP1 d'orge. En revanche, aucune différence significative n'a pu 

être mise en évidence entre le malt LH et le malt HH. 
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Figure 33. Chromatogramme obtenu à partir d'un malt après séparation par RP-HPLC 
couplée à un spectromètre de masse.  

Les traits de couleur correspondent à différentes zones pour lesquelles des spectres de masses sont 
présentés. CI = Courant ionique  
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Figure 34. Analyse des glucosylations de la LTP1. 

Analyse des glucosylations de la LTP1 par détermination des proportions relatives en amines libres des 
extraits de LTP1 des malts LH et HH comparé à l’extrait de LTP1 d’orge.  
* = Significativement différent. 

 

 

III-3-6 Suivi des glucosylations par fluorescence des composés avancés de la 

réaction de Maillard 

 

Les composés avancés de la réaction de Maillard peuvent présenter de la fluorescence 

(Andersen and Mortensen 2008). Les extraits de LTP1 d'orge et des malts touraillés ont été 

analysés pour détecter cette fluorescence. Dans un premier temps la longueur d'onde 

d'émission a été choisie à 450nm d'après des travaux antérieurs (Birlouez-Aragon et al. 1998; 

Jing and Kitts 2004; Andersen and Mortensen 2008), cela nous a permis d'obtenir un 

maximum d'excitation à 330 nm en effectuant des spectres d'excitation. Non-modifiée par la 

réaction de Maillard, la LTP1 d'orge a montré un signal de fluorescence non-détectable aux 

longueurs d'onde observées (Figure 35). En revanche, les spectres des malts ont présentés un 

fort signal de fluorescence avec un maximum à environ 440 nm. Comme cela a été observé 

lors de l'analyse des amines libres, aucune différence significative n'a été mise en évidence 

entre la LTP1 du malt HH et la LTP1 du malt LH, les spectres d'émission de fluorescence de 

la LTP1 des deux malts étant parfaitement superposés. 
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Figure 35. Analyse des glucosylations de la LTP1. 

Analyse des glucosylations de la LTP1 par suivi des composés de Maillard avec les spectres d’émission 
de fluorescence des extraits de LTP1 des malts LH et HH. L’excitation a été fixée à 330nm.  

 

 

III-4 Discussion 

 

Les modifications et la diffusion de la LTP1 ne sont pas affectées par la modification 

du diagramme de trempe. En effet, l'ensemble des modifications de la LTP1 sont retrouvées à 

la fois dans les malts LH et HH, et ces modifications sont retrouvées en proportions 

équivalentes quelle que soit la technique utilisée pour les analyser.  

Par ailleurs, nos études ont mis en évidence la très grande diffusivité de la LTP1 dans 

l'albumen au cours du maltage et en particulier au cours de la trempe contrairement au résultat 

obtenu avec les enzymes. Sans pouvoir le démontrer, des travaux avaient suggérés que la 

LTP1 doit diffuser lors du maltage pour subir ses modifications (Perrocheau et al. 2006; 

Bobalova and Chmelik 2007; Gorjanovic 2010). Il est important de noter que les nsLTP sont 

de petites protéines extracellulaires (Douliez et al. 2000; Carvalho and Gomes 2007; 

Gorjanovic 2007) localisées dans les parois et apoplastes. Chez Arabidopsis, il a été démontré 

que la protéine Dir1, une LTP localisée dans l'apoplasme, était impliquée dans la résistance 

systémique acquise (Maldonado et al. 2002). Cette capacité à diffuser dans les organes 

végétaux est en accord avec la forte diffusivité de la LTP1 observée dans l'albumen avant que 

les parois des β-glucanes ne soient hydrolysées. 
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Des études antérieures menées au laboratoire ont démontré que la LTP1 native ne 

possède pas de propriétés favorisant la formation de mousse (Jegou et al. 2000; Jégou et al. 

2001). C'est lors du maltage mais également lors du brassage que la LTP1 subit des 

modifications lui donnant des caractéristiques idéales pour la formation de cette mousse 

(Sørenson et al. 1993; Jégou et al. 2001; Perrocheau et al. 2006). Par ailleurs, en utilisant 

différentes techniques, nous nous sommes aperçus que ces modifications sont assez 

complexes. En effet, comme l'ont montré les résultats du paragraphe III-3-6, la réaction de 

Maillard a produit des composés avancés qui comportent des propriétés fluorescentes. Cette 

même réaction a également conduit à la glucosylation de la LTP1 comme l'ont montré les 

résultats de LC-MS et d'amine libre. Cette dernière analyse a par ailleurs montré une 

proportion d'amine modifiée au cours du maltage relativement faible par rapport au nombre 

total d'amine de la LTP1. Ce résultat suggère que ces amines sont protégées au cours du 

maltage, ce qui les rendrait inaccessible à la réaction de Maillard. En effet, au cours du 

maltage des lipides sont oxydés et permettent la formation d'aldéhydes d'origine enzymatique 

(lipoxygénase, hydroperoxyde lyase) ou non-enzymatique (peroxydation) à partir d'acides 

gras polyinsaturés (Kaukovirtanorja et al. 1993)). Ces aldéhydes pourraient former des bases 

de Schiff avec des amines des protéines, ces dernières n'étant pas alors modifiées au cours du 

touraillage par la réaction de Maillard. Dans cette hypothèse et compte tenu de la méthode de 

dosage OPA, qui implique une réaction irréversible, les amines libres de la LTP1 que nous 

avons révélé peuvent provenir à la fois des amines libres de la LTP1 et des amines ayant 

formé des bases de Schiff, réversibles, avec des aldéhydes (Figure 36). 

C'est au cours des diagrammes de trempe qui comprennent des phases de sous-eau et 

sous-air que des différences d'oxydation pourraient être observées entre malts faiblement et 

fortement hydratés. En effet, ce procédé peut entraîner des phénomènes d'hypoxie (sous-eau) 

et d'hyperoxie (sous-air), tous deux générateurs de stress oxydant (Benech-Arnold et al. 2006; 

Borisjuk et al. 2007). Nos résultats semblent donc indiquer que les diagrammes de trempe 

(alternance sous-air, sous-eau) ne modifient pas uniquement le taux d'hydratation mais 

induisent également d'autres phénomènes physiologiques, tel que le stress oxydant, 

susceptibles de modifier les molécules importantes pour la qualité des malts (protéines, 

lipides). 
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Figure 36. Réaction d’une base de Schiff avec une amine. 
Lorsqu’un aldéhyde de l’orge ou du malt est présent, la réaction se déroule en équilibre (A). Lorsque 

l’o-Phtaldialdéhyde est présent, l’équilibre (A) est déplacé (B) pour permettre la formation d’un 
composé stable. 

 

III-5 Conclusion 

 

Les différentes analyses des modifications de la LTP1 et de sa diffusion lors de la 

germination ont toutes abouties à la même conclusion : un malt faiblement hydraté se trouve 

dans des conditions qui modifient les caractéristiques de la LTP1 d'orge, lui donnant ainsi les 

propriétés pro-mousse recherchées par les malteurs et brasseurs. En effet, grâce à la méthode 

d'extraction de la LTP1 qui a été réalisée de façon à mimer l'étape d'ébullition du moût, la 

LTP1 qui a été étudiée a subi toutes les étapes connues comme ayant une influence sur sa 

conformation et ses propriétés physico-chimiques (Jégou et al. 2001; Perrocheau et al. 2005; 
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Bakan et al. 2006; Bobalova and Chmelik 2007; Gorjanovic 2007; Gorjanovic 2010). 

Cependant certaines observations (amines libres et fluorescence des composés de Maillard) 

nous ont mené à envisager un impact des diagrammes de trempe autre que l'hydratation. Des 

analyses des composés issus de différents métabolismes du grain d'orge en cours de 

germination permettraient d'avoir plus d'information à ce sujet.  
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Chapitre IV. Caractérisation des assises cuticulaires de 

quatre variétés d'orge en relation avec leur comportement 

à faible hydratation 
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IV-1 Introduction 

 

Plusieurs études ont mis en évidence des différences de prise en eau ou de diffusion 

d'eau dans le grain à la fois entre variétés (McEntyre et al. 1998; Molina-Cano et al. 2002; 

Swanston et al. 2006; Bryce et al. 2010) et entre sites de culture pour une même variété 

(Molina-Cano et al. 2002; Swanston et al. 2006). Dans tous les cas, la cinétique de prise en 

eau se déroule généralement en deux phases : une hydratation rapide de l'embryon et les 

couches externes (glumelles) durant les premières heures de trempe dans un premier temps. 

Dans un deuxième temps (entre 12 et 48h de trempe), l'eau diffuse vers l'albumen amylacé 

(McEntyre et al. 1998; Molina-Cano et al. 2002). De plus, d'après ces études le scutellum et le 

sillon sont des sites préférentiels d'entrée de l'eau dans le grain (Figure 16, p 27). Ces travaux 

mettent en évidence une barrière à la diffusion de l'eau se situant entre les glumelles et la 

couche à aleurone. Or cette région contient les assises cuticulaires du grain.  

Il existe en effet à la surface des organes aériens des plantes supérieures des assises 

cuticulaires appelées cuticules (Holloway 1982; Jeffree 1996) qui leur permettent de se 

protéger des pathogènes (Kolattukudy 1985) et de la dessiccation (Riederer and Schreiber 

2001; Samuels et al. 2008). Cette cuticule est composée de cutine et de cires qui possèdent 

des compositions variables non seulement en fonction du végétal mais également en fonction 

des organes d'une même plante (Jeffree 1996). Sur l'orge, de nombreuses études ont été 

réalisées sur la composition des cires de feuilles (Von Wettstein-Knowles 1974; Baker and 

Hunt 1986; Hollenbach et al. 1997; Reynhardt 1997; Conte et al. 2003; Richardson et al. 

2005; Shepherd and Wynne Griffiths 2006) montrant une proportion d'alcool C26 supérieure 

à 50%, les alcools étant la classe la plus fortement représentée allant jusqu'à plus de 87% de la 

composition totale (Reynhardt and Riederer 1994; Simanova et al. 2005). En revanche, la 

composition des cires du grain d'orge n'ont pas été décrites, seuls certains composés 

(alkylresorcinols et dicétones) ont été analysés individuellement (Garcia et al. 1997; King and 

von Wettstein-Knowles 2000). De même, peu d'informations sont disponibles pour la 

composition des cutines de grain d'orge pour laquelle seuls Espelie et al. (1979) ont mené une 

étude sur le grain entier. Ils ont ainsi observé que les cutines de grains d'orge sont 

majoritairement composés d'acides gras C18 époxydés et C16 dihydroxylés. 

L'objectif durant cette thèse a été de caractériser les assises cuticulaires de quatre 

variétés d'orge sur grain entier et dans différents tissus du grain. Les quatre variétés ont été 
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choisies d'après des observations d'hydratabilité différentes à l'échelle industrielle (Concerto, 

Sebastian, Esterel et Cervoise de la moins hydratable à la plus hydratable). 

 

IV-2 Matériels & Méthodes 

 

IV-2-1 Suivi de l'imbibition des grains d'orge de quatre variétés 

 

Pour suivre la prise d'eau des grains d'orge de différentes variétés (Cervoise, Concerto, 

Esterel et Sebastian), des grains ont été pesés puis placés en immersion dans de l'eau. Au bout 

de 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 8 h, ou 24 h les grains ont été égouttés sur un papier absorbant 

pour éliminer l'eau de surface et pesés à nouveau. 

 

IV-2-2 Coloration des enveloppes hydrophobes 

 

Des coupes d'orge de quatre variétés (Cervoise, Concerto, Esterel et Sebastian) fixées 

dans la paraffine (voir chapitre II) ont été colorées avec du rouge soudan IV (Scarlet red, 

Fluka). La solution de rouge soudan a été préparée à 1 % dans du propylène glycol (Chiffelle 

and Putt 1951) dans un bain d'eau chaude, puis filtrée pour éliminer les particules non-

solubilisées. Les coupes ont été colorées pendant 20 min puis l'excès de colorant éliminé avec 

de l'éthanol à 70%. Pour chaque échantillon, environ 20 mesures/coupe ont été effectuées, 2 

ou 3 coupes/grain observées, et 3 grains par variété ont été analysés. L'observation a été 

effectuée en utilisant un microscope Zeiss Axiovert 135M (Zeiss, Allemagne) et les images 

ont été acquises au format TIFF avec une caméra Retiga 2000R en utilisant le logiciel 

Archimed (Zeiss). Les mesures d'épaisseur de cutines ont été réalisées en utilisant le logiciel 

ImageJ avec une mesure référence basée sur du papier comportant une grille standardisée 

enregistrée dans les mêmes conditions. Les résultats obtenus ont été analysés statistiquement 

pour comparer les moyennes des mesures. 

 

IV-2-3 Extraction des cires de surface des grains d'orge 

 

 Des lots de 40 grains ont été pesés puis placés dans 50 mL de chloroforme sous 

agitation pendant 10 min. Le chloroforme a été transféré dans un autre récipient et, après 

évaporation du chloroforme à l'agitateur rotatif, les cires ont été reprises dans un minimum de 

volume de chloroforme et transférées dans des tubes en pyrex où le solvant est à nouveau 
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éliminé sous flux d'azote. Les cires ont finalement été reprises dans 250 µL de chloroforme 

pour être dérivées et analysées par chromatographie en phase gazeuse (GC). 

 

IV-2-4 Dissection des enveloppes sans albumen ni embryon 

 

Les enveloppes ont été isolées du reste de 100 grains (albumen et embryon). Pour cela, 

des grains entiers ont été placés dans l'eau pendant 72 h et le maximum d'albumen ainsi que 

l'embryon ont été délicatement décollés des enveloppes avec une lame de scalpel en prenant 

soin de conserver le scutellum. Les enveloppes ont ensuite été lavées 4 à 5 fois à l'eau distillée 

avec des bains à ultrasons pour éliminer le maximum d'albumen restant. Pour s'affranchir des 

lipides provenant des membranes, un traitement de 1 h avec du propan-1-ol à 70 % puis un 

lavage avec du chloroforme/méthanol (2:1) a été réalisé (Morrison and Coventry 1985). 

 

IV-2-5 Dissection des enveloppes du grain d'orge 

 

Les différentes fractions (Figure 37 et 38) du grain d'orge ont été obtenues en 

effectuant des dissections progressives. Les grains ont été placé 1 nuit dans de l'eau à 4°C ce 

qui a permis de séparer les glumelles dorsales et ventrales du grain et d'enlever l'embryon 

pour éviter toute germination. Toutes les autres fractions du grain ont été obtenues grâce à une 

dissection réalisée manuellement sous loupe binoculaire : les sous-glumes 1 et 2 qui sont des 

fractions enrichies en péricarpe et testa respectivement, le sillon qui anatomiquement est 

différent des autres enveloppes, et le scutellum qui est une zone privilégiée de transition de 

l'eau entre l'embryon et l'albumen.  

 

 

Figure 37. Fractions du grain d’orge disséquées pour analyses compositionnelles  
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Figure 38. Coupes de grain d’orge colorées au rouge soudan. 
De gauche à droite : coupe d’orge non-disséqué ; coupe d’orge dont les glumelles et une première 
épaisseur de péricarpe (sous-glumes 1) ont été enlevées ; coupe d’orge dont une deuxième épaisseur 

de péricarpe comprenant de la testa (sous-glumes 2) a été enlevée. Deuxième ligne : sillon en coupe 
transversale. GL = glumelles ; Pe = péricarpe ; Te = testa ; AL = aleurone.  

 

 

Les cires et les cutines ont été séparées en réalisant des délipidations avec du 

dichlorométhane pendant 30 min suivies de plusieurs bains ultrasons, le dichlorométhane 

contenant les cires étant transféré dans d'autres tubes. Les tubes contenant les cires dans le 

dichlorométhane et les tubes contenant les cuticules délipidées ont ensuite été placés sous flux 

d'azote pour permettre l'évaporation du solvant. 

 

IV-2-6 Dépolymérisation et dérivation des cires et cutines 

 

Les cutines ont été dépolymérisées et les fonctions carboxyliques méthylées en 

ajoutant du BF3 à 15 % dans du méthanol (Sigma) et en plaçant les tubes à 60°C pendant 

1 nuit (environ 15 h) après avoir ajouté de l'acide margarique (acide gras C17) comme étalon 

interne. Au bout des 15 h, la réaction a été arrêtée en ajoutant deux volumes d'une solution 

saturée en NaCl. Ensuite, trois extractions successives avec du dichlorométhane ont été 

réalisées et rassemblées. Ces extraits ont été lavés avec de l'eau 4 à 5 fois pour éliminer les 

sels et le méthanol. Du sulfate de sodium anhydre a été ajouté pour sécher la phase organique 

et cette phase a ensuite été évaporée sous flux d'azote. La dérivation des fonctions 

AL

GL

Pe

Te



75 

 

hydroxylées a finalement été réalisée avec du N,O-Bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacétamide 

(BSTFA) (Sigma) pendant 1 h à 70°C et après évaporation les échantillons ont été analysés 

par chromatographie gazeuse associée à un détecteur à ionisation de flamme ou à une 

spectrométrie de masse (GC-FID ou GC-MS). 

Les cires ont seulement été silylées avec le BSTFA dans les mêmes conditions que les 

échantillons contenant des cuticules délipidées et du tétracosane (alcane C24) a été ajouté 

comme étalon interne à la place de l'acide margarique. 

 

IV-2-7 Analyse de la composition des cutines et des cires par chromatographie en 

phase gazeuse 

 

Les cires et cutines ayant subies des dérivations ont été analysées par chromatographie 

en phase gazeuse associée à un détecteur à ionisation de flamme (GC-FID) (Hewlett Packard 

5890) ou à une spectrométrie de masse (GC-MS) (Thermo Trace GC Ultra couplé à un 

Thermo DSQII). Les échantillons repris dans du cyclohexane après la dérivation ont été 

injecté dans les appareils de chromatographie. La température de l'injecteur a été fixée à 

250°C pour les analyses des acides gras de cutines et 220°C pour les cires et pour le détecteur 

de la GC-MS la source d'ions a été fixée à 250°C en mode ionisation positive, la ligne de 

transfert à 300°C pour les acides gras de cutines et 320°C pour les cires et les spectres de 

masse ont été enregistrés pour les ions compris entre 50 et 650 m/z. Pour séparer les différents 

composants, deux gradients de température ont été appliqués selon si l'échantillon à analyser 

était des composés de cires ou des composés de cutines. Pour les analyses en GC-MS, une 

colonne capillaire DB-5MS UI (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm, Agilent) a été utilisée avec un 

débit de gaz vecteur à 1mL/min, alors que pour les analyses en GC-FID, une colonne 

capillaire DB-5MS (30 m x 0,32 mm x 0,1 µm, Agilent) a été utilisée avec un débit de 

2 mL/min. 

Pour les échantillons contenant des acides gras de cutine, le gradient de température 

est décrit Figure 39A, pour les cires le gradient utilisé est décrit Figure 39B. 
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Figure 39. Gradients de température utilisés pour la séparation des composés de cires et 

cutines des grains d’orge.  
 

 

IV-3 Résultats 

 

IV-3-1 Mesure de l'épaisseur des cuticules de quatre variétés d'orge 

 

Les mesures d'épaisseur des cuticules des différentes variétés d'orge étudiées ont été 

analysées (Figure 40) grâce à des observations au microscope après coloration des zones 

hydrophobes par du rouge soudan. Les mesures pour chaque épaisseur de cutine ont été 

comparées. Ces mesures ont montré que les cuticules entre l'aleurone et la testa (Al/Te) et les 

cuticules entre le péricarpe et les glumelles (Pe/Gl) sont plus fines que celle présente entre la 

testa et le péricarpe (Te/Pe). En effet, nous avons mesuré pour la cuticule Al/Te une épaisseur 

d'environ 0,7 µm pour les différentes variétés excepté Sebastian pour laquelle elle mesure 

0,64 µm. La cuticule Pe/Gl mesure environ 0,57 µm d'épaisseur pour les différentes variétés 
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excepté Concerto pour laquelle elle mesure 0,65 µm. Enfin, la cuticule Te/Pe a présenté une 

épaisseur très variable en fonction de la variété (entre 1 et 1,55 µm d'épaisseur) les variétés 

Esterel et Sebastian étant plus fines que les variétés Cervoise et Concerto. Ces analyses ont 

montré que la variété Sebastian possède les cuticules les plus fines parmi les 4 variétés testées 

à l'inverse de la variété concerto qui possède les cuticules les plus épaisses, notamment au 

niveau de la séparation Pe/Gl.  

 

 

 
Figure 40. Mesure des épaisseurs des cutines de grains d’orge de 4 variétés. 

Les mesures ont été effectuées sur des coupes transversales de grains d’orge pour chaque variété. 
Al/Te = cutine entre la couche à aleurone et la testa ; Te/Pe = cutine entre la testa et le péricarpe ; 
Pe/Gl = cutine entre le péricarpe et les glumelles. Au sein d’une épaisseur de cutine, les variétés 

présentant des différences significatives (p < 0,001 ; test de Student, n=30) sont surmontées d’étoiles 
identiques. Les barres verticales représentent les écarts types.  

 

 

IV-3-2 Composition en acides gras des cutines de "grains entiers" des quatre 

variétés d'orge 

 

La composition des cuticules délipidées des "grains entiers" (enveloppes sans albumen 

ni embryon) des différentes variétés d'orge a montré la présence concomitante d'acides gras 

hydroxylés et époxydés en C16 et C18 (Figure 41) comme cela a été décrit dans la littérature 

(Kolattukudy 1996). Les 3 composés majoritaires sont le 18OHC18:1 (54-67 %), le 

18OHépoxyC18:0 (19-35 %) et le 16OHC16:0 (10-15 %) comme décrit par Espélie et al. 

(1979). En ce qui concerne l'analyse des différentes variétés, Cervoise, Esterel et Sebastian 

n'ont pas présentés de différences significatives. En revanche, la variété Concerto comportait 

significativement moins de 18OHC18:1 et de 16OHC16:0. De plus, la teneur en 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

Al/Te Te/Pe Pe/Gl Total

Ep
ai

ss
e

u
r 

d
e

s 
cu

ti
cu

le
s 

(µ
m

)

Cervoise

Esterel

Sebastian

Concerto* *

*

*
*

**

**

**
**

**

*
*

****
***

***



78 

 

18OHépoxyC18:0 semble être plus importante dans la variété Concerto, mais l'analyse 

statistique indique que cet écart n'est pas significatif.  

 

 
 

Figure 41. Composition en acides gras hydroxylés et époxydés des cutines de grains 
d’orge de 4 variétés. 

Quantités d’acides gras hydroxylés et époxydés retrouvées pour 1 grain d’orge des variétés Cervoise, 
Esterel, Sebastian et Concerto. Au sein d’un composé de cutine, les variétés présentant des 
différences significatives (p < 0,05 ; Test de student) sont surmontées d’étoiles identiques. Les barres 

verticales représentent les écarts types.  

 

 

IV-3-3 Composition des cires de surface des quatre variétés d'orge 

 

La composition des cires de surface des 4 variétés a été analysée par chromatographie 

en phase gazeuse (Figure 42). Plusieurs classes de composés ont été identifiées : les acides 

gras, les alcools, les alcanes, les stérols et les phénols. Cette composition est en accord avec 

les résultats obtenus sur les feuilles d'orges pour lesquelles des alcools, alcanes et acides ont 

majoritairement été retrouvés (Conte et al. 2003; Richardson et al. 2005). Pour toutes les 

variétés étudiées, les acides gras ont représenté la classe majoritairement observée 

représentant entre 30 et 60 % de la totalité des composés selon les variétés. Les dicétones, 

alcanes, esters et alcools ont chacun représenté une proportion significative des cires pour les 

4 variétés, l'alcool C26 représentant à lui seul la majeure partie des quantités d'alcool 

retrouvées, ce qui correspond à des proportions proches de celles observées dans les feuilles 
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d'orge (Von Wettstein-Knowles 1974; Baker and Hunt 1986; Reynhardt 1997). Nous avons 

observé des différences de composition entre variétés : les variétés Concerto et Esterel 

comportaient moins d'acides gras que les variétés Cervoise et Sebastian (environ un tiers de 

moins), à l'inverse ils étaient plus riches en alcools (environ 3 fois plus). Cervoise a montré 

une proportion plus faible de dicétones que les autres variétés. Peu de différence ont été 

observées pour les quantités de stérols d'alcanes et d'esters. 

 

 

 
Figure 42. Composition des cires de surface de grains d’orge de 4 variétés. 

(A) Proportions des différentes classes de composés retrouvés dans les cires d’orge des variétés 

Cervoise, Esterel, Sebastian et Concerto. (B) valeurs quantitatives pour ces mêmes variétés d’orge. 
Moyennes de deux réplicas. Les barres verticales représentent les écarts types.  

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

Acides gras Alcools Alcanes stérols Dicétone Esters

P
ro

p
o

rt
io

n
s 

d
e

s 
co

m
p

o
sé

s 
d

e
s 

ci
re

s 
d

e
 

su
rf

ac
e

 (
%

)

Cervoise

Esterel

Sebastian

Concerto

A

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

Acides 
gras

Alcools Alcanes stérols Dicétone Ester total

Q
u

an
ti

té
 d

e
s 

co
m

p
o

sé
s 

d
e

s 
ci

re
s 

d
e

 
su

rf
ac

e
s 

(µ
g/

gr
ai

n
)

Cervoise

Esterel

Sebastian

Concerto

B



80 

 

IV-3-4 Composition en acides gras des cutines des fractions périphériques isolées 

des quatre variétés d'orge 

 

La composition des acides gras des cutines des différentes fractions périphériques 

isolées de grain d'orge a été analysée pour les variétés Sebastian et Cervoise (Figure 43). 

Comme pour la composition de cutine du "grain entier", les composés 18OHC18:1, 

18OHépoxyC18:0 et 16OHC16:0 constituent les composés majoritaire. La dissection ayant 

permis d’obtenir des tissus très enrichis en cutine, un meilleur rapport signal/bruit a pu être 

observé. En conséquence, les composés minoritaires diOHC16:0, 18OHC18:0 et 18OHC18:2 

qui n'étaient pas détectés dans les compositions de "grains entiers" ont été observés lors de 

l'analyse des fractions isolées.  

Au sein d'une même variété, peu de différences de composition sont observées entre 

les cutines des glumelles dorsales et ventrales. En revanche, les autres fractions ont présenté 

des différences importantes de composition de cutine. Les résultats obtenus attestent donc 

d’une hétérogénéité dans la composition de la cutine dans les différentes fractions du grain 

d’orge. En particulier, le scutellum présente une composition très remarquable puisque 

presque exclusivement représentée par le 18OHC18:1. 

Entre les variétés Cervoise et Sebastian, quelques différences ont également été 

observées notamment au niveau des proportions d'acide gras époxydés. En effet, pour la 

variété Cervoise, cet acide gras est retrouvé dans l'ensemble des fractions en proportions 

similaires alors qu'il a été peu retrouvé dans les fractions les plus internes de la variété 

Sebastian. Pour les autres composés, peu de différences ont été détectées. 

Ces résultats semblent donc montrer peu de différence entre variétés. En revanche la 

variabilité en fonction du tissu étudié semble plus importante. 
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Figure 43. Composition en acides gras hydroxylés et époxydés de cutines isolées. 

(A) et (B) représentent les proportions d’acides gras hydroxylés et époxydés dans les différents tissus 

isolés pour les variétés Sebastian et Cervoise respectivement. 

 

IV-3-5 Composition des cires des fractions périphériques isolées des quatre 

variétés d'orge 

 

Les compositions des cires des fractions périphériques isolées ont été analysées 

(Figure 44 et 45) pour les 4 variétés d'orge étudiées. Lors de la comparaison des différentes 

variétés il a pu être observé des profils identiques, les composés majoritaires restant les 

mêmes dans les différentes fractions étudiées excepté pour le sillon qui a présenté une 

composition relativement variable en fonction de la variété analysée. Il semblerait donc que 

peu de différences soient observables entre variétés au niveau des cires. En revanche, La 

composition au sein d'une variété est extrêmement dépendante de la fraction étudiée. En effet, 

dans les cires des glumelles (ventrales et dorsales) le composé majoritairement retrouvé était 

une dicétone en C31 (40-70 % des composés retrouvés), les autres composés de ces cires étant 

des stérols (10-40 %) et des acides gras (5-30 %). Pour les fractions de sous-glumes 1, les 

composés majoritaires étaient des acides gras (20-50%) et des stérols (20-45 %) ainsi que des 

alcanes dans une moindre proportion (10-20 %). Dans les fractions de sous-glumes 2, des 

esters de longueur variable ont été observé en composé majoritaire (65-85 %), les autres 

composés étant minoritaires. Pour les cires du sillon, les composés majoritaires varient en 

fonction des cultivars, les stérols sont les plus représentés pour les variétés Esterel (45 %), 
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Sebastian  

 

 

 

Concerto 

 
Figure 44. Composition des cires des fractions isolées de quatre variétés d’orge. 

(A); (B); (C) et (D) représentent les proportions des différents composés observés pour les variétés 
Cervoise, Esterel, Sebastian et Concerto respectivement.  
AG = Acides Gras ; GluD = Glumelles Dorsales ; GluV = Glumelles Ventrales ; ssglu1 et ssglu2 = 

fractions enrichies en péricarpe et testa respectivement ; scut = scutellum 
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Sebastian 

 

Concerto 

 

Figure 45. Composition des cires des fractions isolées de quatre variétés d’orge. 
(A); (B); (C) et (D) représentent les proportions des différents composés observés pour les variétés 

Cervoise, Esterel, Sebastian et Concerto respectivement.  
AG = Acides Gras ; GluD = Glumelles Dorsales ; GluV = Glumelles Ventrales ; ssglu1 et ssglu2 = 
fractions enrichies en péricarpe et testa respectivement ; scut = scutellum 
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Sebastian (35 %) et Concerto (55 %), les alcools et esters ont été autant observés pour la 

variété Cervoise (30 %), les esters furent également fortement observés pour les variétés 

Sebastian et Concerto (30 %) et les acides gras très présents pour les variétés Esterel (25 %) et 

Sebastian (30 %). Les cires du scutellum étaient principalement composées d'acides gras (60-

90 %) et de stérols (10-20 %). Ces résultats montrent donc qu'il y a de fortes variations de 

composition en fonction des fractions étudiées. 

 

IV-3-6 Prise en eau de quatre variétés d'orge 

 

La prise d'eau de grains d'orge de quatre variétés a été suivie pendant 24 h 

(Figure 46). Ces résultats ont mis en évidence, une absorption d'eau très rapide dans les huit 

premières heures. Cette phase rapide est suivie d'une phase plus lente conduisant à une prise 

d'eau identique au bout de 24 h d'immersion pour chacune des variétés. Ces résultats ne 

montrent pas de différence, à la fois au niveau de la cinétique d'absorption et pour la quantité 

totale d'eau absorbée.  

 

 

 

 
Figure 46. Prise en eau de grains d’orge de 4 variétés. 

Prise d’eau de grains d’orge de différentes variétés en fonction du temps 
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IV-4 conclusion et perspectives 
 

Des différences variétales de cinétique de diffusion d’eau dans le grain ont été 

démontrées dans d’autres études (McEntyre et al. 1998; Gruwel et al. 2001; Molina-Cano et 

al. 2002; Swanston et al. 2006). Dans ce travail, l'analyse de la composition des cutines et de 

leur épaisseur pour quatre variétés d'orge (présentant des différences de maltabilité) a montré 

des différences. Ainsi, la variété Concerto présente une plus forte épaisseur de cutine, 

(notamment pour celle se trouvant à la limite péricarpe/glumelles) ainsi qu’une proportion 

plus faible en 16OHC16:0 et 18OHC18:1. Or, lorsque l'on compare la cinétique de prise d’eau 

de cette variété, dans les conditions de laboratoire, aucune différence significative n’a pu être 

mise en évidence entre la variété Concerto et les 3 autres variétés testées. La caractérisation 

des cutines et cires des grains d'orge de quatre variétés a donc montré que les différences 

d'épaisseur et de composition de cutine et de cire ne sont pas directement corrélable à leur 

cinétique de prise d'eau dans les conditions utilisées au laboratoire. En conditions 

industrielles, les bains d'hydratation sont plus longs et comportent des étapes de sous-airs. 

Poursuivre ces analyses avec des conditions plus proches de celles utilisées en malterie 

permettraient d'obtenir des résultats plus représentatifs. 

 

 

Si les différences entre variétés ne sont pas spectaculaires, cette étude préliminaire a 

surtout mis en évidence des différences majeures de composition des assises cuticulaires, en 

particulier des cires, au sein du grain d’orge d’une même variété. Ces différences sont 

d’autant plus intéressantes que la diffusion de l’eau au sein du grain d’orge n’est pas 

homogène mais passe par des sites préférentiels (scutellum, sillon en particulier) (McEntyre et 

al. 1998; Molina-Cano et al. 2002). Certains composés des cires semblent être spécifiques de 

certains tissus (dicétones dans les glumelles, esters principalement dans les "sous-glumes 2"). 

Compte tenu de l’existence de collections de mutants d’orges affectés dans la composition et 

la teneur en cire (mutants eceriferum) (Von Wettstein-Knowles 2007), il serait intéressant de 

poursuivre l’étude de la diffusion de l’eau au sein du grain à l’aide de ces mutants. Il serait 

également intéressant d'étudier les effets de divers adjuvants permettant d'augmenter la 

perméabilité à l'eau des grains. 
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Le maltage à faible hydratation est l'une des pistes prometteuse pour améliorer 

économiquement et écologiquement le procédé de fabrication du malt. Le travail réalisé au 

cours de cette thèse avait comme objectifs d'étudier certains paramètres clés d'un malt tels que 

les enzymes de dégradation de l'amidon et des parois de l'albumen amylacé, ainsi qu'une 

protéine marqueur de la qualité de la mousse de bière. L'un des objectifs de cette thèse 

consistait également à caractériser les assises cuticulaires hydrophobes du grain d'orge en 

relation avec la diffusion de l'eau dans le grain.  

Les analyses des enzymes clés du maltage ont montré des résultats différents pour les 

β-glucanases et l'α-amylase. L'α-amylase qui n'est pas présente dans le grain d'orge 

(Macgregor et al. 1984; Macgregor 1987; Ostergaard et al. 2002; Finnie and Svensson 2009) 

est produite par les cellules à aleurone et le scutellum (Chrispeels and Varner 1967; Sugimoto 

et al. 1998) tardivement au cours du maltage : peu ou pas d'activité est observée avant 3 jours 

de germination (Macgregor et al. 1984; Bak-Jensen et al. 2007). Lors de notre étude, l'état de 

dégradation de l'amidon était identique entre les malts obtenus à faible hydratation et les malts 

obtenus à forte hydratation, indiquant une activité enzymatique similaire. De plus, la 

localisation de l'enzyme dans les grains au cours de la germination a montré qu'au bout de 

5 jours de germination, pour les deux types de malt, l'α-amylase a été produite dans 

l'ensemble des cellules du scutellum et de la couche à aleurone. Les β-glucanases, 

contrairement à l'α-amylase, sont produites précocement au cours du maltage, l'activité étant 

décelable dès la sortie de trempe (Fincher 1989; Sungurtas et al. 2004; Gianinetti 2009). 

Comme pour l'α-amylase, ces enzymes sont produites par les cellules à aleurone et le 

scutellum (Ballance et al. 1976; Stuart et al. 1986; Slakeski and Fincher 1992; Bernier and 

Ballance 1993). Durant ce travail, nous avons montré qu'à 5 jours de germination, moins de β-

glucanes sont dégradés dans les malts faiblement hydratés ce qui laissait l'albumen amylacé 

moins friable. L'activité β-(1,3)(1,4)-D-glucanase que nous avons mesuré nous a permis 

d'associer cette différence de dégradation à une cinétique de biosynthèse de l'enzyme plus 

lente pour les malts faiblement hydratés. Le suivi de la disparition des β-glucanes nous a 

permis de mettre en évidence la diffusion des β-glucanases, montrant une dégradation 

complète au bout de 5 jours pour un malt fortement hydraté, et 7 jours pour un malt 

faiblement hydraté. De même, le suivi de la désagrégation de l'albumen amylacé nous a 

permis d'observer un albumen complètement désagrégé au bout de 5 et 7 jours pour les malts 

fortement et faiblement hydratés respectivement. Tous ces résultats nous ont donc permis 

d'émettre l'hypothèse que le maltage à faible hydratation permettrait d'obtenir un malt de 

bonne qualité, au regard de ces marqueurs, si le temps de germination était augmenté de 
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2 jours. Une étude à l'échelle pilote pourrait permettre d'analyser la faisabilité technique et 

économique d'un maltage à faible hydratation avec une durée de 7 jours à la place de 5 jours 

pour l'étape de germination.  

Durant ce travail, un autre marqueur de qualité a été étudié. En effet, la LTP1 d'orge 

qui constitue 50 % des protéines de la bière a fréquemment été décrite comme protéine 

marqueur de la qualité de la mousse (Evans and Hejgaard 1999; Gorjanovic 2007). Elle est 

également représentative des protéines glucosylées par la réaction de Maillard lors de la 

fabrication de la bière (Bobalova and Chmelik 2007; Gorjanovic 2010). La LTP1 a été choisie 

comme traceur protéique du procédé de maltage en raison des modifications importantes qui 

s’y produisent et du fait que la LTP1 est très abondante dans la bière et en particulier est 

indispensable à la formation de la mousse de bière (Sørenson et al. 1993; Marion and Bakan 

2009). Les analyses de diffusion de cette protéine ont montré que dès la trempe, la LTP1 

diffusait de la couche à aleurone où elle est produite (Skriver et al. 1992) vers l'ensemble de 

l'albumen amylacé pour être retrouvée partout dans cet albumen à la sortie de trempe. L'étude 

des modifications de la LTP1 telles que l'acylation ou la glucosylation n'a pas mis en évidence 

de différence significative entre les malts fortement ou faiblement hydratés. Notre étude 

démontre que la diminution du taux d'hydratation du grain en fin de trempe n'affecte pas la 

diffusion et les modifications que subi cette protéine. Par ailleurs, la présence d'oxydation 

observée lors des analyses par LC-MS nous a mené à envisager un impact des diagrammes de 

trempe autre que le simple changement du taux d'hydratation du grain. Par exemple, les 

diagrammes de trempe ont pu également induire une modification de l'état d'oxydation du 

malt. En effet, il existe des exemples d'hyperoxie (représentée ici par les sous-airs) ou 

d'hypoxies (ici les sous-eaux) ayant des effets sur la biosynthèse de l'ATP, la germination et la 

levée de dormance (Benech-Arnold et al. 2006; Borisjuk et al. 2007). Dans notre étude, la 

durée du procédé de "trempe" d'une part et l'alternance sous-eau/sous-air d'autre part ont été 

modifiés pour obtenir les malts LH et HH. Il est possible que cela ait également entraîné des 

modifications de métabolismes ou de composés aromatiques. Nous avons effectué des 

analyses préliminaires des métabolites et des lipides du grain d'orge afin d'évaluer cette 

hypothèse et observer si le changement de diagramme d'hydratation pouvait avoir un impact 

sur la dégradation ou la synthèse de composés tels que les glucides, les acides aminés ou les 

lipides (Figures 47, 48, 49 et 50). Les analyses de glucides (Figure 47 A et B) ont montré que 

la quantité de sucres simples augmente au fur et à mesure du temps de germination. Ce 

résultat est à mettre en relation avec la dégradation des parois polysaccharidiques et le début 
ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff 
ffff 
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Figure 47. Composition en sucres et acides aminés de grains de malts verts en cours de 
germination. 

(A) et (B) représentent les quantités de sucres retrouvées après un diagramme d’hydratation long et 

court respectivement pour 0, 3 et 7 jours de germination. (C) et (D) représentent les proportions 
d’acides aminés retrouvées après un diagramme d’hydratation long et court respectivement pour 0, 3 
et 7 jours de germination. 

DL = Diagramme Long (3 sous-eaux) ; DC = Diagramme Court (2 sous-eaux) ; OH-Pro = 
hydroxyproline 
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de l'hydrolyse de l'amidon. Moins de glucides ont été retrouvés pour le diagramme court ce 

qui reste corrélé avec les résultats d'une dégradation des parois plus lente à faible hydratation. 

Les analyses des acides aminés (Figure 47 C et D) ont montré des proportions similaires pour 

tous les acides aminés sauf pour la proline dont la proportion est doublée avec un diagramme 

court comportant deux sous-eaux/un sous-air (19 h) qu'avec un diagramme long comportant 

trois sous-eaux et deux sous air (45 h). Cette accumulation de proline est vraisemblablement 

liée à une réponse à un stress hydrique du grain en germination comme cela a déjà été observé 

(Hoekstra et al. 2001; Lehmann et al. 2010). L'accumulation de cet acide aminé pourrait avoir 

une incidence sur la qualité de la bière car cet acide aminé n'est pas métabolisé par la levure 

(Jones and Pierce 1964). Par ailleurs, ces premiers résultats ne montrent apparemment que 

peu d'impact au niveau de la synthèse/dégradation des lipides : les proportions de lipides 

neutres et glycolipides sont similaires (Figures 48 et 49). En revanche, quelques différences 

sont observables au niveau des phospholipides (Figures 50) : il semble y avoir une 

consommation des N-acyl PE plus importante pour un malt obtenu avec un diagramme long 

comparé à un malt obtenu avec un diagramme court. De plus, ces études préliminaires 

suggèrent une synthèse plus importante des lyso-phospholipides lors d'un diagramme court. 

Ces premiers résultats montrent qu'il serait intéressant d'étudier les mécanismes d'oxydation 

des lipides dans ces différents diagrammes de trempe. 

 
 

Figure 48. Composition en lipides neutres de grains de malts verts en cours de 
germination. 

(A) et (B) représentent les proportions de lipides neutres retrouvées après un diagramme 
d’hydratation long et court respectivement pour 0, 3, 5 et 7 jours de germination. DL = Diagramme 
Long (3 sous-eaux) ; DC = Diagramme Court (2 sous-eaux) DG = Diglycérides ; TG = Triglycérides. 
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Figure 49. Composition en glycolipides de grains de malts verts en cours de germination. 
(A) et (B) représentent les proportions de glycolipides retrouvées après un diagramme d’hydratation 
long et court respectivement pour 0, 3, 5 et 7 jours de germination. DL = Diagramme Long (3 sous-

eaux) ; DC = Diagramme Court (2 sous-eaux) ; MG = Monoglycérides ; DG = Diglycérides ; MGMG = 
Monogalactosyl Monoglycérides ; MGDG = Monogalactosyl Diglycérides ; DGDG = Digalactosyl 

Diglycérides ; AGL = Acides Gras Libres. 
 

 
 

Figure 50. Composition en phospholipides de grains de malts verts en cours de 
germination. 

(A) et (B) représentent les proportions de phospholipides retrouvées après un diagramme 
d’hydratation long et court respectivement pour 0, 3, 5 et 7 jours de germination.  
DL = Diagramme Long (3 sous-eaux) ; DC = Diagramme Court (2 sous-eaux) ; PE = Phosphatidyl 

Ethanolamine ; PI = Phosphatidyl Inositol ; PC = Phosphatidyl Choline ; LPC = Lyso Phosphatidyl 
Choline. 
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La caractérisation des assises cuticulaires des grains d'orges de 4 variétés a permis de 

mettre en évidence de faibles différences d'épaisseur et de composition des cutines mais 

également des cires en fonctions des variétés. En revanche, l'analyse de fractions 

périphériques isolées enrichies en certaines de ces assises cuticulaires a mis en évidence de 

fortes différences de compositions, notamment entre les glumelles (enveloppes les plus 

externes) et les sous-glumes 1 et 2 qui étaient des fractions enrichies en cutines et cires 

présentes au niveau glumelles/péricarpe et péricarpe/testa. Ces différences sont intéressantes 

puisque des études de diffusion de l'eau dans le grain d'orge au cours de la trempe ont montré 

des passages d'eau préférentiels par l'embryon contrairement aux autres parties du grain 

(Molina-Cano et al. 2002). En effet, le coefficient de diffusion de l'eau à travers les 

enveloppes plus internes vers l'albumen amylacé pour toutes les autres zones du grain est bien 

moindre (McEntyre et al. 1998). D'autres études qui impliqueraient de la micro-dissection 

(Mizuarai et al. 2005) permettraient d'avoir une caractérisation plus fine de chacune de ces 

assises cuticulaires et permettrait d'étudier la troisième zone de cutine testa/aleurone qui n'a 

pu être analysée par notre méthode de dissection car très adhérente à la couche à aleurone 

(Figure 38). De plus, lorsque nous comparons les épaisseurs et la composition des cutines 

nous avons observé pour la variété Concerto une cutine épaisse mais avec moins de quantité 

d'acides gras hydroxylés et époxydés que pour les autres variétés. Nous supposons donc que 

les cutines de cette variété présentent une densité moindre en comparaison des autres 

cultivars. A cet égard, une caractérisation structurale par microscopie infra-rouge permettrait 

peut-être de confirmer cette hypothèse et de révéler plus de variations entre cultivars.  

Par ailleurs, il existe des collections de mutants d'orge (eceriferum) (Von Wettstein-

Knowles 2007) qui présentent des déficiences en cires avec différents phénotypes observés. 

L'utilisation de ces mutants, fortement affectés dans leurs structures, composition, ou quantité 

de cires, permettrait d'approfondir les mécanismes de diffusion de l'eau au sein du grain. 
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Résumé 

 

Maltage à faible hydratation : dégradation des structures pariétales, diffusion et modification des 

protéines aleuroniques et caractérisation des barrières hydrophobes cuticulaires. 

 

L'industrie du malt tente actuellement de réduire les coûts énergétiques (touraillage) sans affecter la 

qualité de malt obtenu. Cette économie d’énergie passe nécessairement par une diminution de la teneur en eau du 

grain d’orge en fin de trempe et durant la germination.  

Nous avons choisi d'étudier des paramètres clés de la qualité brassicole des malts concernant leurs 

capacités diastasiques et pro-mousse. Ainsi la diffusion et les modifications de la LTP1, protéine pro-mousse du 

malt, ont montré des résultats équivalents pour un malt faiblement hydraté comparé à un malt fortement hydraté. 

Par contre, le taux d’hydratation du grain affecte la diffusion et l'activité des β-glucanases et en conséquence la 

dégradation des β-glucanes. Ces effets sont liés à une différence dans la cinétique de diffusion et de synthèse de 

ces enzymes et peuvent être fortement réduits en augmentant la durée de germination.  

La migration de l’eau dans le grain suit un cheminement particulier lié au contournement des barrières 

hydrophobes du grain situées en surface du péricarpe et à l’interface entre aleurone et péricarpe (testa). Sur des 

variétés produisant, au niveau pilote industriel, des malts qualitativement différents suivant le taux d’hydratation, 

nous avons remarqué de faibles différences de composition et d’épaisseur entre les assises cuticulaires. En 

revanche, nous avons mis en évidence une très grande variabilité de composition des cuticules dans les 

différentes parties du grain, par exemple le scutellum, le sillon ou les glumelles. 

Mots clés : maltage, orge, malt, hydratation,  α-amylase, β-glucanase, β-glucanes, protéine de transfert de lipides 

1, assises cuticulaires. 

 

Low hydration malting: degradation of cell wall structures, diffusion and modification of aleuronic 

proteins and characterization of cuticular hydrophobic barriers  

 

During kilning, reduction of energy costs without impacting significantly the malt quality, represents a 

major challenge of the malting industry. This energy reduction requires a reduction of barley grain water content 

at the end of steeping and during germination. 

In the present work, we focused on key malting quality parameters involved in diastatic power and foam 

promoting capacities of malt. When analysed in a low hydrated malt and a high hydrated malt, the LTP1 (a foam 

promoting protein) modifications and its diffusion from the aleurone layer to the starchy endosperm were 

similar. The hydration level of the grain affects however β-glucanase diffusion and activity, and consequently 

the β-glucan degradation. These effects are linked to a delay in the synthesis and the diffusion of these enzymes. 

An increase of the time of germination allows to sharply reduce these effects.  

According to grain hydrophobic barriers localized at the pericarp surface and at the interface of aleurone 

and pericarp (testa), water diffusion inside the grain follows a specific pathway. Only weak, although significant, 

differences in cuticular thickness and composition were observed between cultivars with different malt qualities 

according to their hydration levels. On the contrary, we observed a great variability in the cuticular composition 

of the various tissues of the grain e.g. scutellum, chalaza or husk. 

Keywords: malting, barley, malt, hydration, α-amylase, β-glucanase, β-glucans, lipid transfer protein 1, 

cuticular layers. 


