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Sur la sCparation clu complexe (( humnlonr. 1) 
par chr-orriatog raphie cle partage 

M. VERZELE (Gand) (*) 

1-e principe amer du houblon, de loin le plus important, 
est l’hurnulone, aussi appelee acide cc (formule I, ou R = 
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On I’obtient facilement a l’ktat brut en passant par  son scl 
de plomb insoluble. La purification se fait par crist allisation 
du complexe avec l’orthophhylenediamine jusqu’A 01) ten tion 
du point de fusion de 1170-118°. Ce P. F. ne s’obtient q i r c  
moyennant de grosses pertes en matieres prkcipitables au plorrih. 
Malgrk cette constatation on a toujours considkrk l’humulonc 
comme un produit homogene. En  effet, a la titration, l’linniulnte 
de  plomb peut renfermer jusqu’a 98 %, d’humulone brule. 

Rbcemment, I3igby (l) reussit a elucider ces anomalies e n  

(*) AssociC du F. N. R. S. 
(l) F. L. RIGBY et J. L. BETIICNE, J .  Am. Chew. Soc., 74, 61 18 ( 1  9.52). 

F. I,. HICBY et J .  I,. BETHUNF., Americrrrc Socir fy  of B r ~ z c i r c g  
Chemists Proceedircgs, . 4 l l l l U d  Meeting (1952 e t  1953). 
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separant l’humulone brute en  trois produits differents qu’il a 
nomme : adhumulone (formule I,R==-CO-CH(CH,)-CI-I,-CII,), 
humulone (premiere formule) e t  cohumulone (formule 
I, K = - CO-CH(CH,),). Cette separation est elfectuke par 
counter-curren t distribution, C.C.D. (”. La cohumulone est se- 
paree des deux autres humulones par 100 transferts environ, 
tandis que 300 transferts sont necessaires dans le cas de 
l’adhumulone. 

Comme nous avions l’intention d’ktudier la  separation de 
ces produits par C. C. D. preparative (3) il nous fallait une 
mkthode d’analyse des trois humulones, nous permettant de  
suivre pas a pas la marehe de la separation. Une analyse pareille 
est possible par C. C. D. ordinaire, mais, le nombre de traiisferts 
etant assez grand comme nous venom de l’indiquer, le temps 
et le volume des solvants necessaires pour obtenir le resultat 
dksirk sont trop eleves. C’est pour les raisons knumerees ci-dessus 
que nous avons mis au point une mkthode chromatographique 
perniettant l’analyse des humulones de f q o n  rapide. En 
resume, le mode opkratoire est le suivant. 

10 g. de houblon sont pass& deux fois clans un moulin. 
2,OO g. de ce houblon moulu sont agitks energiqueinent avec 
20 in1 d’iso-octane pendant 30 min. L’extraction est totale (*). 
On verse 1 ml de la solution Claire surnageante - ce qui corres- 
pond it & 10 mg du melange des humulones -- sur une colonne 
a deux phases (chromatographie de partage). La phase station- 
naire est du gel de silice tamponne au phosphate a pH 9,O le 
tout contenant 10 yo de methanol. La phase mobile cst le 
2.2.4.  trimkthylpentane ou (( isooctane 1). Lorsque la solution 
a k t k  introduite dans la colonrie on rince avec 1 rril d’isooctane 
qu’on laisse aussi pknetrer e t  on commence l’klution dc la 
colorinc it la vilesse tie 0,5 a 0,7 ml a la minute. LXs le debut 
du dkveloppement la colonne est protegke contre la lumiere 

(,) L. C. CRAIG, W. HAUSMANN, E. H. AIIRENS, E. J. HARFENIST, An. 

(3) M. VEHZEI,E, Bdl .  SOC. Crhn. Belg., 62, 619 (1933). 
Clzem., 23, 1236 (1951). 

31. VERZIXZ ct E’. ALDEI~WEIRELDT, S a t l l r e ,  174, 702 (19.54). 

(4) G .  ALIIERTON,  G. F. BAILIZY, J. c. LEWIS et F. STITT, 
Clievr~, 26, 983 (1954). 
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par du papier noir ou en la plaqant en chambre noire. Des 
fractions egales, de volume connu (& 5 a 7 ml) sont recoltkes 
e t  la  concentration ainsi que la quantitt? de produit dans chaque 
fraction sont calculees d’apres I’extinction mesuree au spcc- 
trophotometre. La longueur d’onde de mesure est de 276 mp 
et  la valeur E:im = 257 est adopt& pour l’extinction spccifique 
des trois humulones. Pour la separation des trois humulones 
il est necessaire d’employer une colonne de 1,3 x 90 cni de gel 
de silice e t  de recueillir -+ 120 fractions de 5 6 ml. On peut 
mettre les resultats en graphique : concentration, quantitt. ou 
extinction en fonction du volume ou du numkro de la fraction 
sortie du tube chromatographique (Fig. 1). La quantitk tle 
chaque humulone se dktermine en totalisant les quantitks de 
chaque fraction de la bande correspondante. Les rksullats 
obtenus par cette methode sont tout a fait comparahles aux 
analyses faites par C. C. D. (Rigby 1. c.) 

90 180 270 360 450 540 630 720 2 
Fig. 1. Chromatographie d’un extrait de houblon (ml contre extinction) 

Colonne de 1,3 x 86 cm. 

La reproductibilite de la methode est excellente, ainsi 
qu’il est montrk par l’analyse suivante faite en double 

1 : 14,O yo adhumulone, 40,s yo cohumulone et 45,2 ”/, humulonc 
2 : 14,2 yo adhumulone, 40,7 % cohurnulone et 45,l yo huniiilone 

A chaque skparation nous avons constat6 la pr6scnc.c 
d’une bande de faible importance, situke entre la lupulonc et 
l’adhumulone. E n  prenant comme base l’extinction sp(.cifique 
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de 257 on calcule pour ce produit une quantitk de 1 a 5 o/o 
du total des humulones. La Fig. 2 represente le spectre U.V. 
d’une fraction appartenant a cette bande. Le spectre se rap- 
proche trBs fort de celui de I’humulone ei. n’a rien a voir avec 
celui de la  lupulone. Aussi, nous pensons avoir a faire a un qua- 
trieme constituant du complexe des humulones et  nous l’appel- 
lerons provisoirement (( prehumulone D. 

\ ’PREUUMULONE ,( 

HUMULINONE fl 

I 
220 250 300 350 COO 220 250 300 550 C o o  

T - ..- 

Fig. 2. Spectres U. V. (lupulone, d’aprks Aubert el; Kringstad, humulinone, 
humulone et fraction d’une bande (( prehumdone 1)) dans I’isooctane. 
& 1 mg/lOO ml. 

Discussion de la me‘thode 
Les facteurs determinant la separation (grosseur du grain 

et qualite du gel de silice, pH et longueur tle la colonne, vitesse 
d’ecoulement, quantite d’humulone etc.) ont ete choisis de 
faqon a donner des fractions : 

a) suffisamment grandes pour permettre un rinqage e t  Ie 
remplissage des cellules du photometre. 

b) dont on peut mesurer l’extinction sans dilution. 

Pre‘paration de la colonne 
A 50g de gel de silice (prepare d’apres la recette don1ii.e 
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plus loin) dont le diametre des particules est de 0,08 A 0,2 mi11 

on ajoute 80 ml d’une solution 0,5 M de phosphate secondaire. 
On laisse refroidir a la t o  ambiante e t  on mesure le pI3 de la 
suspension. Celui-ci est d’environ 7,5, le gel de silice adsorbarit 
forlernent le phosphate. On ajuste le p l I  a la valeur dc 9,0 en 
ajoutant, a I’aide d’une burette, une solution de KaOM 0,s S. 
Ce pH doit etre exact a un dixieme pres. Tenant comple des 
80 ml de phosphate e l  du volume de soude (If 25 nil) 011 ajoulc 
assez de methanol pour oblenir 10 yo d’alcool dans la solution 
finale (11,6 ml). Cet alcool a pour but de changer le coelficienl 
de partage au profit de la phase stationnaire. Un pH plus alcalin, 
donnant le m$me resultat est peu souhaitable etant donne 
la labilite de l’humulone en milieu alcalin. La suspension est 
verske dans un tube de 1,3 x 100cm e l  la sedimentation du 
gel de silice est activee en frappant sur la colonne. I,’cxc$s 
de phase stationnaire est enleve par succion au vide d’ i inc  
trompe jusqu’a ce que l’kcoulement de la solution tamponriPc 
se reduit a une goulte toutes les trente secondes en\’  won. 
De cette faqon on obtient une colonne d’aspect honiogene de 
1,3 x 85 a 90 cm contenant & 55 g de phase aqueuse sur les 
50g de gel de silice. On fixe ensuite sur la colonne une b o d e  
a decanter, robinet fermk, contenant de I’isooctane. Apres un 
quart  d’heure le vide est etabli dans toute la colonne e t  on ouvre 
le robinet de la boule. La quantite d’isooctane trouvant p h c c  
dans la colonne est d’environ 25 g. De cette f q o n  on obtient 
facilement une colonne bien homogene, sans bulles d’air e l  dont 
on conriail parfaitement la composition. Nous croyons quc 
ce prockdk destink a former d2s colonnes a deux phases pr6scnLc 
des avantages sur la mkthode usuelle. D’apres cette derniere 
on ajoute 53 % de phase aqueuse au gel de silice qui est ensuite 
suspendu dans la phase organique e t  verse dans la colonnc. 
Outre le fait qu’il est impossible de connaitre exactement le pII 
de la phase aqueuse, la pratique demontre qu’il n’est pas facile 
d’oblenir ainsi des colonnes stables, homogenes e t  B d6bil 
conslant (7. 

(j) E. LEIIERER et M. LEDERER, Chromatogrtrphie. Elscvicr Publiahirig 
Company (1953) p. 71-72. 



QueIques remarqztes gine‘rales 

La fraction p du houblon (lupulone, chlorophylle e t  huiles 
essentielles) passe a travers la colonne avec la vitesse d’kcou- 
lement de l’isooctane. Un debut de separation entre la lupuloiic 
e l  la chlorophylle peut &tre observe, la chlorophylle passant tout 
tle suite apres la lupulone (Fig. 1). AprBs la ((prehumulone )) 
vieiit l’adhumulone, puis l’humulone e t enfiri la cohumulone. 
Dans les limites de 0,Yt a 2,O ml pa r  minute, contr6lees pa r  
nous, la vitesse d’bcoulement - S - n’a pratiquement pas d’in- 
fluence sur l’allure du chromatogramme. L’equilibre entre les 
dcux phases de la colonne est donc facilement etabli. A chaque 
chromatographie successive effectuee sur la r n h e  coloriiie, 
l’elution des bandes a lieu un peu plus tat. Ceci indique un 
changement dans la composition de la colonne. Ce changenierit 
peut &tre dil, 011 bien a un abaissement du pH par adsorption 
de produits acides du houblon, ou bien B line diminution de 
la teneur en methanol de la phase stationnaire, puisque nous 
eluons avec de l’iso-octane non equilibre. Pour dbterminer 
quelle tilait la cause reelle, nous avons coupe en cinq morceaux 
l i n e  colonne sur laquelle nous avions effectuk une virigtaine 
de chromatographies. La colonne possedait encore le pH initial 
sur toute sa longueur, mais la quantitk tl’iso-octane trouvant 
place dans la colonrie ktait monte de 37 a 45 ml. Ceci revienl 
i dire que la quantite de phase stationriaire avait baissfi cle H rnl. 
Cornme le mkthaiiol est plus soluble que l’eau dnns l’iso-octane, 
nous pouvons en conclure que le pourcenlage en methanol tie 
la colonne aura baisse. De cetle faqon, la colorine peut deveriir 
inutilisable apres un certain nombre de chromatographies. I1 est 
probable qu’aucun changement ne survientlrait en kluant la 
colonne avec de l’iso-octane equilibre. Ces rernarques stir la 
vitesse d’ecoulement et  sur l’blution de plus en plus rapide, 
d’apres le nombre de chromatographies effectukes siir la colori- 
rie, sont illustrees par  l a  fig. 3. La 1 0 e  chromatographie a 6 t b  
elfectuee siir un (( complexe humulonc 1) dont l’huniuloiie pro- 
prenienl dite avait et6 enlevfie en grande partie par rccristal- 
lisation du complexe avec 1’0. phknylenediamine. I>e cette facon, 
les tencurs en ad- e t  cohumulone son t proportionnellenierit 
beaucoup plus elevkes que dans le melange initial. Sur chaque 
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G' CHROMflTO - 
GRRMME 

0 

I 5 =  
2'CHROMHTO- 

GRRMME 

5 =  0.90 

4'CHROMRTO- 
GRRMME 

250 500 7 5 O d . O  250 500 7504 
Fig. 3. Voir texte. 

0 5 I0 15 20 25 30 
Pig. 4. Chromatographies sur colonne courte & trois mois d'intervalle 
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diagramme on peut constater la presence de la bande ((pre- 
humulone D. 

Les colonnes decrites ci-dessus sont donc stables et peuvent 
servir pendant longtemps pour un grand nonibre de separations. 
Ceci n’est pas le cas normalement pour une colonne a deux pha- 
ses liquides. Les separations representees sur la Fig. 4 ont kti! 
faites sur la m6me colonne a trois mois d’intervalle. 

Non utilisee, la colonne doit &re soigneusement bouchee des 
deux c8tes pour Bviter l’kvaporation des solvants. Cependant 
la phetration d’un peu d’air n’a pas d’influence sur la separa- 
tion, mais a la longue la teneur en methanol baisse et la 
colonne devient inutilisable. 

Les  phases liquides 
Pour la phase stationnaire, le pH et la concentration en 

methanol sont tres importants. La molarite du tampon final 
doit &re superieure a 0,2 M. Nous avons ktudie la separalion 
a diffkrents pH allant de 8 A 9,5 et avec des concentrations en 
methanol de 25 a 0 yo. Nous croyons que les valeurs donnees 
sont les meilleures. Comme phase legere nous avons choisi 
l’isooctane parce qu’on peut l’obtenir A bon marche et a un 
degre de purete satisfaisant pour la photomktrie. La recupk- 
ration de l’isooctane ne peut se faire par distillation, le produit 
obtenu absorbant dans 1’U. V. On purifie par contre facilement 
I’isooctane employe pour l’analyse des humulones en le passant 
sur une colonne de gel de silice sec, celui-ci adsorbant fortement 
toutes les impuretes. Une colonne de 3 x 20 cm suffit pour la 
recuperation d’environ 10 1 d’isooctane. 

L e  gel de silice 
La qualite du gel de silice joue un r81e important. La Fig. 5 

montre deux analyses faites sur deux colonnes preparees de la 
meme fagon mais l’une avec du gel de silice fabrique d’apres la 
recette decrite ci-dessous, l’autre avec du gel de silice pour 
chromatographie achet6 dans le commerce. 

Pour la chromatographie d’adsorption l’activite du gel de 
silice, prepare d’apres notre recette est comparable ii celle de 
l’alumine. Le plus grand avantage du gel de silice est qu’on 
peut le regenerer indefiniment sans perte de son activite (voir 
ci-dessous). 
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20 30 

Fig. 5. Influence du gel de silice 
I notre gel de silice 

I1 = gel du commerce. 

3 1 d’acide chlor- 
hydrique conccnlrt! 
technique diluk par 
7 1 d’eau, d’unc part, 
e t  2,5 1 de silicate t i e  
soude dilui. par 7,5 1 
d’eau, tl’autre part, 
sont chaufl‘ds a LO”. 
Ceci se fai t facilenxnt 
is l’aide dc vapcur. 
On verse le silirtrle 
duns l’ucide e t  on 
abandonne le melaii- 
fie pendant 48heures. 
Le gel est transvas6 
clans un rkcipient B 
double fond perlor6 
de petits trous, p r -  
mettant le lavage du 
gel par debordenicnl. 

hprks lavage jus- 
qu’a disparition dr 
l’acidite, le gel essore 
est etale sur des pla .  
teaux, l’epaisseur des 
couches ne depassant 

pas 5 cm. Le gel est &chB ensuite lentement e t  progressivemerit : 
c.a d. un jour a 500, un jour a 600 puis a 70° et finalement i in 

jour a 1000. Le gel est moulu dam un moulin ti marteaux (tarnis 
1 mm) e t  active par  traitement avec un melange d’acide sulfu- 
rique e t  nitrique (20 / l)  a 120-1400 pendant 5 heiires (*). 1 kg tlc 
gel donne une suspension que I’on peut chauffer e t  agiter, avec 
2 kg du  melange sulfonitrique. 

Le tout, apres refroidissement, est vers6 tlans 101 d’eau, 
bien remue e t  apres decantation le liquide surnageant est enlcvi! 
par siphonnage. Ce lavage du gel, recommence 30 fois avec 10 1 

(*) Ce traitement pennet aussi la rkgknkration du gel, a condition 
de le laver au prkalable au m6thsno1, ensuite B l’eau et enfin de le skoher 
avant l’opkration. 
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d’eau agit en mkme temps comme une levigation qui enlkve 
toutes les fines poussikres. Finalement le gel est skche a 160-1700 
pendant tine nuit. L’activite dn gel de siliee depend : 

1. de son degre d’humiditit (pour la chromatographic 

2. de la prkcipitation, qui doit se fairc en milieu acide; 
3 .  clu sechage, qui doit &tre lent;  
4. du lavage final, qui doit ktre suffisant. 

d’ ad sorption) ; 

A ppareillage 
Cornme il faut  recolter & 120 fractions tle 5-7 ml h la vitcsse 

d’ecculement de & 0,6 ml /min, la chromatographie dure envi- 
ron 16 a 17 heures. En  mettant un collecteur tie fractions en 

le lcndemain matin. 
La qualite du collecteur de fractions est evidernmen t im- 

portante. E n  cas d’arret fortuit, p. ex. tle nnit, l’experience 
est non seulenient a refaire, mais il y a perte de temps, dc  pro- 
duit et  de  solvant. Ceci nous est arrive plusieurs fois avec u n  
collecteur de fractions achetit dans le commerce et, ces appareils 
Ptan t assez codteux, nous en avons construit un nous-m$mes. 

I,e ticplacement des tubes d’un collecteur p u t  &re has6 
sur la mesure du volume, du temps, du ]~0idS, du nornbre de 
goultcs, ou du niveau des fractions. Chaque niethode prksente 
dcs avantages e t  des inconvenients. Notre appareil clevait avant 
tout marcher sans accroc pendant de longues pkriodes e l  devait 
donc &tre rohuste e t  simple. Pour cette raison n o w  avons re- 
cherche une solution plutdt mecaniquc. 1.e principe de notre 
appareil (Photo no 1) est schematise dans la Fig. 6. 

Le deplacement des tubes a lieu, apres un  temps determine 
pa r  la periode d’un (( timer motor )) (A) (p. ex. un tour /SO min) 
et par le nombre de cames (B) mises en service. Le nombre des 
cames est variable au choix (1, 2, 3, 6 et 10) et  donne airisi 
un deplacement toutes les 60, 30, 20, 10 ou 6 minutes. Ceci est 
suffisant pour la plupart des cas. Le disque portant les kprou- 
vettes est actionne par un ressort monte sur I’axe (C) de I’appa- 
reil. Le dispositif (D) reglant le deplacement laisse passer une 
kprouvette a la fois. Le deplacement lui-m&me se fait trks vite 
et rend le risque de perdre une goutte entre deux tubes prati- 
quement negligeable. Les deux rangites de 100 eprouvettes 

marche le soir on peut commencer la mesure des concenlr 8 t’ lolls 
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Photo 11” 1 

ordinaires que porte l’appareil peuvent etre employes l’une A 
cBtC de l’autre (quatre fois 50 OLI deux fois 100) ou bien l’une 
apres l’autre (1 x 200). A raison de 60 minutes par  fraction, 
cela nous donne la possibililk de huil jours de marche ininter- 
rompue. On passe automatiquement d’une rang& d’kprou- 
vettes a I’autre par le deplacement du petit entorinoir (E) 
apres un tour complet des disques. Le dkclenchement de l’ap- 



pareil se fait  aussi autoniatiquement apr6s 100 011 200 frac- 
tions, d’apres le reglage initial. 

Cet appareil possede la qualite requise de ne jamais laillir, 
mais on peut lui reprocher que les volumes debit& ne son1 pas 
constants, puisque le deplacement est commande par le temps 
et que la vitesse d’ecoulement peut varier. Ceci ne vaut cepen- 
dant que pour une colonne ma1 preparee et  non equilihree. 
Avec un appareil travaillant sur le volume, les volumes seront 
certainenient identiques. Toutefois, il n’en est ainsi qu’au rno- 
ment ou la fraction est debitee. Les chromatographies duran t 
parfois plusieurs jours (voir plusieurs semaines) l’evaporation 
des solvants peut jouer un grand r61e et  l’ideal des volumes 
identiques devient alea toire, surtout lorsqu’on travaille avec 
des solvants volatils. Avec le chloroforme conime solvant, des 
pertes de 30 % en volume ont ete signal6es (”. 

Mesure des concentrations et calculs 
La quantite de produit effluant dans chaque hantle e s l  

done la somme des quantites preserites dans la totalilk des 
fractions correspondant a une bande. L’adhumulone n’est pres- 
que jamais completement skparee de l’humulone. Comme la 
teneur en adhumulone est toujours plus faible que celle tle 
l’humulone, on prendra la fraction contenant le minimum enlre 
les deux bandes avec la  bande de l’adhumulone. La delimitation 
des bandes est donnee sur la Fig. 1. Pour le calcul de la quantite 
de produit il est indispensable que les volumes de toules les 
fractions soient identiques. I1 est possible d’atteindre ce hut  
avec une colonne bien preparke et  travaillant sous pression 
constante. Si les volumes different trop, on doit operer de la 
fagon suivante : si la  premiere fraction est de 7 ml, la seconde 
seulement de 6 ml, on ajoutera a la seconde frac[ion 1 nil tle 
la troisieme. Au troisieme tube contenant alors encore p. ex. 
5,6 ml on ajoutera 1,4 ml de la quatrieme fraction e l  uiusi 
de suite. De cette faGon toutes les fractions seront de 7 nil. 
Quand le nombre des fractions est assez dleve, comme c’esl Ic 
cas, cette maniere de proceder n’a aucune influence nuisiltle 
sur le rksultat. 

L’extinction d a m  1’U. V. de chaque fraction est 1riesuri.e 

(6) C. et G. MADER, An.. Chem., 25, p. 1S5G (19.53). 
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li 276 mp. h u  cas ou, lors de cette determination on commence 
la partie ascendaiite d’une bande e t  que I’on depasse p. ex. 
la valeur d’extinction de 2,0, on peut s’attendre a ce que la 
fraction suivarite montera au dessus de 3,O e t  ne pourra donc 
plus ktre mesuree par  le photometre. C’est pourquoi on prendra 
egalement l’extinction a une longueur d’onde plus elevke 
(380 mp p. ex.) e l  on etablira le rapport existant entre I’extinc- 
Lion ti 380 e t  276 mp. La fraction qui depasse la valeur de 3,O 
a 276 mp est alors mesuree a 380 mp et, en tenant compte d u  
rapport entre l’extinction a 380 e l  276mp trouve pour la 
fraction prkckdente on peut calculer la valeur a 276 mp. I1 est  
en effet inutile de tenir compte de I’extinction spkcifique de 
l’humulone 21 380 mp (voir plus loin). Comme extinction spkci- 
fique pour les trois humulones a 276pm on prendra la valeur 
dc 257. La quantite d’humulone se trouvarit daris unc bande 
contenant X fractions de volume V sera alors 

C E . V . X  C E . V  
mg humulone = _ _ _ _ _ - - ~  - -__ X.0,257.100 - 25,7 

I,e spectre ZI. V. de l’humulone duns l’isoocfune 
Toutes les mesures photometriques ont ete faites avec un 

appareil Unicam S. P. 500. Nous avons pu constater que les 
substances ameres du houblon suivent la loi de Beer. Le spectre 
de l’humulone est deja donne dans l a  Fig. 2. Nous avons trouve 
les extinctions spkcifiques suivantes pour l’humulone (nioyenne 
de plusieurs determinations). Pour les longueurs d’onde de 238, 
276 e t  325 m p  nous trouvons respectivement E:2m = 384, 257 
e t  178. Pour les longueurs d’onde de 238 e t  276 m p  hubert  e t  
Kringstad (’) renseignent les valeurs de 388 e t  260, tandis que 
Xilson (*) publie 355 e t  247. L’humulone employee pour nos 
deterrninations etait  recristallisee plusieurs fois dans l’acide 
acktique A 50 % e l  fondait a 700. Nous n’avons pas encore pu  
determiner avec grande precision les valeurs de E pour l’ad- 
e t  la cohumulone. D’aprks Rigby toutefois (1. c.) les spectres 
de I’humulone e l  de la cohumulone dans le methanol sont prati- 
quement identiques. - 

(’) 0. AUBERT et H. KRINGSTAD, IIe  Congris international des ittdus- 

(*) T. NILSON, 4 Skand. SryggerilijemiX.errn~te (1948). 
tries de fermentation. Knokke (l9YL) p. 163. 
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Jusqu’ici on a toujours attribue a I’humulone le point de 
fusion de 650 (9. Lorsqu’il fond a cette temperature il peut &tre 
d’ailleurs pratiquement pu r  tel que le demontre le graphique 
de la Fig. 7. 

Fig. 7. Chromatographie d‘humulone purifiCe et fondant B 650. 

Comme l’humulone absorbe encore considerablemcnt ii 
325mp on pourrait croire que cette longueur d’onde serait 
la meilleure pour la mesure des extinctions. A cette longueur 
d’onde en effet on doit moins craindre l’interference d’un 
(( background )) eventuel e t  on peut travailler avec les cellules 
de verre e t  la lampe a filament de tungs the .  Toutefois, la sta- 

225 275 325 375 m/u 

Fig. 8. Changements du spectre U. V. de l’humulone dans I’isooctane pur. 
- 

( 9 )  W. WBLLMER, B 49, 780. 
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bilite de l’humulone en solution dans l’jsooctane est plutBt 
faible (4) e t  l’extinction diminue particulierement vite a la lon- 
gueur d’onde de 325 mp. Fig. 8. 

Cette stabilite est encore moindre pour les solutions sor- 
t an t  d’une colonne. 

225 8 5  325 

Fig. 9. Changements du spectre U. V. d’une solution d’humulone dans 
I’isooctane , sortant d’une colonne chromatographique. 

Heureusement a 276mp l’extinction ne change guere au 
cours du temps, et  quoique l’extinction mesuree a cette longueur 
d’onde ne provient pas uniquement de l’humulone, elle est 
quand m&me en rapport direct avec la concentration initiale 
de ce produit. E n  consequence on mesurera l’extinction a 
276 mp, dans des cellules en quartz evidemment, e t  on preridra 
pour les trois humulones E:& = 257. 

C’est aussi pour assurer l a  stabilite de l’humulone que l a  
colonne doit &tre protegee contre la lumiere. On peut en effet 
voir sur la fig. 8 qu’apres deterioration sous l’influence de la 
lumiere, le spectre U. V. de l’humulone dam l’isooctane prend 
I’allure du spectre de l’humulinone (voir fig. 2). Comme 
nous pouvons supposer que les m&mes changements se produi- 
sent dans une colonne exposee a la lumiere et  que l’humulinone 
(pK 2,s) est un acide beaucoup plus fort que l’humulone (pK 5,5), 
nous comprenons que le produit d’oxydation est retenu sur 

(lo) A. H. COOK et G. HARRIS, J. Chem. Soc., 1873 (1950). 
(11) M. VERZELE et F. GOVAERT, J .  Chem. Soc., 3313 (1952). 
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place dans la colonne lors de sa formation. Une colonne non 
protegee contre la lumiere ne laissera donc pas passer la totalitt. 
des humulones et  les pertes seront d’autant plus elevkes que la 
luminositt;. est plus forte. D’apres le tableau no 1 nous voyons 
que la cohumulone est proportionnellement rnoins vite detruite 
e t  que la totalite des humulones est retrouvke sur une colonne 
completement abritee contre la lumiere. 

LuminositC 
dkcroissante 

ObscuritC 
complkte 

yo Hun 
adhui 

20,2 I 78 

I 87 
19,s 
19,l 9 3  
18,3 I 1 0 0  
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