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I N T R O D U C T I O N  



Dans l e  cadre des ac t iv i tés  de recherches de l a  Chaire de Mal- 

terie-Brasserie à 1'ENSIAy une sé r i e  d'études a é t é  entreprise depuis 1977 

sur  l e  thème général du recyclage des eaux de trempe en malterie. 

Si l e  problème de 1 'alimentation en eau de son usine a toujours 

préoccupé 1 e mal teur ,  qu' i 1 s ' ag isse  de l a  qua1 i t é  ou de 1 a quanti t é ,  l e  

problème des eaux résiduaires,  de leur traitement e t  l ' é tude  de leur recy- 

clage a é t é  abordé plus récemment. Généralement, l e s  eaux résiduaires re- 

joignaient l a  r iv iè re ,  ou se  mêlaient plus anonymement aux effluents ur- 

bains (LAVARDE, 1978). Le nombre res t re in t  de publications scientifiques 

e t  techniques comportant une étude détai l lée  e t  surtout quantitative des 

composants de l 'eau de trempe e t  de son pouvoir inhibiteur sur l'embryon 

de l 'o rge  témoigne du peu d ' i n t é r ê t  porté jusqu'à présent à ces problèmes. 

L'eau e t  l ' énerg ie  sont devenues, au seuil de l a  nouvelle décen- 

nie deux préoccupations importantes pour l ' i n d u s t r i e l .  Un e f for t  important 

pour l a  préservation du milieu e s t  en cours, mais même s i  les  eaux de fora- 

ge demeurent les  pl us intéressantes sur 1 e pl an industriel  , certaines eaux 

u t i l  isées comme matièref première pour 1 a fabrication de produits élaborés 

nécessitent des traitements de préparation poussés ( B O U L E N G E R ,  1980). 

Les différentes ac t iv i tés  humaines qui u t i l i s en t  l 'eau l a  r e j e t -  

t e n t  après usage, modifiée dans son é t a t  physique e t  chimique, chargée de 

diverses substances qui l a  rendent plus ou moins impropre à d'autres  usages 

e t  perturbent l e  mi 1 ieu naturel (LAVARDE,  1980) . Un des problèmes 1 es pl us 

importants créés par la  pollution e s t  la diminution du taux d'oxygène dans 

l e s  r iv iè res ,  ce qui nuit  à l a  vie.  Ceci s'explique par l e  f a i t  que les  ma- 

t i è re s  rejetées s'oxydent e t  que des microorganismes se nourrissant des 

déchets consomment de l'oxygène (ZAOUCHE, 1981). 11 e s t  t r è s  rare qu'une 

pollution a i t  pour origine 1 ' intention de nuire. La pollution vient essentiel 

lement de ce que l ' é v i t e r  coûte cher ; qu ' i l  s ' ag isse  d'un coût d 'a t tent ion 

ou d'un coût financier. Les Agences de Bassin ont une politique de promotion 

de l a  l u t t e  contre l a  pollution par une incitation financière " q u i  pollue 
paie". Des redevances calculées sur les  flux de pollution rejetés e t  sur 

l e s  volumes d'eau prélevés sont versées aux agences ; l e  produit de ces rede- 
vances aidant industriels e t  col lect ivi tés  locales à mettre en place des 

instal la t ions de l u t t e  contre la  pollution e t  d'économies d'eau. 



Le suivi de l a  qual i té  des eaux superf iciel les  effectué depuis 

1971 a montré que les  e f for t s  réal isés  pour l u t t e r  contre l a  pollution re- 

présentée par les  matières oxydables, en suspension e t  toxiques, commen- 

çaient à porter leurs f r u i t s .  En règle générale, l a  teneur en oxygène dis- 

sous des r ivières  s ' e s t  accrue depuis 1974, la demande biologique e t  chimi- 

que en oxygène ayant diminué. Il apparaît cependant que pour de nombreu- 
ses r iv iè res ,  les  facteurs limitant leur qualité deviennent les  composés 

de l ' azo te  e t  l e  phosphore dont les teneurs ont par contre augmenté au cours 

de ce t te  même période (Anonyme, 1981). 

Les mesures prises ont donc permis une réduction notable de l a  

pollution avec l e  désir  dans u n  second temps de conduire à une économie 
d'eau par réu t i l i sa t ion  éventuelle des eaux épurées. 

Le recyclage des eaux résiduaires e s t  possible dans tous les  

cas où l 'eau e s t  u t i l i s ée  pour l e  refroidissement, l e  lavage e t  lorsque 
moyennant des dépenses relativement faibles ,  on peut par u n  traitement 

approprié l a  rendre à nouveau "p&apke" pour l 'usage prévu (>IEINCK, 1977). 

Si on veut recycler 1 'eau de trempe en mal t e r i e ,  i l  faut en 

connaître l a  composition en ses différents constituants e t  leur rôle es- 

sent iel  sur l e  déroulement de l a  germination. 

La première étape de notre étude consis tai t  à étudier l e s  

possibi l i tés  de recyclage des eaux de trempe après u n  traitement de type 
physico-chimique destiné à réduire autant que possible l a  quantité de ma- 

t i è r e s  organiques présentes dans ces eaux qui,  dans l 'optique d ' u n  recy- 
clage, pourraient favoriser u n  développement de microorganismes e t  à en- 

lever ou neutraliser les  inhibiteurs de germination. 

La seconde part ie  de ce travail  avait  pour but d '  i soler  e t  

de quantifier dans ces eaux les  principaux composés inhibiteurs af in  de 

rendre compte de leur potentiel respectif d' inhibition e t  de leur devenir 

pendant 1 e t r a i  tement physico-chimique d'épuration. 



G E N E R A L I T E S  



Afin de s i tuer  ce t t e  étude sur l e  recyclage des eaux de trempe 

dans 1 a technologie de la  mal t e r i e  e t  ses possibles répercussions écono- 
miques ; i l  peut s 'avérer u t i l e ,  en premier 1 ieu de résumer brièvement les  

différentes étapes qui de l ' o rge  nous conduisent au malt. La malterie e s t  

une industrie qui transforme l ' o rge  sélectionnée, aux caractéristiques bota- 
niques, biologiques e t  biochimiques bien déterminées, en malt ; matière 

première essent iel le  dans l a  fabrication de la bière. 

Dans 1 e contexte mondial , 1 a mal t e r i e  française avec une produc- 

tion de 1 046 610 Tonnes de malt en 1980 (Bios, 1981) se  s i tue  au 4ème rang 

des pays producteurs ; toutefois ,  par l e  chiffre  de ses exportations, e l l e  

e s t  l e  premier exportateur mondial (748 000 Tonnes, s o i t  71,5 % de sa 

production) . 

Les orges brassicoles appartiennent essentiellement à deux 
grandes espèces ; l es  orges à deux rangs e t  l e s  orges à s ix  rangs. Les 

orges à deux rangs sont généralement des orges de printemps (2RP) e t  l e s  
orges à s ix  rangs des orges d 'hiver  (6RH) mais i l  ex is te  quelques variétés 

d'orge à deux rangs d'hiver ( 2 R H )  e t  à six rangs de printemps (6RP) (ROUILLER, 
1979). Une des par t icular i tés  intéressantes de l 'o rge  e s t  d ' ê t r e  u n  grain 

vêtu, c 'es t -à-dire  que les glumelles adhèrent au grain e t  ne s 'en séparent 

pas au battage. Une coupe longi tudi nale 1 aisse  ainsi  apparaître t ro i  s parties 
principal es : 

- l e s  enveloppes ; 

- 1 'albumen ; 

- l e  germe. 



gl umel 1 e infér i  gl umel 1 e supérieure 

péri carpe 

t e s t a  

embryon 

I ~ ~ ~ Y ~ ~ Y e  

al eurone 

al bumen 

Coupe schématique 1 ongi tudinale 

d ' u n  grain d'orge (d 'après  BISHOP) 

1.1. LES ENVELOPPES 

Elles sont constituées de plusieurs membranes qui sont de 
1 'extér ieur  vers 1 ' intér ieur  : 

- les glumelles, adhérentes dans l e  cas de 1 'orge ; 
- l e  péricarpe, ces deux enveloppes entourent complètement l e  

grain ; 

- l e  t e s t a  qui n'entoure pas l e  germe e t  jouera u n  rôle impor- 

tant à l a  trempe : c ' e s t  u n  t issu hémi-perméable, donc im- 

perméable aux se l s  en solution dans l ' e au .  

Ces enveloppes sont nécessaires à l a  protection de l'embryon 

pendant l a  germination e t  à la f i l t r a t i o n  suivant 1 'empâtage au brassage. 

El 1 es contiennent cependant des substances qui pourront se  révéler nuisibles 
à l a  qualité de l a  bière.  HARRIS e t  RICKETTS (1958) ont ex t r a i t  surtout à 

p a r t i r  du péricarpe u n  grand nombre de polyphénols e t  d'acides phénoliques. 
Ces polyphénol s , solubles dans 1 ' eau e t  1 es al cal i s possèdent des propriétés 

astringentes e t  vont jouer u n  rôle dans l e  goût e t  l a  s t a b i l i t é  colloldale 



de l a  b i è r e  (DE CLERCK, 1962 - VAN CRAENENBROECK, 1981 a, 1981 b  - MULKAY, 

1981 - ERBER, 1981). 

1.2. L'ALBUMEN 

Il c o n s t i t u e  1  'amande ou l e  noyau. C ' e s t  un amas de c e l l u l e s  

à p a r o i s  cons t i t uées  de glucanes, d ' hém ice l l u l ose ,  de po lypep t ides  contenant  

des g r a i n s  d'amidon soudés e n t r e  eux pa r  un ci.mevLt pho;téiyue assurant  l a  

d u r e t é  e t  1 a  compaci t é  du g r a i n .  

1.3. L'EF?BRYON OU LE GERME 

C ' e s t  l e  s i ège  des a c t i v i t é s  v i t a l e s  du g r a i n ,  en p a r t i c u l i e r  

grâce aux enzymes. 

2 - LES DIFFERENTES ETAPES D E  L A  M A L T E R I E  

L ' o r g e  de s é l e c t i o n  r é c o l t é e  e s t  séchée s i  nécessaire,  de 

façon  à ce que son hum id i t é  s o i t  comprise e n t r e  12 e t  15 % p u i s  stockée. 

Après un net toyage e t  un ca l i b rage ,  e l l e  s u b i t  successivement : 

- une phase de trempage ; 

- une phase de germina t ion  ; 

- un t o u r a i l l a g e .  

2.1. Le Trempage 

L ' o r g e  e s t  i n t r o d u i t e  dans des cuves à fond  conique (30-50 T) 

ou à fond  p l a t  (150-200 T)  , où pendant 50 à 55 heures e l  l e  va a c q u é r i r  une 

hum id i t é  s u f f i s a n t e  pour  l e  maltage. Ce trempage amène 1  ' hum id i t é  de 12-15 % 

à e n v i r o n  45 % ; il ranime l ' a c t i v i t é  métabol ique de l 'embryon e t  de l ' a s s i s e  

p ro té i que .  La méthode t r a d i t i o n n e l l e  u t i l i s é e  se c a r a c t é r i s e  p a r  l e s  p o i n t s  

su i van t s  : 



- entre 2 renouvellements consécutifs, on la i sse  l e  grain sans 

eau ; c 'est-à-dire  à découvert ; 

- on i njecte périodiquement, dans 1 e grain sous eau, de 1 ' a i r  

comprimé, de façon à f a c i l i t e r  l a  respiration par l 'apport  d'oxygène ; 
- on aspire l e  gaz carbonique issu de l a  respiration, pendant 

les  périodes à découvert. 

Selon l a  composition saline de l 'eau u t i l i s ée ,  la  nature e t  
l a  quantité de substances dissoutes au cours de ce trempage peuvent ê t r e  

t r è s  différentes.  C'est  ainsi  que des eaux renfermant du bicarbonate de 

calcium pourront ex t ra i re  des enveloppes des substances indésirables t e l s  

que 1 es tanins. On uti  1 i  se  généralement 4 à 6 m 3  d 'eau par tonne d'orge 

mi se en trempe ; une mal t e r i e  produisant annuel 1 ement 60 000 Tonnes de mal t 
consommera donc environ 420 000 m 3  d'eau. 

2 .2 .  La Germination 

Le mécanisme de ce t te  germination industr ie l le  contrôlée e s t  

qualitativement identique à celui de l a  germination naturelle.  

On a s s i s t e  à u n  développement des ac t iv i tés  enzymatiques de 

l ' o rge  qui opère ainsi  sa désagrégation physique e t  chimique. 

La désagrégation physique t radui t  l e  changement de s t ructure du 

grain qui devient f r i ab le  alors  que l a  désagrégation chimique témoigne des 

modifications des substrats biochimiques complexes de l 'o rge .  A ce stade l e  
grain e s t  appelé malt ver t .  

2.3. Le Touraillage 

Il a pour b u t  : 

- d'amener l e  malt vert de 45 à 4,5 % d'humidité af in  d'assurer 

sa conservation e t  son transport ; 
- de poursuivre, au début du tourail lage l a  désagrégation en fa-  

vorisant l ' a c t ion  des enzymes en milieu peu hydraté (glucanases, protéases, 

amyl ases) ; 



- d ' a rôma t i se r  l e  m a l t  e t  de f i x e r  sa cou leur  ( f o rma t i on  de 

mél a n o i d i  nes) . 

Le t o u r a i l  l a g e  dure en moyenne 20 à 22 heures ( t o u r a i l l e  à 

1 p la teau )  ou 44 heures ( t o u r a i l l e  à 2  p l a t e a u x ) .  

Le g r a i n  t r i é  e s t  trempé (en  p l u s i e u r s  trempes) pour l u i  f a i r e  

absorber de 1  'eau ; ces d i ve rses  eaux de trempes é t a n t  r e j e t é e s  sau f  l a  

d e r n i è r e  qu i  peu t  s e r v i r  au "décuvage", c ' e s t - à - d i r e  à l ' e n t r a i n e m e n t  vers  

l e s  a i r e s  de germina t ion .  Les e f f l u e n t s  p rov iennen t  donc essen t i e l l emen t  du 

trempage (vidange des cuves) e t  sont  p r o d u i t s  de manière i n t e r m i t t e n t e  ; l a  

présence de p l u s i e u r s  cuves de trempage peu t  cependant a t t énue r  ce phénomène. 

L ' eau  e s t  des t inée  avant  t o u t  à ê t r e  absorbée p a r  l ' o r g e ,  on p o u v a i t  donc 

théor iquement env isager  l a  suppression des r e j e t s  en n ' appo r tan t  au g r a i n  

que l a  q u a n t i t é  d 'eau s t r i c t e m e n t  nécessa i re  à sa germina t ion  e t  c e c i  en 

r é a l i s a n t  une aspers ion  des g r a i n s  e t  non p l u s  un trempage. Il conv ien t  a l o r s  

de remarquer que dans ce cas, 1  es composants de 1  ' o rge  q u i  se son t  s o l  u b i  1  i sés 

s u b s i s t e n t  su r  1  'enveloppe du g ra in ,  o r  i 1 e s t  maintenant admis que s i  1  o r s  

du trempage l ' e a u  appor te  au g r a i n  l ' h u m i d i t é  q u i  d o i t  déclencher l a  germina- 

t i o n ,  e l  l e  s e r t  auss i  à e x t r a i r e  des substances q u i  empêchent l a  germina t ion  

de se dérou le r  normalement (COOK, 1952 a ) .  

Ce procédé ne peu t  a l o r s  ê t r e  u t i l i s é  qu'avec une aspers ion  

excédenta i re  q u i  c o n d u i t  à une r é d u c t i o n  de m o i t i é  de l a  p o l l u t i o n  (LAVARDE, 

1980 b )  mais r i s q u e  d ' e n t r a î n e r  des i r r é g u l a r i t é s  de germina t ion  avec pour  

conséquences des dé fau t s  d'homogénéité du m a l t  p r é j u d i c i a b l e s  à son u t i l i s a -  

t i o n  en b rasse r i e  e t  donc à sa commerc ia l i sa t ion .  

De t r è s  nombreux pays e x i g e n t  désormais que l e s  e f f l u e n t s  indus-  

t r i e l s ,  notamment l e s  eaux de trempes de m a l t e r i e s ,  s o i e n t  t r a i t é s  avan t  l e  

r e j e t  à 1  a  r i v i è r e  (REYNOLDS, 1966). Ce t t e  importance g rand issan te  des charges 

1  i ées  aux eaux r é s i d u a i r e s ,  1  e  coû t  de 1  'eau, exp l  i q u e n t  que l e  r e c y c l  age de 

1  'eau, l o r s q u ' i l  e s t  p o s s i b l e  dev ien t  de p l u s  en p l u s  i n t é r e s s a n t  à c o n d i t i o n  

t o u t e f o i s  q u ' i l  ne p résen te  pas de r i s q u e  pour  l a  q u a l i t é  du p r o d u i t  f i n i  : l e s  

d i f f é r e n t s  i m p é r a t i f s  i m p l i q u e n t  d ' é t u d i e r  l e s  moyens i n d u s t r i e l s  e t  économiques 



d'épuration de l 'eau mais aussi de t e s t e r  son pouvoir inhibiteur rémanent qui 

i  nterdi rai  t son recycl age. 

Mis à part l e  problème d'une i r régular i té  de re je t s  qui néces- 
s i t e  l ' i n s t a l l a t i o n  de capacité tampon, on peut considérer que l e s  effluents 

de malterie se  caractér isent  par une absence presque to ta le  d'éléments miné- 

raux toxiques, une présence de matieres organiques e t  une for te  propor- 
t ion d'éléments biodégradables s'épurant facilement par les  procédés t r a -  

ditionnels ( L A V A R D E ,  1980 b ) .  

Le b u t  étant de réa l i ser  u n  recyclage des eaux, i l  e s t  nécessaire 
de déterminer 1 es répercussions du procédé d'épuration choisi (biologique ou 
physico-chimique) sur l a  physiologie du grain d'orge e t  notamment sur ses  ap- 
t i tudes à l a  germination industr ie l le  puis sur l a  qual i té  brassicole du malt 
a insi  obtenu. 

Sur l e  plan technique, i l  e s t  actuel lement possible de répondre 

pratiquement à toutes l e s  exigences qui pourraient ê t r e  formulées quant au 
degré d'épuration des eaux rejetées dans l e  milieu. Sur l e  plan pratique, 
certaines options particulièrement coûteuses réduisent les  choix disponibles. 

Le traitement biologique des eaux résiduaires consiste à f a i r e  

dégrader la  pollution organique par des bactéries e t  à séparer ensuite cel les-  

ci de l 'eau ainsi  épurée. Le problème du recyclage des eaux de trempes épurées 

biologiquement a f a i t  l ' o b j e t  d'une première etude (CUVELLIER, 1980). Les 

recyclages qui é ta ien t  e f f ec t i f s  dans une malterie e t  avaient é t é  tes tés  dans 

u n  autre établissement à u n  taux de 30 puis de 45 % n'ont pas semblé poser 

de problèmes par t icu l ie rs ,  tant  au niveau de l a  vitesse de piquage du grain 
d'orge que de l a  qual i té  f inale  du malt. Les mesures réalisées ont cependant 
mis en évidence l a  grande var iab i l i té  des r e j e t s  l i é e  aux vidanges des trempes 

successives mais aussi aux différentes variétés e t  provenances d'orges u t i l  i -  
sées . 



Pour permettre la  séparation d'une suspension colloïdale dans 
des conditions de vitesse sa t i s fa i sante ,  sous l ' influence de la  pesanteur, 

i l  e s t  nécessaire de rassembler les  colloïdes pour constituer des particules 

nettement plus importantes. 

La transformation de l a  suspension par des moyens a r t i f i c i e l s  

e s t  la  résultante de deux actions différentes e t  complémentaires : 

- une coagulation qui correspond à une déstabilisation des 
particul es col 1 oïdal es obtenues par neutral i s a t i  on des charges 1 e pl us souvent 

négatives (DEGREMONT,  1978 ; L E  GRAND L . ,  1976) réparties à leur  surface. Le 
produit u t i l i s é  e s t  appelé coagulant. 

- une agglomération des particules "déchargées" mises en contact 
les  unes avec l e s  autres constituant la  floculation qui conduit à l a  forma- 
t ion de flocons ou f locs ,  capables d ' ê t r e  séparés dans une phase ultérieure 

du traitement. Les produits favorisant 1 a formation du f loc sont les  flocu- 

lan ts .  La floculation e s t  d'autant meilleure que l a  coagulation préalable a 

é t é  efficace.  

La séparation solide-liquide du f loc  formé e t  de l ' eau  peut se 

f a i r e  par f i l t r a t i o n ,  par f lo t ta t ion  ou par simple décantation. La f l o t t a -  
t ion peut ê t r e  naturelle ou provoquée e t  provenir alors de l a  fixation ar -  

t i f i c i e l l e  de bulles d ' a i r  aux particules à éliminer, leur donnant a ins i ,  
une masse volumique moyenne inférieure à ce1 l e  de 1 'eau. 

Aucune règle ne permet de prévoir quel coagulant-, flocufant 
ou quelle association donnera l e  meilleur résul ta t  e t  i l  e s t  toujours néces- 

sa i r e  de procéder à différents  essais en laboratoire. 
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La mise au point d ' u n  traitement physico-chimique ne peut se  

f a i r e  que par 1 'essai de différents  coagulants, flocul ants,  de leur as- 

sociation sur l e s  effluents à t r a i t e r  e t  l 'observation des résul ta ts  ob- 

tenus sur l e s  différents paramètres dont la  mesure permet de caractériser 

l e  niveau de pollution e t  l ' e f f i c a c i t é  de l 'épuration. 

1 - PARAMETRES DE MESURE 

1.1. MESURE DES MATIERES EN SUSPENSION 

Les matières décantables sont ce l les  qui se  déposent dans u n  
liquide au repos pendant u n  temps conventionnellement f ixé  à 2 heures. 

Les matières totales  en suspension (MES) sont déterminées par f i l t r a t ion  

sur disque en f ibre  de verre Whatman GF/C e t  séchage à 105°C jusqu'à poids 

constant. 

1 .2 .  LES MATIERES OXYDABLES 

On dose l a  quantité d'oxygène dissous nécessaire pour  oxyder 

chimiquement toute la matière polluante contenue dans l ' e au .  L'oxydation au 

dichromate de potassium en milieu sulfurique permet de ch i f f re r  l a  demande 

chimique en oxygène ( D C O )  qui représente l a  quantité d'oxygène en mg. 1-' 

nécessaire pour oxyder 1 es matières organiques , l es  sel s minéraux oxydables 

de l 'échant i l lon.  Elle e s t  déterminée par l a  méthode normalisée AFNOR 

NF. T 90.101 (annexe n o  1) . 

La mesure de l'oxydation des seules matières organiques biodé- 

gradables e s t  donnée par l a  quantité d'oxygène consommée à 20°C, à l 'obs-  

cu r i t é  pendant 5 jours ; c ' e s t  l a  demande biologique en oxygène (DB05). Bien 

que les  eaux de trempes contiennent des microorganismes, toutes les  mesures 

ont é t é  effectuées après ensemencement des effluents par des bactéries. 

1.3. AUTRES PARAMETRES 

Une taxation de l ' a zo te  organique e t  du phosphore rejetés  par l e s  



effluents industriels e s t  en cours d 'élaboration, les  composés phosphorés, 

l ' a zo te  total  e t  les  n i t ra tes  ont f a i t  l ' o b j e t  de détermination. 

Ces données analytiques permettant d'évaluer l a  pollution de 

1 'eau ont é té  complétées par l e  dosage du calcium, magnésium, des chlorures, 
sulfates  e t  des composés phénoliques totaux. 

L'action des inhibiteurs présents dans l 'eau de trempe a é t é  

visualisée par des t e s t s  de germination ( C O O K ,  1952 b )  réal isés  d'abord sur 

des semences de la i tues  puis sur de l ' o rge .  

Nous avons u t i l i s é  les  semences de la i tue  qui germent dans nos 

conditions opératoires (Annexe n o  2 )  en 42 heures e t  permettent d'extrapoler 
à l ' o rge  puisqu'il a é t é  constaté que ( V A N  L A E R ,  1947) : 

. l es  substances de l 'o rge  peuvent inhiber sa propre germination ; 

. l a  germination de l 'o rge  e s t  ra lent ie  par des substances 
provenant d 'autres  semences ; 

. l ' o rge  elle-même contient des substances qui peuvent a r r ê t e r  

l a  germination e t  l a  croissance d 'autres  plantes. 

2 - RESULTATS 

2.1. PREMIERS ESSAIS 

Dans l e  b u t  de t e s t e r  les  différents  traitements, l a  quasi tota-  

l i  t é  des mani pu1 ations se  sont effectuées sur place, dans l a  mal t e r i e ,  sur des 

eaux de première trempe qui sont les plus sales e t  d'odeur désagréable ; e t  sur 
1 es eaux de deuxième trempe. 

L ' eff  i caci t é  d ' u n  grand nombre de traitements de coagul a t i  on - 
f lo t t a t ion  faisant  appels à des réac t i f s  divers dont : 

- l es  polyélectrolytes ( u t i l i s é s  seuls ou par deux) ; 

- 1 ' acide su1 furique ou phosphorique, suivi d '  une floculation 

au polyélectrolyte ; 
- l a  chaux ; 

- l es  t r ipoly e t  hexamétaphosphates ; 



- 1 es 1 ignosul f i  tes  ; 

- les  sels  de f e r  e t  d'aluminium 

a é t é  étudiée sur l e s  eaux de première e t  deuxième trempe d'orge Sonja 
( 2 R H ) .  Les différents  traitements ont é t é  appliqués, a des concentrations 
variables à 3 échantillons de lère  trempe e t  deux prélèvements de 2ème 

trempe (Tableaux1 A e t  1 B ) .  

En complément , des t e s t s  ont é t é  réal i s é s ,  pour évaluer 1 ' in- 
cidence d'un traitement complémentaire au charbon ac t i f  e t  de l a  recircu- 

la t ion d'une fraction des boues. Dans tous l e s  cas,  en raison de l a  struc- 

ture e t  des propriétés des flocons formés, l a  c la r i f ica t ion  s ' e s t  f a i t e  
par aéroflottation à l ' a i r  dissous. 

Seule 1 ' u t i l i s a t ion  de sulfate  d'alumine ou de chlorure f e r -  

rique, complétée par de l a  chaux e t  u n  polyélectrolyte, a permis d'obtenir 
une floculation sa t i s fa i sante  e t  reproductible, conduisant à l a  formation 

de flocons bien formés e t  s e  séparant facilement par aéroflottation. 

Les meilleurs r é su l t a t s ,  sur l e  plan de 1 'élimination des 
matières organiques, ont é t é  obtenus dans les  conditions suivantes : 

- su1 f a t e  d'alumine ou chlorure ferrique aux doses respec- 

t ives  de : 2 000 e t  1 500 ppm pour les  eaux de lère  trempe 

1 500 e t  1 000 ppm pour les  eaux de 2ème trempe. 

 es ions AI+" e t  ~ e + + +  se rassemblent au voisinage des col - 
loîdes présents de polarité généralement négative. Les produits de solubi- 
l i t é  de l'hydroxyde d'aluminium e t  de l'hydroxyde ferrique sont t r è s  f a i -  

bles, 1 0 ' ~ ~  e t  1 0 - ~ '  respectivement vers 20°C, ces hydroxydes préci pi ten t  

donc immédiatement e t  entraînent les matières en suspension. 

- chaux 1 000 ppm 

- polyélectrolyte ERPAFLOC SAV 15 ppm 
- f lo t t a t ion  à 1 ' a i r  dissous ( 4  bars) 

Les meilleurs résu l ta t s  enregistrés sont les suivants 
(Tableau I I )  







( 
( Eau de lère  Trempe Eau de 2ème Trempe 

1 
1 

(--------:  --------------------------------------: ...................................... 
( 

j 

( 
1 

: Eau : Eau t r a i t é e  au :Rendement: Eau : Eau t r a i t é e  au :Rendement) 
( : brute : chlorure ferrique : % : brute : chlorure ferrique : % )  
(--------:---------:------------------:---------:---------:------------------: --------- 
( 

1 
7 7 : 6,8 : 7 ,4 ) 

1 

I pH 
(MES mg/l : 286 : < 10 : > 96 : 153 : < 10 

1 
: > 9 3  ) 

( 
( D C O  mg/l : 3146 : 1806 (1)  : 42 : 1010 : 

) 
735 ( 2 )  : 27 ) 

( 
(DB05mg/l : 1330 : 375 : 72 : 830 : 275 

) 
: 67 ) 

( 
( N t  mg/l : 90 : 2 3 : 74 : 62 : 14 

1 
: 77 ) 

(1)  avec du sulfate  d'alumine : 2090 mg/l 

( 2 )  avec du sulfate  d'alumine : 740 mg/l 

TABLEAU II  - EPURATION PHYSICO-CHIMIQUE DES EAUX DE PREMIERE ET DEUXIEME TREMPE 

(orge 2RH Sonja) 

Le charbon ac t i f  (200 ppm, avec u n  temps de contact d'une heure) 

n'augmente pas les  rendements d'épuration de DCO ni de DB05 On note qu ' i l  

e s t  cependant possible de réduire de 50 % les  consommations en réac t i f s ,  en 

recyclant 50 % des boues formées par les  essais au su l fa te  d'aluminium e t  

au ch1 orure ferrique. 

Les polyphénol s dimi nuent , quel que s o i t  l e  traitement, de manière 

appréciable ; plus de 50 % sur  les  eaux de première trempe e t  les  rendements 

d'épuration sont acceptables puisque supérieur à 40 % pour l a  DCO e t  aux 

environs de 70 X pour la  DB05 sur les  eaux les  plus chargées. Ces résu l ta t s  

encourageants dans l 'optique d'une simple opération d'épuration des eaux 

se  sont trouvés tempérés par l e s  t e s t s  physiologiques de germination nécessaires 

pour l e  recyclage. L'inhibition engendrée par les  premières eaux non t r a i t ées  

s ' e s t  révélée t r è s  faible  e t  donc peu s ignif icat ive,  4 à 5 % d' inhibi t ion par 

rapport au témoin, ce qui correspond, pour  ce type d 'e f f luent ,  à u n  caractère 



inhibiteur particulièrement fa ib le .  Nous avons systématiquement observé, 

avec les  échantillons " E p u h é ~ " ,  u n  t r è s  net ralentissement de 1 'élongation 

de l a  racine principale (Figure 1) ; visible  même par rapport aux t e s t s  

effectués avec l e s  effluents non t r a i t é s .  Ce surprenant freinage e s t  beau- 

coup moins net cependant avec u n  conditionnement à l a  chaux, u n  coagulant 

minéral A1 (S04)3 O U  FeC1 e t  l e  charbon ac t i f  (échanti 1 lons 5b e t  Sc).  

C'est d ' a i l l eu r s  avec ce type de conditionnement que les  rendements d'épu- 

ration étaient les  plus élevés. 

Il para î t  dans 1 'immédiat d i f f i c i l e  de détecter l a  cause de 

ce t te  nouvelle inhibition consécutive aux différents  traitements. Les mo- 

difications de pH enregistrées ne sont pas gênantes sauf pour les  échantil- 

lons l c  e t  2c, où l e  pH s ' é lève  à 10,5 e t  10,8, mais ce t te  augmentation 

pourrait se corriger aisément s i  nécessaire. 

Certains traitements entraînent aussi des surcharges ioniques 

qui peuvent se  révéler défavorables à l a  germination. La teneur en calcium 

augmente ainsi de 60 mg/l dans 1 a première sous-eau à 500 e t  parfois 600 mg/l ; 

de même les  sulfates  dont l a  concentration maximale enregistrée a é t é  de 

1130 mg/l so i t  environ 40 f o i s  plus que dans l 'eau u t i l i s ée  pour l a  mise en 

trempe. 

Afin d'essayer de remédier à ce nouveau problème soulevé par 

1 ' apparition 1 ors du traitement d'une inhibition de croissance, les  essais 

en laboratoire se  sont poursuivis en travail  l an t  l e  plus possible sur des 

eaux de première trempe présentant un caractère inhibiteur fortement marqué ; 

en testant  d 'autres  réact i fs  notamment l e  polychlorure d'aluminium, 1 'al umi - 
nate de soude ; en remplaçant dans la  limite du possible les  ions ~ a + +  e t  

soi- respectivement par ~ a +  e t  Cl- qui ne possède pas u n  caractère inhibiteur 

fortement prononcé. 

2 . 2 .  ESSAIS CWPLEPIENTAIRES 

Une étude comparative a pu ê t r e  réalisée rapidement à par t i r  

d'une eau de première trempe d'orge à 6 Rangs d'hiver (6RH) afin de déter- 

miner 1 ' i nfl uence des ions su1 fa tes ,  ch1 orures , sodium e t  calcium (Tableaux 

I I I  e t  IV). 
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Traitement au Traitement au 
- - - 1  

Eau 
) 

: sulfate  d'alumine 1000 pprn : Chlorure ferrique 2000 pprn ) 

: de trempe avec avec 

: chaux soude : chaux soude 1 
: 500 pprn : 300 pprn : 1000 pprn : 700 pprn ) 

. - - - - - - _ - - - -  -------------- -------------- -------------- -------------- -------------- 

DCO mg/l : 3160 
) 

: 2360 25 % : 2360 25 % : 1940 39 % : 1980 37 % ) 

: inhibition: 1 O 6 6 4 8 
) 

TABLEAU IV - INFLUENCE DES IONS SUR L'EFFICACITE DU TRAITEMENT 

Le résu l ta t  e s t  médiocre sur 1 e pl an de 1 'en1 èvement de 1 ' i nhi - 
bit ion,  ce qui confirme les  essais  précédents mais i l  n 'apparaît  pas, à 

travers les  quelques t e s t s  réa l i sés ,  de différences notables entre 1 ' u t i l  i -  

sation des ions ~ a + +  e t  la+ considérés en principe comme moins inhibiteurs.  

Une sér ie  de nouveaux traitements a é té  entreprise af in  de 

conci l ier  l 'épuration physico-chimique e t  l 'épuration "phy~ioLogique" ,  

sur une eau de première trempe d'une orge à 6 Rangs d'hiver possédant u n  
pouvoir inhibiteur de 55 %. 

Une première sélection parmi les  t r a i  tements possibles s ' e s t  

f a i t e  à par t i r  de la  demande chimique en oxygène, de sa diminution en f in  

de traitement ainsi  que des t e s t s  de germination e t  de l 'analyse chimique 

des eaux t ra i tées  (Tableaux V e t  VI). 



Eau t r a i t é e  
........................................................... 

i 
) 
\ 

i Eau : Po lych lorure  : S u l f a t e  :Fblyél e c t r o l y t e j  
( : b ru te  : d'aluminium : d 'a lumine : FeC1 : ERPAFLOC 115 ) 
( (1)  ( 2 )  (3) ( 4  1 
( -------------- -------------- -------------- -------------- -------------- 
( Rdt : 

) 
I 

i PH 6,5 6,8 8,2 7 ,8 6,s 
( 

i 
( DCO mg/l : 1216 : 560 54 % : 520 57 % : 560 54 %: 648 

1 
47 % ) 

( 
( %  i n h i b i t i o n :  55 O 17 17 18 

) 

I 
1 
I 

TABLEAU V - EFFICACITE DE DIFFERENTS TRAITEMENTS 

( 1) Polyél  e c t r o l y t e  d 'aluminium 0,5 cm3/1 

Soude 120 mg/l 

ERPAFLOC SAV 3 mg/l 

( 2 )  S u l f a t e  d 'a lumine 

Chaux 

ERPAFLOC SAV 

(3) FeC13 

Chaux 

ERPAFLOC SAV 

(4) D'autres p o l y é l e c t r o l y t e s  on t  é té  étudiés,  e t  parmi ceux-ci 1  'ERPAFLOC 

115, à l a  dose de 20 ppm s ' e s t  r é v é l é  a v o i r  une bonne a c t i o n  f l o c u l a n t e  

comparable aux t ra i tements  précédents ; l ' e a u  t r a i t é e  conserva i t  cependant 

un pouvoi r  i n h i b i t e u r  non négl igeable de 18 % (Tableau V). 

De ces expérimentat ions, il r e s s o r t  que l e  t ra i t emen t  au po l y -  

ch lo ru re  d'aluminium e s t  de l o i n  l e  p l u s  performant ; il e s t  un des ra res  

a l e v e r  totalement 1 ' i n h i b i t i o n  t o u t  en conservant une a c t i o n  f l o c u l  ante 

e t  un rendement d 'épu ra t i on  comparables aux t ra i tements  précédents (F igure  2 ) .  
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ermination 



On peut noter pour mémoire, les  excellents résu l ta t s  obtenus 

par l e  traitement n o  6 (Tableau VI). Il en résulte une eau de t r è s  faible  

composition minérale, parfaitement 1 impide e t  dénuée de pouvoir inhibiteur ; 
l e  traitement n 'a  cependant pas é t é  retenu pour une application industr ie l le  

car outre sa grande complexité, i l  e s t  d'un prix de revient excessivement 
élevé. 

Nous avons ensuite cherché, d'une part ,  à optimiser l e  t r a i t e -  

ment au polychlorure d'aluminium ; puis à vér i f ie r  ses performance sur des 
eaux de diverses provenances e t  ayant donc des caractéristiques différentes 
de ce l le  sur laquel l e  i l  avait  é t é  mis au point. Cette optimisation du 

traitement s ' e s t  fa i  t e  avec des doses croissantes de polychl orure d '  aluminium. 

La chaux a finalement é té  remplacée par de l a  soude e t  l a  séparation des 

flocs s ' e s t  f a i t e  facilement par aéroflot ta t ion à 1 ' a i r  dissous (Tableaux VI1 

e t  VIII). 

L'inhibition e s t  totalement levée avec une dose de 0,5 cm3/l de 
polychlorure d'aluminium, l e s  rendements d'épuration en DCO e t  DB05 étant 

pour cet essai supérieurs à 50 %. Sur une eau de trempe ayant subi ce t r a i -  

tement (polychlorure d'aluminium 0,5 cm3/l , soude 120 mg/l e t  floculant 

3 mg/l ) nous avons t e s t é  1 ' incidence de l a  reci rculation des boues. Un t e l  
procédé permet évidemment de réduire légèrement les doses de réac t i f s  mais 
présente par contre l'inconvénient de maintenir une inhibition résiduelle 

de quelques pour cent. 

Ce type d'épuration a f a i t  1 'objet  de plusieurs vérifications 

sur  des eaux de trempe en provenance d'une malterie intéressée par ces études, 
af in  surtout de déterminer son action sur des orges de variétés différentes 

qui produisent des effluents de compositions chimiques variées e t  de charges 
polluantes f o r t  diverses (Tableaux IX, X ,  XI). 



: po l ych l  o r u r e  : s u l f a t e  : : p o l y é l e c t r o l y t e :  
1 

: l è r e  9ous-eau : d 'a lumin ium : d 'a lumine  : FeC1, : ERPAFLOC : 6 
1 
i 

j ~ n a i y s e s  ! 

\ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - )  

( 
( Polyphénol s t o taux  mgI l  5 8 15 18 11 17 0,5 1 

1 

(--------------------------------:---------------:---------------: ---------------: ---------------: ---------------: --------------- 1 
( 
( % I n h i b i t i o n  5 5 O 17 17 18 O 

1 
1 

(--------------------------------:  ---------------: ---------------: ---------------: ---------------: ---------------: --------------- 1 
( 
( Chlorures CI- mgI l  6 O 111 70 164 115 102 

1 
1 

(--------------------------------:---------------:---------------: ---------------: ---------------: ---------------: --------------- 1 
( 
( Phosphates P205mg/l 5 O O 10 2 5 O O 

1 
1 

(-------------------------------- :--------------- :--------------- :--------------- :  ---------------: ---------------: --------------- 1 
( 
( Calcium ~ a "  mgI l  48 5 2 5 O 4 4 6 4 30 

1 
) 

___________________--- - - - - - - - - - -  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  __I____________ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  j 
Magnésium M ~ "  mgI l  24 2 4 18 17 - 3 5 

1 
1 
1 
1 

( S u l f a t e s  S O ~ -  mgI l  29 48 

( Azote a-ami né mg/l 8 
( 

1 
1 

TPBLEAU V I  

EFFICACITE DE DIFFERENTS TRAITEMENTS 

(Orge 6RH Gerbe1 - Eau de l è r e  trempe) 





( Pol y c h l  o r u r e  d ' a l  umi n i  um : 
( cm3/1 
( 
( Soude mg/l 
( 
( F l o c u l  a n t  S A V  mg/l 

1 
: R e c i r c u l a t i o n  ) 

des boues 
j 
1 

50 % 
1 

\ 
( Polyphénol s t o t a u x  mg/l : 18,5 
~----------------------------~-------------------~-------------------~-------------------~-------------------~-------------------l 

% I n h i b i t i o n  12 O O O 4 1 
----------------------------g-------------------o-------------------i-------------------i-------------------~-------------------) 

Chlorures C l  - mg/l 74 113 149 156 113 
1 
1 

i Phosphates p2c5 mg/l 12,5 10 2 O 5 j 
( - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - :  -------------------: -------------------: -------------------: ------------------- 1 
( 
( Calcium caf+ mg/l 48 48 4 4 40 48 1 

( 
( Magnés i um M ~ + +  mg/l 

( 
( Sul f a t e s  504- mg/l 
/ 

( Azote a-ami né mg/l 
( 

j 
1 

TABLEAU VI11 

OPTIMISATION DU TRAITEF'IENT D'EPURATION 

(Orge 6RH Gerbe1 - Eau de l è r e  trempe) 



( 
( Eau t r a i  t ee  
( 

1 
.......................................................... 

( 
: Po lych lo ru re  : 
: d 'a lumin ium 1 195 2 : Eau 
: cm3/1 1 

b r u t e  : Soude mg/l 200 250 250 
j 
I 

: orge : F l o c u l a n t  SAV : 
i 

( : mg/l 
15 15 

( 
: 2RH l5 

( 
) 

( ~ e n d t  ~ e n d t  1 
I pH 

5,3 7,5 : 7,7 : 7,5 1 

( MEST mg/l : 320 : < 10 : < 10 > 95 %:< 10 
) 

( 
(DCO mg/l : 2 0 0 0  : 1 660 : 1 5 4 0  2 3 % : 1 3 8 0  3 1 % )  
( 
( DB05 mg/l : 1 020 : 710 30 %:  

) 

( 
) 

( NTK mg/l : 83 : 54 35 %: 
) 
1 

I 
( I n h i b i t i o n  : 6 % 

TABLEAU I X  - POLLUTION ET TRAITEMENT D'UNE ORGE A 2RH 

(trempe : 156 T d 'o rge  dans 80 m 3  d 'eau)  

Eau t r a i t é e  
.......................................................... 

i 
) 
\ 

: Po lych l  o rure  d'aluminium cm3/1 

Eau 
: Soude mg/l 

: b r u t e  : F l o c u l a n t  SAV mg/l . . ------------- .......................................................... j 
( Rendt , 
( 
( MEST mg/l : 300 
( 
( DCO mg/l : 3 000 
( 
( I n h i b i t i o n  : 19 % 

TABLEAU X - POLLUTION ET TRAITEMENT D'UNE ORGE A 2RH 

(Trempe : 172 T d 'o rge  dans 60 m 3  d 'eau)  



( Eau t r a i t é e  \ 

: Polychlorure d'aluminium cm3/1 2 
Eau 

: Soude mg/l 150 
: brute 

: Floculant SAV mg/l 5 
------------- .......................................................... j 

) Rendt , 

( Inhibition : 10 % O 
( -- 

i 
1 

TABLEAU XI- POLLUTION ET TRAITEMENT D'UNE ORGE A 6RH 

(Trempe : 164 Tonnes d'orge dans 70 m 3  d'eau) 

Lors de ces t e s t s ,  toutes les  germinations se sont déroulées 
normalement, preuve que l e  profil  de traitement adopté permet de lever tota- 

lement l ' inhibition de germination. Il faut  rappeler que ces traitements ont 

é té  pratiqués sur les  eaux de première trempe qui sont de loin les  plus 
chargées en matières polluantes e t  inhibi t r ices  ; les  re je t s  étant i ntermi t- 

ten ts ,  une capacité tampon entraînera une diminution de l a  concentration de 

chaque paramètre témoin de 1 a pollution. 

3 - CONCLUSIONS 

Seul u n  traitement des eaux de trempe au polychlorure d'aluminium 

e t  à l a  soude, suivi d'une c la r i f ica t ion  par f lo t ta t ion  à 1 ' a i r  dissous, per- 

met de lever totalement 1 ' inhibition alors qu'une part ie  de ce1 le-ci  subsiste 

avec des traitements pl us conventionnels : su1 f a t e  d'alumine, chlorure ferrique 

ou polyél ectrolyte.  

Le traitement au polychlorure d'aluminium présente l 'avantage 

supplémentaire, comparativement aux traitements de coagulation-floculation 

classiques, de produire u n  peu moins de boues de f lo t ta t ion .  La recirculation 



de ces boues de f lo t t a t ion ,  s i  el 1 e permet de réduire légèrement les  doses 

de réac t i f s ,  a par contre 1 'inconvénient de maintenir une inhibition rési-  
duel 1 e de quelques pour-cent. 

Les résul ta ts  obtenus en laboratoire ont paru suffisamment 

encourageants pour envisager l ' é t ape  suivante c 'es t-à-dire  l a  mise en place 
d'une uni t é  pi lote  dans une mal t e r i e .  Il faudra alors adapter, à par t i r  du 

traitement que nous venons de déterminer, l es  concentrations optimales des 

différents réactants afin de les adapter aux effluents issus des variétés 

d'orges mises en trempe. L'opération d'épuration terminée, i l  sera nécessaire 
d'évaluer 1 es conséquences du recyclage de 1 'eau sur 1 a germination e t  1 a 
qua1 i t é  f ina le  du ma1 t mais aussi de suivre l e  déroulement des cycles d'épu- 

rations ul tér ieurs  af i  n de prévenir toute concentration de produits inhibi - 
teurs de l a  germination ou plus simplement gênants pour l e  processus même 

d'épuration. 



DEUXIEME PARTIE : 

L A  R E C H E R C H E  D E S  I N H I B I T E U R S  

D A N S  L ' E A U  D E  T R E M P E  E T  L ' O R G E  

I f  you can look in to  the seeds o f  time 

And Say which grain w i l l  grow and which w i l l  not . . . 

MACBETH 



La trempe peut se déf inir  comme l e  processus qui prépare l'embryon 

à une croissance normale. De f a i t ,  la germination commence avec l ' imbibition 
ce qui permet selon EVENARI (1957) de distinguer quatre phases : 

1) l a  phase d'imbibition ; 

2 )  l a  phase d'activation avec développement des mécanismes 
permettant à l'embryon de commencer sa croissance ; 

3) la  phase de mitose ; 

4 )  l a  phase de germination. Le germe perce l'embryon (piquage) 

e t  à ce stade, l e s  processus de croissance e t  de germination 

se rejoignent. 

Cette conception de l a  germination conduit à définir  les  inhi- 
biteurs comme des substances pouvant f reiner  ou bloquer à l ' un  de ces d i f -  
férents stades l e  processus de germination e t  en conséquence l e  phénomène 

de croissance. 

Il n ' e s t  cependant pas démontré (COME,  1970) que les  inhibitions 

de germination e t  les  inhibitions de croissance, donc de l a  phase ultime 

soient régies par deux mécanismes identiques. 

1 - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DES PR1 NCI PAUX INHIBITEURS 

Dès 1857, l'hypothèse d'une inhibition de germination de l ' o rge  

due à l a  formation d'une couche muqueuse de bactéries à l a  surface du grain 
avai t  é t é  émise. 

Effectivement, des e f f e t s  bénéfiques ont é t é  observés (GILBERT, 

1954) avec de nombreux germicides : les plus efficaces étant  l ' a c ide  péra- 

cétique e t  1 e ch1 orure mercuri que. L ' inhibiteur f i  1 trabl e ,  paraît  ê t r e  une 

exotoxine agissant directement sur l 'o rge  plutôt que par une stimulation 

de la  croissance bactérienne. 

On a également remarqué ( G A B E R ,  1969) que 1 ' e f f e t  inhibiteur 

d'eau en excès, sur l a  germination de grains sensibles à l ' eau ,  peut ê t r e  
surmonté par l 'addi t ion d'antibiotiques comprenant nécessairement u n  an t i -  

fongique e t  u n  antibactérien. 



Les acides organiques (acides malique, c i t r ique ,  acétique) sont 

inhibiteurs par eux-mêmes e t  non seulement par leur e f f e t  acidif iant  (COME,  

1967). Chacun d'eux étant inhibiteur,  leur action peut devenir synergique 

lo r squ ' i l s  sont en mélange. Selon COOK (1953), une part ie  de l ' a c t i v i t é  

inhib i t r ice  to t a l e  peut-être a t t r ibuée à l ' a c ide  acétique qui proviendrait 

des microorganismes. L 'effet  sur l a  germination d'une sé r i e  d'homologues e t  

d'analogues de l ' a c ide  acétique montre u n  même degré d ' ac t iv i t é  lorsque l a  

molécule présente l e  groupement CH2-COOH. Les ef fe ts  des acides malonique, 

pyruvique e t  succinique sont moindres alors que les  acides isobutyrique e t  

phényl acétique montrent une grande ac t iv i t é  inhibi t r ice .  

Les études o n t  montré que de nombreuses propriétés de l ' i nh ib i -  

teur correspondent à cel les  de sel organique de haut poids moléculaire 

(GILBERT, 1954). 

COOK (1952 c )  a mis en évidence des oses l ibres  dans l ' eau  de 

trempe, parmi 1 esquel s 1 e galactose, l e  gl ucose, 1 'arabi nose, 1 e fructose, 

l e  xylose e t  l e  rhamnose. 11 e s t  important de préciser, pour l a  qualité 

ul tér ieure du malt que 1 a présence de glucose ou de mal tose dans 1 e mil i eu 

inhibe fortement l a  production d'a-amylase, enzyme essent iel le  en brasserie. 

CRABB e t  KIRSOP (1970) ont déterminé dans des embryons d'orges 

dénudés une ac t iv i t é  inhibi t r ice  non associée aux composés phénoliques ; 

75 % de ce t te  ac t iv i t é  sont constitués par des hydrates de carbone parmi 

lesquels l e  saccharose e t  l e  raffinose. Des t e s t s  effectués avec ces oses, 

séparés e t  ensemble, montrent q u ' i l s  inhibent la  germination dans des condi- 

t ions de sens ib i l i té  à l 'eau e t  sont probablement responsables de l ' a c t i v i t é  

inhibi t r ice  de 1 ' ex t r a i t  d'embryon. 

La sens ib i l i té  à l ' eau  e s t  une répercussion de l ' incapaci té  

de l'embryon à surmonter les  e f f e t s  de substances inhibi t r ices  dans des 

conditions de fa ib le  concentration en oxygène. 

On a parfois signalé que les  acides aminés pouvaient exercer 

une fonction inhibi t r ice  de la  germination. L'étude dé ta i l lée  des fractions 

inhibi t r ices  des caryopses immatures de blé a montré que la  proline e s t  l e  

principal inhibiteur présent dans ces caryopses (COME, 1970) . La pro1 i ne 

e t  l'hydroxyproline prises séparément sont des inhibiteurs de germination, 

mais en association e t  en quantités égales, e l l e s  n 'ont plus d 'action 

inhib i t r ice .  



De nombreux acides aminés ont é té  séparés e t  ident i f iés  par 

chromatographie sur papier : Glycine - Leucine - Isoleucine - Lysine - 
Phénylalanine - Histidine - Pro1 ine - Tyrosine - Sérine - Val ine - Alanine - 
Arginine - Acides aspartique e t  glutamique. 

La l ibération d'acides aminés l ibres  e t  d 'autres  composés pen- 

dant l e  trempage semble indiquer que c ' e s t  u n  phénomène important ; 1 % 

d'azote de 1 'orge étant  ainsi  perdu ; i l  n ' e s t  d ' a i l l e u r s  pas impossible, 
d'après URQUHART (1953) que des peptides soient aussi présents. L'action 

freinante de l a  papaïne e t  1 ' e f f e t  stimulateur du bromate de potassium, 

q u i  e s t  u n  inhibiteur des protéases, accrédite l a  thèse d'une inhibition 
de germination qui s e r a i t  due en partie à l'accumulation de produits in te r -  
médi ai res de 1 a protéolyse. 

L'élimination du grain vers l e  milieu extérieur d'acides aminés 
l ib res ,  de sucres simples rend possible l a  croissance de microorganismes, 

ce qui expliquerait l a  présence d'acide acétique dans les  trempes e t  notam- 
ment l e  f a i t  qu ' i l  ne s o i t  pas détecté pendant l e s  quatre premières heures 
du trerpaae. 

L'examen de l 'o rge  en germination, après avoir trempé dans des 

sol utions de coumari ne, montre que 1 a racine primaire apparaît normalement 

mais que son élongation e t  l e  développement des racines secondaires sont 

inhibés (KIRSOP, 1959). 11 e s t  intéressant de noter que dans l e  grain ainsi  

t r a i t é  à l a  coumarine, les ac t iv i tés  amylasiques ont tendance à augmenter. 

La présence d'un groupement lactone e t  d'un cycle benzénique 
s e r a i t  nécessaire à l a  fonction inhibi t r ice  qui,  en revahche se trouverait  

réduite en présence d '  ions calcium. 

VAN SUMERE (1958) par chromatographie sur papier a montré l a  
présence de coumarines e t  de phénols dans les  pa i l les  d'orges. Outre l a  
coumarine, 1 'herniarine,  1 'esculétine e t  l a  scopolétine étaient  aussi 

présentes alors que les  acides hydroxybenzoîque, vanillique, protocatéchique, 

syringique, O-hydroxycinnamique, caféique, férulique, sinapique e t  chloro- 
génique étaient  décelés. 

Nombre de ces produits influent t r è s  fortement sur l a  germination 
de l 'o rge  ; l a  coumarine e t  l ' a c ide  férulique paraissant particulièrement 

a c t i f s  . 



La répart i t ion des acides cinnamiques dans l e  règne végétal 

e s t  t r è s  générale, mais des travaux récents ont mis en évidence l a  présence 

fréquente, dans les t i s s u s  de plusieurs acides dérivés de l ' a c ide  benzoïque. 

La chromatographie sur papier des fractions acides éthéro-solubles des eaux 

de trempe a montré l a  présence d'acides phénoliques e t  notamment d 'acide 

vanillique ( C O O K ,  1954) qui ,  à une concentration de 1/1500 possède une 

ac t iv i t é  inhibi t r ice  spécifique sur la croissance des racines. 

Après hydrolyse, MASSART (1959) a trouvé plus d'acides phénoli- 

ques que par extraction directe  des racines e t  des péricarpes d'orge, ce 

qui la i sse  prévoir une s t ructure l i é e  des composés entre-eux. En 1963, l e s  

acides phénols ont f a i t  l ' o b j e t  d'un travail  de l a  part de URION (1963) qui ,  

à l ' a i d e  d'une chromatographie bidimentionnelle sur couche mince de polyamide 

i so le  : 

. les  acides vanillique, syringique, férulique e t  parahydroxy- 

benzoïque sous forme l i b r e  ; 

. les acides vanillique, férulique, chlorogénique e t  syringique 

qui interviennent dans l e s  hétérosides e t  sont détectés après hydrolyse 

acide ; 

. l ' e x t r a i t  basique donne les acides vanillique, syringique, 

parahydroxybenzoïque, sinapique, férulique e t  caféique qui sont engagés 

dans des e s t e r s .  

On remarque que l ' a c ide  paracoumarique n ' e s t  pas mis en évidence 

a lors  que DADIC (1980) lu i  a t t r ibue ,  ainsi qu'à 1 'acide féru1 ique, l e  rôle 

d ' inhibi teur  de la germination de l 'o rge .  Des travaux plus récents font aussi 

apparaître quelques divergences quant à l a  composition qual i ta t ive des acides 

phénoliques. SMART en 1979 note l'absence d'acide paracoumarique avec une 

chromatographie sur couche mince de l ' e x t r a i t  éthéré,  a lors  que SLOMINSKI en 

1980 l e  met particulièrement en évidence mais en revanche, ne distingue 

après extraction par 1 ' éthanol ni 1 ' acide ch1 orogénique, ni 1 'acide caféique. 

Un dosage sur  une bière commerciale ( K E N Y H E R C Z ,  1977) montre 

l a  présence entre autres des acides paracoumarique e t  caféique mais l ' au teur  

indique que l e  spectre des acides phénoliques r e f l è t e  l a  composition du 

houblon e t  non ce1 1 e du mal t . 

MP.C MURROUGH (1980) avec la chromatographie liquide à haute pres- 



sion signale que pour la brasserie, les acides phénoliques les plus signi- 

ficatifs contenus dans l'orge sont les acides caféique, paracoumarique, 

féru1 ique, syringique et vanil 1 ique. 

De très nombreux auteurs reconnaissent aux acides phénoliques 

une action sur la germination mais les diverses expérimentations entraî- 

nent des interprétations quelque peu divergentes. 

Considéré, en effet par certains auteurs comme un inhibiteur, 

l'acide caféique pourrait à faible concentration stimuler la germination 

de l'orge (LETHAM, 1978), alors que d'autres chercheurs concluent à son 

absence dans le grain d'orge. 

Une gradation du pouvoir inhibiteur des acides phénoliques ten- 

drait à attribuer à la structure conformationnelle de la molécule la respon- 

sabil i té de cette inhibition, ce qui semble infirmé par les travaux de 

DATTA (1978) d'une part et l'essai d'interprétation de l'inhibition de la 

germination par COME (1967) d'autre part. 

DATTA avance l'idée que la configuration structurale de la 

molécule n'est pas reliée à son action physiologique et réfute l'hypothèse 

de HESS (1968) selon laquelle la présence de deux groupements OH en position 

ortho est nécessaire pour qu'un composé phénolique soit doué d'une activité 

biologique. 

Selon COME (1967), les enveloppes de graines de POMMIER sont 

riches en composés phénoliques qui s'oxydent facilement, l'inhibition serait 

al ors due essenti el 1 ement à 1 'absorption, par ces substances phénol iques, 

d'une grande partie de l'oxygène qui pénètre par dissolution ; la quantité 

d'oxygène atteignant l'embryon est alors trop faible pour assurer sa germi- 

nation (Figure no 3). 



Figure n03 - SCHEIIY, D' INTEf?Pf,ETF,TIOH DE L' I!!HIBTTII)FI DE GERMINATION 

PAR LES ACIDES PHENOLIQUES (d'après COISE) 

Les enveloppes imbibées étant très peu perméables à l'oxygène 

qui ne peut les traverser que par dissolution dans l'eau d'imbibition, 
alors qu'il est lui-même assez peu soluble dans l'eau, l'approvisionnement 

de 1 'embryon en oxygène, déjà 1 imité, sera encore diminué par 1 a pl us ou 

moins grande épaisseur des envel oppes. 

De ces études en résumé peu nombreuses, i l  apparaît que des 

acides phénoliques différents peuvent être mis en évidence dans l'orge et 

à fortiori dans des eaux de trempe ; les causes de ces variations sont 
multiples. 

Les procédés d'extraction et de purification sont parfois très 

longs et nécessitent des chromatographies de partage liquide-liquide, sur 

gel et enfin sur couche mince qui peuvent parfois entraîner des pertes im- 
portantes. Indépendamment des méthodes de travail, la matière première elle- 

même semble responsable de ces divergences. 



Nous avions déjà remarqué la  grande var iab i l i té  des eaux de 

première trempe en fonction de 1 a variété de 1 'orge ; i 1 semble même sel on 

1 e rapport des recherches technologiques e t  scientifiques du CBM (1959) 

que 1 a sa1 issure de 1 ' eau de trempe varie du simple au double non seulement 

en fonction de l a  variété de l ' o rge  mais aussi selon l a  provenance géogra- 

phique d u  l o t  t r a i t é  e t  m&ne selon 1 'endroit  de prélèvement de 1 'échantillon 

dans u n  même champ. 

11 faut ajouter comme facteur supplémentaire de l a  var iab i l i té  

que l a  teneur en acides phénoliques n ' e s t  pas s tab le  mais varie en fonction 

de l a  durée de stockage du grain. 

Les acides phénoliques paraissent jouer u n  rôle important dans 

l ' i nh ib i t ion  de la  germination e t  agissent t r è s  souvent en synergie avec 

l e s  coumarines. Après avoir déterminé u n  traitement industriel  d'épuration 

de l 'eau de trempe permettant son recyclage, nous nous sommes attachés à l a  

détection qual i ta t ive e t  quantitative des acides phénoliques dissous dans 

l ' e a u  de trempe, à leur dosage dans l 'eau épurée dans l e  b u t  de leur a t t r ibuer  

sélectivement l a  responsabilité entière ou pa r t i e l l e  des inhibitions constatées. 

2 - DOSAGE DES A C I D E S  PHENOLIQUES 

La chtomatographie sur papier puis sur couches minces a é t é  

e t  demeure une méthode de choix pour séparer e t  ident i f ie r  l e s  acides phé- 

nol iques usuel 1 ement rencontrés dans 1 es pl antes (SEIKEL, 1964). Les quan- 

t i t é s  importantes d'acides phénoliques l ibres  e t  l ibérés  après hydrolyses 

acide e t  a lcal ine rendent ce t te  méthode t r è s  a t t rac t ive  pour l 'é tude des 

végétaux (STAHL, 1969 ; SWAIN e t  cd., 1963 ; THALLER,  1963). 

La détection peut se f a i r e  par fluorescence mais certains 

composés comme les acides benzoïques n'apparaissent pas dans les  conditions 

habituelles de fluorescence à l a  température ambiante (RIBEREAU-GAYON, 1968). 

D'autres acides, comme l ' ac ide  paracoumarique, possède une fluorescence 

t r è s  atténuée (quencLing) ce qui rend leur détection l e  plus souvent t r è s  

d i f f i c i l e  (JANGAARD, 1970) . 

Après chromatographie sur couche mince, i l  e s t  possible, en 

éluant les zones supposées contenir les  acides recherchés d'effectuer une 



i n j e c t i o n  d i r e c t e  des ac ides phénol iques dans un chromatographe en phase 

gazeuse. Les p i c s  dé tec tés  ne son t  pas p r o p o r t i o n n e l s  à l a  q u a n t i t é  d ' a c i d e  

i n j e c t é  (MENDEZ, 1966) ; il e s t  donc p r é f é r a b l e  d ' e f f e c t u e r  une t r i m é -  

t h y l s i l y l a t i o n  (PELLIZZARI e t  &., 1969 ; KLEBE, 1966) avec l e  N.O. b i s  

(triméthylsilyl-)acétamide(BSA). Le dosage d ' ac i des  phénol iques ou de p o l y -  

phénols a é t é  r é a l i s é  p a r  chromatographie en  phase gazeuse s u r  l e s  végétaux 

(DRAWERT, 1976) dans l e  v i n  e t  p a r f o i s  dans l a  b i è r e  (DRANERT e t  &., 1977). 

Depui s que 1 e r ô l e  p r i m o r d i a l  des polyphénol s po lymér isés dans 

l a  fo rmat ion  des t r o u b l e s  c o l l o ï d a u x  dans l a  b i è r e  a é t é  démontré (JERUMANIS, 

1979), de même que l e u r  p a r t i c i p a t i o n  dans l a  cou leur ,  l a  f l a v e u r  e t  l a  s ta -  

b i l i t é  de l a  f l a v e u r  (BENDELOW, 1979) ; l e s  chercheurs o n t  expér imenté de 

nombreuses techniques dans l e  b u t  de séparer  ces composés phénol iques.  Ces 

t ravaux  a v a i e n t  s u r t o u t  pour  bu ts  l ' e x t r a c t i o n  des po lyphénols  (KIRBY e t  d., 

1980) l e u r  dosage à d i f f é r e n t s  moments de 1 a f a b r i c a t i o n ,  (BELLEAU, 1979 ; 

DADIC, 1980 ; QURESHI, 1979 a-b) e t  du v i e i l l i s s e m e n t  de l a  b i è r e .  Peu de 

t ravaux  récen ts  se son t  tournés vers  l ' a n a l y s e  q u a l i t a t i v e  des ac ides phéno- 

l i q u e s  dans l ' o r g e  même e t  dans l e s  eaux de trempage en m a l t e r i e .  

Comme il e s t  f o r t  probable que des d i f f é r e n c e s  d ' i n h i b i t i o n  s o i e n t  

dues à l a  v a r i é t é  des orges mais auss i ,  à l a  compos i t ion  q u a l i t a t i v e  des 

polyphénol s , nous avons t e n t é  d ' ana lyser  de mani è r e  s é l e c t i v e  1 es ac ides 

phénol iques l i b r e s  dans l e s  eaux de trempe, ce q u i  représen te  4 dé r i vés  

de 1 ' a c i d e  benzoïque : 

ACIDE ACIDE ACIDE ACIDE 
P.OH. BENZOIQUE SYRINGIQUE VANlLLlQUE SALICYLIQUE 



e t  4  dér i vés  de l ' a c i d e  cinnamique : 

AC I DE ACIDE ACIDE ACIDE 
p.COUMARIQUE SINAPIQUE FERULIQUE CAFE [QUE 

Pour e f f e c t u e r  ces dosages, nous avons disposé d 'une techn ique  

récente,  l a  chromatographie l i q u i d e  à haute performance (HPLC). 

2.1. MATERIEL ET METHODES 

Les essa is  e t  l a  mise au p o i n t  o n t  é t é  e f f e c t u é s  à l ' a i d e  d ' u n  

chromatographe en  phase l i q u i d e  à haute p ress ion  V A ? I A N  de l a  s é r i e  505Q. 

Contrairement à l a  chromatographie en phase gazeuse, où l a  s é l e c t i v i t é  dé- 

pend, en généra1 , de l a  na tu re  de l a  phase s t a t i o n n a i r e ,  e l l e  e s t  i c i  é t r o i -  

tement r e l i é e  à 1  a composi t ion de l a  phase é luan te .  

Ce t y p e  d ' a p p a r e i l  e s t  équipé d ' u n  d i s p o s i t i f  de g r a d i e n t  à 

t r o i s  so l van t s  c o n t r ô l é  au moyen de microprocesseurs,  permet tan t  de r é a l  i ser ,  

de façon p r é c i s e  e t  r e p r o d u c t i b l e  l e  mélange des t r o i s  so l van t s  dans t o u t e s  

l e s  p ropo r t i ons  e t  même pour des d é b i t s  t r è s  f a i b l e s  (KLINK, 1981). 

L ' i n j e c t i o n  de 1  ' é c h a n t i l l o n  se f a i t  par  1  ' i n t e r m é d i a i r e  d 'une 

bouc le d ' i n j e c t i o n  à volume f i x e  de 10 ~ 1 .  

La d é t e c t i o n  s ' e f f e c t u e  dans l ' u l t r a - v i o l e t  à 254 nm p a r  passage 

à t r a v e r s  une c e l l u l e  de 10 mm de passage op t i que  e t  de 8 p l  de volume. 

Nous u t i l i s o n s  une colonne ana l y t i que  de 30 x 0,4 cm q u i  c o n t i e n t  

1  a  phase s t a t i o n n a i r e  de type  inversé .  



Dans l a  technique c l a s s i q u e  de chromatographie l i q u i d e - l i q u i d e  

(LLC), l a  phase s t a t i o n n a i r e  e s t  p o l a i r e  e t  l a  phase mob i le  non p o l a i r e .  

Par con t re ,  dans l a  phase inversée,  l a  phase s t a t i o n n a i r e  e s t  a p o l a i r e  mais 

l a  phase mob i l e  p o l a i r e ,  ce q u i  permet de séparer p a r  c e t t e  technique un 

grand nombre de substances. Dans ce type  de chromatographie, l e s  composés 

l e s  p l  us p o l a i r e s  son t  é lués en premiers .  

La co lonne dont  nous disposons e s t  de marque VARIAN, t y p e  MCH 10, 

ce q u i  correspond à un ge l  de s i l i c e  composé de m i c r o p a r t i c u l e s  de s i l i c e  

de 10 s u r  l e s q u e l l e s  sont  g r e f f é s  des groupements oc tadécy ls .  

p a r t i c u l e  de s i 1  i c e  g r e f f é e  

2 . 1 . 1 .  Choix de La ;technique d ' a n d y ~ e  e,t nechmche d ' u n  pkognamme ------------------ --------- ........................ ----- 

d l  Z u L i o n  -- ------- 

Ce t ype  de phase i nve rsée  permet pour l e  dosage des ac ides  

phénol iques de t r a v a i l l e r  se lon  deux modes d i s t i n c t s  : 

- 1 'appar iement d ' i o n s  ; 

- l a  suppress ion i on ique .  

Tous nos composés à ana lyser  possèdent une f o n c t i o n  phénol ique 

e t  une f o n c t i o n  carboxy l ique ,  i l s  son t  donc i on i sab les ,  o r  l e  procédé en 

phase i nve rsée  nécess i t e  l a  présence de ces ac ides sous une forme neu t re  ou 

a p o l a i r e .  Les composés i o n i s a b l e s  se t r o u v e n t  en s o l u t i o n  sous l a  forme de 

1 ' é q u i l i b r e  s u i v a n t  : 

forme i o n i s é e  + forme neu t re  

La f o r c e  i o n i q u e  de ces p r o d u i t s  dépend de l e u r  degré de d i sso -  

c i a t i o n ,  l a  va leu r  impo r tan te  pour  nous e s t  donc l e  pka des ac ides.  



Lorsqu 'un  ac ide  e s t  en é q u i l i b r e  ; 

H20 + R-COOH + ~ ~ 0 '  + R-COO- 

une phase mob i l e  a d e  déplacera 1 ' équi  1 i b r e  vers l a  gauche, avec 1 a f o r -  

mat ion de l ' e spèce  neutre,  ce q u i  f a c i l i t e  l ' é t u d e  en phase inversée .  Ce t t e  

techn ique  de suppk~naian io~cjue e s t  u t i l  i s é e  pour l e s  ac ides e t  l e s  bases 

f a i b l e s  avec des tampons compris e n t r e  2 e t  8, ce q u i  correspond à l a  zone 

de pH compat ib les avec ce genre de garnissage. 

Pour des acides f o r t s ,  l a  suppress ion i o n i q u e  e s t  t o u t e f o i s  i nu -  

t i l i s a b l e ,  il f a u t  a l o r s  a v o i r  recours à l a  technique d 'appar iement  d ' i o n s .  

On a j o u t e  dans ce  cas, un c o n t r e - i o n  convenable dans l a  phase mob i le  a f i n  

de former  une e n t i t é  nouvel l e  s u i v a n t  1 ' é q u i l i b r e  : 

s o l u t é -  + con t re - ion+  + uté-con t re - i  on 

La na tu re  e t  l a  concen t ra t i on  du con t re - i on  u t i l i s é ,  l e  r a p p o r t  

méthanol -eau de 1 a phase mobi le ,  l e  pH von t  a l o r s  i n t e r v e n i r  s u r  1 a r é t e n t i o n  

des d i f f é r e n t s  ac ides  (THOMAS, 1979). 

La mu1 t i p l  i c a t i o n  de ces nouveaux f a c t e u r s  à m a î t r i s e r  e t  à 

o p t i m i s e r  pour  o b t e n i r  une bonne sépa ra t i on  nous a condu i t  à o p t e r  pour 

l a  techn ique  p a r  suppression d ' i o n s  d ' a u t a n t  que l e s  pka des ac ides phéno l i -  

ques que nous dés i rons  doser son t  tous s i  tués aux env i rons  de 4,50 ce q u i  

nous permet d ' a b a i s s e r  suff isamment l e  pH (une u n i t é  au moins) pour é v i t e r  

l e s  formes i on i sées  des ac ides e t  r e s t e r  dans l e  domaine d ' a c t i o n  de n o t r e  

co l  onne. 

Le dosage des ac ides phénols e t  des f lavono îdes  a f a i t  1 ' o b j e t  

de quelques t ravaux  axés p r i nc i pa lemen t  s u r  l e s  végétaux (WULF, 1976 ; 

COURT, 1977 ; MURPHY e t  al!. , 1978 ; PRICE e t  al!., 1979 ; HARDIN, 1980). La 

chromatographie l i q u i d e  à haute p ress ion  o f f r e  cependant l e  désavantage par  

r a p p o r t  à l a  chromatographie en phase gazeuse, d ' ê t r e  t r è s  dépendante du 

type  d ' appa re i  1 u t i l  i sé e t  des performances de 1 a colonne. 11 a r r i v e ,  en 

e f f e t ,  que l e s  o rd res  d ' é l u t i o n s  ne s o i e n t  pas i den t i ques  pour  deux colonnes 



d'une même marque, ce qui nécessite l e  plus souvent une nouvelle identification 

e t  u n  réétalonnage, lors  d'un changement de colonne. 

La recherche du solvant d 'élution e t  l 'optimisation des condi- 

t i  ons chromatographiques (composition du sol vant , pH, vitesse d 'é l  ution) 

a é t é  réalisée en analysant u n  mélange standard contenant 50 mg/l de chacun 

des acides phénol iques recherchés, dissous dans u n  mélange méthanol -eau 

(5-95). 

Les solvants d 'élution les plus couramment u t i l i s é s  sont 1 'eau 

acidif iée,  l e  méthanol, 1 ' acé toni t r i le ,  seuls ou en mélange (GRODZINSKA e t  

d., 1979). Il e s t  possible d ' u t i l i s e r  comme solvant d 'é lut ion,  u n  mélange 

eau-acide acétique ( B A Z A R D  e t  a l . ,  1981), mais l e  temps requis pour éluer 

les  acides contenus dans notre solution étalon e s t  alors proche d'une heure. 

Nous avons préféré enrichir notre phase mobile avec du méthanol ; comme 

l a  variation de phase mobile ne doi t  pas entraîner de changement de pH afin 

de ne pas modifier les conditions d ' ionisat ions,  nous avons u t i l i s é  u n  
tampon phosphate de potassium à pH 2 , 2  que nous avons progressivement enrichi 

en méthanol. L'optimisation des conditions d 'é lut ion a é té  réal isée en 

analysant u n  mélange standard avec différentes compositions de phase mobile 

e t  différentes valeurs de pH. 

Les analyses sont effectuées à l a  température ambiante d t  l e  

débit  de sol vant f ixé  à 1,5 ml . mn-l . Les dérivés de 1 ' acide parahydroxy- 

benzoïque e t  de l ' a c ide  cinnamique ont é t é  chromatographiés seuls ,  afin 

de déterminer leur  temps de rétention e t  en mélange af in d'optimiser 

l e  programme d 'é lut ion qui se déroule à des pressions de 2000 à 2400 psi 

(128 à 148 atm). Le solvant d 'élution retenu e s t  une solution de méthanol 

à 15 pour 100 en volume dans l e  tampon phosphate de potassium pendant 

10 mn, puis progressivement enrichi en méthanol pour parvenir à une concen- 

t ra t ion f ina le  de 35 X en 15 mn e t  demeurer ensuite stable (figure 4 ) .  



Temps d  ' é l  u t i o n  
mn 

F igure  no 4 - GRADIENT D'ELUTION POUR LES ACIDES PHENOLIQUES 

- méthanol 
-il..l tampon phosphate pH 2,2 

Dans ces c o n d i t i o n s  opé ra to i r es ,  tous  l e s  ac ides phénol iques 

son t  élués en 32  mn, l e s  temps de r é t e n t i o n  permet ten t  de c a l c u l e r  pour 

chaque composé l e s  paramètres c a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  chromatographie : 

K' f a c t e u r  de capac i t é  q u i  c a r a c t é r i s e  l a  r é t e n t i o n ,  a f a c t e u r  de sépara- 

t i o n  qu i  expr ime l a  s é l e c t i v i t é  ; N nombre de p la teaux  théor iques  mesure 

1  ' e f f i c a c i t é  de l a  colonne e t  R q u i  r e f l è t e  l a  r é s o l u t i o n ,  c a r a c t é r i s t i q u e  

de l a  pure té  que 1  'on p e u t  o b t e n i r  pour une sépa ra t i on  (BROWN, 1973). 

Tr - To Tr Temps de r é t e n t i o n  d ' u n  composé 
K '  = 

To To Temps d ' é l u t i o n  des p r o d u i t s  non 

re tenus  

K2 Facteur  de capac i t é  du composé 2  

K1 Facteur  de capac i t é  du composé pré-  

céden t 



Trl e t  Tr2 : temps de r é t e n t i o n  

A t  : d i f f é r e n c e  e n t r e  Tr2 e t  Trl 

AV1 e t  AV2 : l a r g e u r  des p i c s  à l a  base 

La f i g u r e  5  i l l u s t r e  l a  sépa ra t i on  des 7  acides phénol iques que 

nous nous proposons de rechercher  dans l e s  eaux de trempe. 

Le t ab leau  X I I r ep résen te  l e s  temps de r é t e n t i o n ,  l e s  f a c t e u r s  

de capac i té ,  de sépa ra t i on  e t  l a  r é s o l u t i o n  de l a  colonne. 

(-------------------------- :  ------- 1 ------:--------------:--------------: -------------- 
( 
( Ac. Parahydroxybenzoïque : 11,l 5,53 

1 

! 1,55 4,72 
1 
1 

( Ac Vani 11 i q u e  

( 
( Ac. Caféique 

( Ac. Syr ing ique  21,5 11,65 
j 

( 1,19 3 , 3 2  
1 

( 
1 

( Ac. Paracoumarique 25 $3  13 $88 
1 

( 1,15 3,30 
1 

( 
1 

( Ac. F é r u l i q u e  28 $8 15,94 
1 
\ 

( 1 , l O  1,55 
( 

j 
( Ac. Sinapique 31,5 17,53 

1 
1 

TABLEAU X I I -  PARAMETRES CHROMATOGRAPHIQUES POUR LA SEPARATION 

DES ACIDES PHENOLIQUES. V i t esse  d ' é l u t i o n  1,5 ml/mn 

Il e s t  év iden t  que s i  l e  f a c t e u r  de sépa ra t i on  a e s t  égal 

à 1, l e s  p i c s  son t  confondus e t  aucune sépara t ion  ne s ' e s t  accompl ie.  On 

cons idère  (SEROUSSI e t  a l . ,  1979) que l a  chromatographie l i q u i d e  à haute 

p ress ion  permet d ' o b t e n i r  des sépara t ions  même lo rsque  l<a<1,05. Les d i f -  





férentes valeurs que nous calculons sont comprises entre 1,10 e t  1,55, 

ce qui témoigne d'une bonne séparation. 

11 e s t  possible que l a  valeur de cx s o i t  bonne mais que la  

colonne a i t  une fa ib le  e f f i cac i t é .  On obtient alors des pics étalés  qui 

se chevauchent à leurs bases. Pour u n  programme d'élution donné, i l  e s t  

donc u t i l e  de caractériser R .  Lorsque R = 1, l a  séparation es t  presque 

complète ( M U R P H Y  e t  d . ,  1978), i l  n 'exis te  que 2 '% de chevauchements 

entre les  zones d 'é lut ions,  l e  retour à l a  ligne de base e s t  e f fec t i f  

pour des valeurs de R>/1,25 ; ce qui correspond à notre cas où l a  valeur 

minimale de R e s t  de 1,44. 

L'élution obtenue est-conforme à 1 'ordre des polarités décrois- 

santes, typiques d'une chromatographie en phase inversée. L'addition d'un 

groupe méthoxy dimi nue 1 a pol a r i  t é  dans chaque cl asse d ' acides (benzoïque 

e t  cinnamique), e t  l a  présence d'une chafne éthylénique chez les  acides 

cinnamiques diminue leur polar i té  donc augmente leur  rétention par rapport 

à l ' ac ide  parahydroxybenzoïque ayant les  mêmes substi tutions (paracoumarique - 
parahydroxybenzoïque, vani 11 ique-féru1 ique) . 

Etant donné l a  f a ib l e  teneur des acides phénoliques dans l ' eau  

de trempe, a a a c i é e  à La gmnde compLex.Lté de c a  aoWouin ,  i l  e s t  impos- 

s i  bl e de pratiquer u n  dosage par injection directe .  

Les extractions de composés phénoliques sont réal isées ,  l e  

plus souvent sur des végétaux, ce qui ne nécessite, après broyage d ' u n  

fragment de plante qu'une extraction par u n  solvant approprié, avant une 

concentration (WILKINSON, 1977 ; FANTOZZI e t  d . ,  1978). 

Deux méthodes d'extractions dérivées des techniques de concen- 

t ra t ion u t i l i sées  en oenologie (SYMONDS, 1978) ont é t é  testées : une tech- 

nique d'extraction u t i l i s an t  l ' a cé t a t e  d 'é thyle ,  une méthode par démixtion. 



2.1 .2 .1 .  E x t r a c t i o n  à 1 ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  

Elle se  f a i t  dans u n  erlenmeyer où 40 ml de l a  solution à 

extraire  sont acidif iés  à pH 2 avec de 1 'acide chlorhydrique 4 N .  La 

solution e s t  saturée en NaCl e t  les  acides phénoliques ex t ra i t s  par 

20 ml d'éthyle acétate par agitation durant 10 m n .  La phase organique 

e s t  séparée de l a  phase aqueuse par centrifugation à 2000 T/mn pendant 

u n  quart d'heure. 

L'extraction e s t  repétée deux fo is  e t  les  phases organiques 

réunies. 

2.1.2.2.  La d é m i x t i o n  

Elle consiste à séparer l 'échant i l lon en deux phases selon 

une méthode mise au point à par t i r  de ce l le  de TERRIER (1972). 

A 25 ml d'une solution étalon, on ajoute 3 ml de méthanol, 

3 ml d'acétone, 18 g de phosphate monosodique e t  16 g de sulfate  de ma- 

gnésium dissous par agitation magnétique. 

Après dissolution complète des s e l s  à 40°C, e t  au bout de 

deux heures, l a  phase méthanol-acétone e s t  complètement séparée de l a  

phase aqueuse e t  contient l a  majorité des composés phénoliques. 

Le dosage des acides phénoliques s 'effectue s o i t  sur l a  phase 

organique de l a  démixtion, so i t  sur la  réunion des extractions à l ' a cé t a t e  

d 'éthyle.  

2.1.2.3.  Comparaison d e s  d e u x  t e c h n i q u e s  

Dans u n  premier temps, nous avons ex t r a i t  par ces deux méthodes 

des solutions pures de chaque acide phénol ique à 200 mg/l , afin,  à 1 'aide 

essentiellement des hauteurs de pics mesurées sur 3 injections de calculer 

l e s  rendements consécutifs à une seule extraction (Tableau XIII). 



1 Ex t rac t i on  : Acétate d ' é t h y l e  Démixtion 
1 

Acides Rendement % Rendement % 
) 
) 

Parahydroxybenzoîque 

V a n i l l i q u e  

Caf é i  que 

Syr i ngique 

Paracoumari que 105 

Féru1 i que 9 5 

S i  napique 

TABLEAU X I I I -  RENDEMENTS D'EXTRACTION POUR CHAQUE COMPOSE 

SELON LE MODE UTILISE 

L ' e x t r a c t i o n  p a r a î t  incomplète pr inc ipalement  l o r s  de 1 a 

démixt ion. Ceci peut  s ' e x p l i q u e r  par  l e  f a i t  que c e t t e  méthode en t ra îne  

l a  format ion d'une pâte au fond du vase servant  à l ' e x t r a c t i o n ,  pâ te  qu i  

ne permet pas de récupérer totalement l a  phase organique. 

Nous avons cependant conservé ces deux méthodes a f i n  de v é r i f i e r  

l e u r  e f f i c a c i t é  en diminuant l e s  concentrat ions q u i  sont  certainement beau- 

coup t r o p  élevées par rappor t  à c e l l e s  qu i  peuvent e x i s t e r ,  e t  en p r a t i -  

quant ces ex t rac t i ons  non p lus  sur  des so lu t i ons  pures d 'un  seul ac ide  mais 

su r  des mélanges des sept acides phénoliques. Le Tableau X I V  ind ique l e s  

rendements de l a  première pu i s  de l a  seconde e x t r a c t i o n  a i n s i  que l e  rende- 

ment g loba l .  11 f a u t  immédiatement p réc i se r  que ces rendements ne sont  que 

des valeurs i n d i c a t i v e s  permet tant  de comparer l e s  deux types d ' e x t r a c t i o n s  ; 

puisque à ce stade du t r a v a i l ,  nous n'avons pas encore e f fec tué  de t e s t s  de 

répé tab i l  i té .  

Dans c e t t e  première approche, tous l e s  c a l c u l s  de rendements on t  

é t é  e f fec tués 'à  l ' a i d e  de l a  méthode des surfaces par rappor t  à des i n j e c -  

t i o n s  d i rec tes  des so lu t i ons  mères. 

On observe des rendements pa r t i cu l i è remen t  élevés e t  p a r f o i s  

même anormaux avec l a  méthode par démixt ion, mais par cont re  l a  première 
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e x t r a c t i o n  n ' e s t  jamais su f f i san te .  Pour des so lu t i ons  contenant 3  e t  

6 mgI l  de chaque acide phénolique, l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  ne s o l u b i l i s e  p lus  

r i e n  l o r s  de l a  deuxième ex t rac t i on ,  l e s  rendements sont  cependant compris 

e n t r e  84 e t  100 %. 

A ces mêmes concentrat ions,  l a  deuxième démixt ion c o n t i e n t  

encore respectivement 30 e t  10 % de chaque acide généralement dans un volume 

impor tan t  donc à f a i b l e  concent ra t ion .  

Bien qu'en apparence t r è s  simple, il appara î t  pour tan t  d i f f i c i l e  

de s tandard iser  l a  démixt ion e t  notamment l a  récupéra t ion  de l a  phase orga- 

n ique dont  l e s  volumes v a r i e n t  de 4,5 à 8 m l  dans l e s  mêmes cond i t ions  

opéra to i res .  

Nous n'avons pasr retenu l a  méthode de démixt ion pour c e t  

ensemble de ra isons  e t  notamment pour son manque de f i a b i l i t é  e t  sa 

longueur ( 2  ou 3 ex t rac t i ons  de 2 heures chacune). 

Les rendements obtenus par  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  sont  in té ressants  

s i  une seu le  e x t r a c t i o n  peut s u f f i r e .  Une seconde e x t r a c t i o n  permettant 

de récupérer un f a i b l e  pourcentage ent ra îne  cependant une d i l u t i o n  impor- 

t an te .  L ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  pose a l o r s  l e  problème de l a  concent ra t ion  qu i  ne 

peut  se f a i r e  qu 'à  une température re la t i vement  élevée e t  sous azote ou 

en présence d 'un  a n t i  oxygène. 

Nous avons remplacé 1  ' acétate d ' é t h y l e  comme so l  vant par  1  ' é the r  

d i é t h y l i q u e  q u i  ne posant pas de problèmes pour sa concent ra t ion  nous permet 

d 'env isager  immédiatement 3 ex t rac t i ons  successives. Les phases organiques 

sont  réunies e t  concentrées dans un micro-concentrateur type Kuderna-Danish 

( f i g u r e  6) ce q u i  au to r i se  des volumes f inaux  de l ' o r d r e  de 0,5 à 1,5 m l  

(Tabl eau X V )  . 



F i g u r e  no 6 - CONCENTRATEUR TYPE KUDERNA DANISH 

oncen t ra t i on  de : 
25 mg/l : 10 mg/l : 5,O mg/l : 2,5 mg/l ) 

--------------: --------------: --------------: -------------- 
( Parahydroxybenzoique 9 5 9 5 82 9 5 

1 
( 
( V a n i l l i q u e  
( 
( Caféique 
( 
( Syr ing ique  
( 
( Paracoumar i que 
[ 
( Fé ru l i que  
( 
( S i  napique 

TABLEAU X V  - RENDEMENTS DES EXTRACTIONS A L'ETHER DIETHYLIOUE 

SUR DES SOLUTIONS ETALONS 



2.1.2.4.  Méthode définitive 

Les s o l u t i o n s  é ta l ons  son t  conservées à 4" au r é f r i g é r a t e u r  

e t  recouver tes en permanence de pap ie r  d 'a lumin ium a f i n  de l e s  p ro tége r  

l e  p l u s  p o s s i b l e  de 1  a  lumière .  Il e s t  nécessai re  de l e s  t e s t e r  r é g u l i è r e -  

ment ca r  l e s  ac ides cinnamiques s ' i somér i sen t  rapidement pour donner l o r s  

de l ' a n a l y s e ,  deux p i c s  q u i  correspondent aux formes cin e t  &cru. Selon 

HARTLEY (1975) c e t t e  i s o m é r i s a t i o n  des ac ides  t r a n s  cinnamiques s e r a i t  

i n i t i é e  par l a  f a i b l e  q u a n t i t é  de rayonnement UV contenu dans une p i è c e  

normalement é c l a i r é e  ; mais e l l e  se p r o d u i t  auss i  na tu re l lement  l o r sque  

l e s  acides cinnamiques sont  conservés dans l e  méthanol (FENTON, 1978).  

Toutes l e s  opéra t ions  d ' e x t r a c t i o n s  o n t  donc é t é  e f f ec tuées  

à 1  ' a b r i  de 1  a  1  umi ère., se l  on l e  procédé d é c r i t  dans 1  a  f i g u r e  7. 

50 m l  d ' é c h a n t i  1  l o n  ( s o l u t i o n  s tandard ou eau de trempe) 

A j u s t e r  ' l e  pH à 2 avec HC1 4  N  

A j o u t e r  20 m l  d ' é t h e r  d i é t h y l i q u e  

Sa tu re r  en c h l o r u r e  de sodium 

~ g i t a t i o n  20 mn à 1  ' a b r i  de l a  l um iè re  

~ é c u ~ é r < r  l a  phase éthérée dans un Kuderna 

Répéter 2 f o i s  1  ' e x t r a c t i o n  à 1  ' é t h e r  d i é t h y l  i q u e  

s u r  l a  phase aqueuse 

concent re r  l e s  phases éthérées dans l e  Kuderna 

j usqu 'à  un volume f i n a l  de 0,5 à 1,5 ml env i ron  

F igu re  n07 : PROCEDE D'EXTRACTION DES ACIDES PHENOLIQUES EN SOLUTION 

Les pourcentages de récupé ra t i on  son t  auss i  bons (83 à 100 %) 

que ceux obtenus l o r s  des e x t r a c t i o n s  à l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  ; l ' é t h e r  possède 



par  con t re  l ' a v a n t a g e  de s 'évaporer  beaucoup p l u s  fac i lement ,  ce q u i  per-  

met de p r a t i q u e r  3 e x t r a c t i o n s  successives su r  tous  l e s  é c h a n t i l l o n s .  

Nous avons t e s t é  1 a répé tab i  1 i t é  de 1 a méthode su r  1 ' e x t r a c t i o n  

d 'une  s o l u t i o n  é t a l o n  contenant  3 mg/l de chaque ac ide  phénol ique (Tableau 

XVI). Les c a l c u l s  o n t  é t é  e f f ec tués  à p a r t i r  des hau teurs  de p i c s  mais 

auss i  des sur faces .  Les c o e f f i c i e n t s  de v a r i a t i o n  peuvent a p p a r a î t r e  é levés  

( i l s  son t  compris e n t r e  6,4 e t  8,9 % pour 13 e x t r a c t i o n s  d i f f é r e n t e s )  mais 

i l s  t i e n n e n t  compte de l a  r é p é t a b i l i t é  de l ' e x t r a c t i o n  e t  de c e l l e  du dosage 

proprement d i t  pa r  chromatographie ; ce q u i  e s t  donc t r è s  s a t i s f a i s a n t .  

Dans l a  s u i t e  des t ravaux,  nous n'avons p l u s  p r i s  en considé- 

r a t i o n  que 1 es hauteurs de p i  C S .  

: s : H : 0 : O : c v %  c v %  j Acides Phénols . n : (mm2) : (mm) . : Sur face : Hauteur : Sur face : Hauteur ) 

) 
Parahydroxybenzoîque : 955 : 143 : 13 : 88,9 : 10,8 : 9,3 : 7,5 ) 

V a n i l l i q u e  : 579 : 74 : 13 : 32 
1 

: 4,8 : 5,5 : 6,4 ) 

Caféique 
1 

: 353 : 44 : 13 : 26 : 3 : 7,4 : 6,8 ) 

S y r i  ngique 
1 

: 227 : 38 : 13 : 24 : 3,4 :10 ,5  : 8,9 ) 

Paracoumarique 
1 

: 141 : 22 : 13 : 15,3 : 1,8 : 10,8 : 8 , l  ) 

Féru1 i que : 313 : 48 : 13 : 20,6 : 3,3 : 6,6 : 6,8 ) 

S i  napique 
1 

: i 9 1  : 26 : 13 : 16 , l  : 2,3 : 8,4 : 8,8 ) 
1 

TABLEAU X V I  - ETUDE DE LA REPRODUCTIBILITE DE L'EXTRACTION 

ET DU DOSAGE DES ACIDES PHENOLS 

Après l e s  premières i n j e c t i o n s  de s o l u t i o n s  de concent ra t ions  

c ro issan tes  en acides-phénol s, i 1 e s t  rapidement apparu qu ' i 1 s e r a i t  d i  f- 

f i c i l e  de r e l i e r  d i rec tement  l a  concen t ra t i on  en a c i d e  e t  l a  hau teur  du 



pic correspondant, bien que certains auteurs (BERTRAND e t  a l . ,  1981) sem- 
blent vér i f ie r  ce t te  proportionnalité mais avec des solutions beaucoup 
plus concentrées. Afin d'améliorer la f i a b i l i t é  de l a  colonne, de l imiter 
1 ' influence de 1 ' injection q u i  peut parfois ne pas ê t r e  reproductible 
puisque nous sommes en présence d'une solution éthérée fortement vola t i le ,  
e t  donc de f a c i l i t e r  l ' u t i l i s a t i o n  de l a  méthode, nous avons recherché 
u n  étalon interne compatible avec nos échantillons. Notre b u t  é t a i t  de 
choisir u n  étalon interne de manière à ce qu ' i l  présente des caractéris- 
tiques de structures moléculaires proches de cel les  des acides phénoliques. 
La recherche de ce témoin a du se  f a i r e  sur des solutions ex t ra i tes  d'eau 
de trempe car dans l 'éventual i té  où les  eaux échantillonnées contiennent 
nos 7 acides-phénols, l e  standard interne doi t  pouvoir : 

. ê t r e  élue distinctement des autres composés ; 

. dans u n  temps correct pour l a  chromatographie ; 

. ê t r e  d'une grande pureté ; 

. ne pas interférer  avec d 'autres  pics susceptibles d ' ê t r e  
é1 ués e t  donc contenus dans les  eaux de trempes industriel  l e s .  

Après avoir déterminé 1 es temps de rétention du pyrogallol , 
des acides sa1 icyl ique, acétyl sa1 icyl ique, ascorbique, notre choix s ' e s t  
porté f i  na1 ement sur 1 ' orci no1 (2-5 di hydroxytol uène) dont 1 e temps de 
rétention e s t  de 8,8 minutes. Si l ' on  se réfère au Tableau XII, l e  standard 
interne e s t  élue en t ê t e  des 7 acides que nous recherchons mais immédiate- 
ment après des acides phénoliques dont l a  présence e s t  bien connue chez tous 
les  végétaux ; l es  acides gallique e t  protocatéchique (3,  4, 5 hydroxyben- 
zoique e t  3,4 hydroxybenzofque) . La quanti t é  d'orci no1 ajoutée e s t  cal cu- 

lée  afin de donner une hauteur de pic semblable à ce1 l e  de l a  majorité des 
acides phénoliques. 

L'étalonnage interne s ' e s t  effectué en ajoutant 20 ~1 d'une 

solution méthanol ique d'orcinol à 50 g/l dans 1 'échantillon avant concen- 
t ra t ion dans l e  Kuderna. Les courbes d'étalonnages ont é té  réalisées avec 
5 sol utions d'acides phénol iques de concentrations différentes,  extrai tes  
selon l e  procédé déterminé précédemment, ce qui permet de déterminer l e s  
coefficients de réponse de chaque acide phénol par rapport à l 'o rc inol .  



Pour chaque acide, e t  à chaque concentrat ion,  il s u f f i t  de 

c a l c u l e r  l e  rappor t  : 

x =-q X 
avec 

x = hauteur du p i c  dû à l a  substance x en mm 

hS = hauteur du p i c  dû au standard en mm. 

Ces deux hauteurs seront  éventuel lement cor r igées  par un 

f a c t e u r  tenant  compte d'une m o d i f i c a t i o n  de l a  s e n s i b i l i t é  au cours du 

déroulement de 1 ' analyse. 

La courbe rx = f (Cx)  avec 

Cx = concent ra t ion  de l a  substance x dans l a  s o l u t i o n  étudiée,  

e s t  une d r o i t e  pour chaque acide phénolique comme l e  montre l a  f i g u r e  8. 

Il e s t  donc poss ib le  de c a l c u l e r  l a  pente Px de chaque d r o i t e  ; 

l a  l i s t e  de ces d i f f é r e n t s  c o e f f i c i e n t s  appara î t  dans l e  Tableau X V I I .  La 

concent ra t ion  en ac ide  phénolique d 'un  é c h a n t i l l o n  e s t  d é f i n i e  en e f f e c t u a n t  

l e  rappor t  des hauteurs de p i c s  des acides e t  du standard e t  en m u l t i p l i a n t  

par  l a  pente de l a  d r o i t e  correspondante 

Un t e s t  de r é p é t a b i l i t é  e f f e c t u é  sur  l a  première eau de trempe 

que nous ayons dosée donne de bons r é s u l t a t s  sur l e s  d i f f é r e n t s  acides 

phénol iques , avec des c o e f f i c i e n t s  de v a r i a t i o n  sensiblement ident iques  

à ceux obtenus sur  une s o l u t i o n  é t a l o n  (Tableau X V I I I ) .  





TABLEAU XV II 

COEFFICIENTS DE REPONSE DES ACIDES PHENOLIOUES 

: Concentrat ion : Acides 
( mg/ 1 : x : x  

j Parahydroxy- : 
( 

benzoïque : 

( V a n i l l i q u e  : O ,84 : 0,96:1,04 
I 

( 
( 
( Caféique 

\ 
( 
( Syr ing ique : 
I 

: Concentrat ion : Acides 
mg/l 

j 
: x : x )  

Para- 1 
1 ,O : 0,43: 2,2 ) coumarique : 
O,5 i 0,25I 1 

Feru l  ique : 0,72 : 0,58: 1,15j 
\ 

S i  napique :- 



ParahydroxybenzoTque 

Vanillique 

Caféique 

Syri ngi que 

Paracoumarique 

Féru1 ique 

Si napique 

TABLEAU XVIII - REPETABILITE SUR UNE EAU DE TREMPE INDUSTRIELLE 

A la fin de chaque chromatographie, la colonne est reconditionnée 
pendant six minutes dans le solvant d'élution initial. Le stockage de la 

colonne en phase inversée s'effectuant dans le méthanol, il  est impératif 

d'éluer avec de l'eau distillée avant d'utiliser le méthanol qui risque de 

précipi ter les phosphates du tampon demeurés sur le garnissage de 1 a colonne. 

2.2. RESULTATS 

Il est nécessaire de pratiquer l'extraction et le dosage des 

acides phénol iques le pl us rapidement possi bl e, ceci afin d'éviter toute 
modification chimique de 1 'échantillon et notamment 1 'isomérisation possible 

des acides cinnamiques (exemple 1 'acide féru1 ique, figure , 9 ) .  Le nombre 

d'acides recherchés étant relativement important, une isomérisation entraî- 

nerait pour certains acides un dédoublement des pics d'où de grandes diffi- 

cultés lors de l'identification et la quantification. 

Le dosage des acides phénoliques a été entrepris sur tous 

les échantillons provenant des différents traitements envisagés lors de 

la première série d'essais (Tableaux XIX A et B), ces traitements ayant 

été abandonnés car incompatibles avec une germination normale . Notons 
simplement que le traitement au charbon actif (5 c) qui avait donné les 



Figure no 9 - ISOMERISATION DE L'ACIDE FERULIQUE 
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m e i l l e u r s  rendements d ' é p u r a t i o n  provoque une n e t t e  d i m i n u t i o n  des ac ides 

phénol iques notamment des ac ides  f é r u l i q u e ,  s inapique,  paracoumarique e t  

v a n i l  l i q u e .  

La s é l e c t i o n  d ' u n  t r a i t e m e n t  l o r s  d ' essa i s  complémentaires e f -  

fec tués  su r  une eau provenant d ' une  v a r i é t é  d ' o r g e  d i f f é r e n t e  ( f i g u r e  10) 

a é t é  f a i t e  en t enan t  compte en p r i o r i t é  de son pouvo i r  d ' é p u r a t i o n  e t  de 

son a c t i o n  su r  l a  germina t ion  (Tableau X X ) .  Le t r a i t e m e n t  au p o l y c h l o r u r e  

d 'a lumin ium semble a v o i r  une a c t i o n  p l  us généra le  su r  l e s  d i f f é r e n t s  ac ides 

phénol iques e t  non p l u s  s é l e c t i v e  comme l e s  précédents.  On remarque que l e  

t r a i t e m e n t  n06 q u i  a v a i t  p r o d u i t  une eau pa r fa i t emen t  l i m p i d e  ; mais n ' a  

pas é t é  re tenu  à cause de son c o û t  é levé,  possède i c i  auss i  une t r è s  gran- 

de capac i t é  d ' é p u r a t i o n  pu isque l e s  ac ides v a n i l l i q u e  e t  paracoumarique ne 

son t  p l u s  dé tec tés .  La f i g u r e  11 montre l e s  chromatogrammes d 'une eau de 

première trempe, de l a  même eau ayan t  sub i  l e  t r a i t e m e n t  au p o l y c h l o r u r e  

d 'a lumin ium e t  de 1 ' e f f e t  du t r a i t e m e n t  n06. 

L ' o p t i m i s a t i o n  du t r a i t e m e n t  e t  1 ' essa i  de recyc lage  des boues 

q u i  n ' a v a i t  pas é t é  conc luan t  v i s - à - v i s  de l a  germinat ion,  montrent  q u ' i l  

e s t  p o s s i b l e  d ' a j u s t e r  1 ' i n t e n s i t é  du t r a i t e m e n t  e t  que 1 a r e c i r c u l a t i o n  

d 'une  f r a c t i o n  des boues (50 %) peut  occasionner une augmentation de l a  

concen t ra t i on  en ac ides phénols dans l e s  eaux (Tableau X X I )  . Une c e r t a i n e  

souplesse dans l e  t r a i t emen t  peu t  ê t r e  bénéf ique, c a r  s i  l e s  concen t ra t ions  

en ac ides dans l e s  eaux de seconde trempe sont  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e s ,  des 

v a r i a t i o n s  impor tantes peuvent s u r v e n i r  dans l a  composi t ion de l a  première 

eau de trempage comme l e  montre l a  f i g u r e  12 où l a  concen t ra t i on  en ac ide  

ca fé i que  e s t  supér ieure  à 2 mg/ l ,  ce qu i  e s t  except ionnel lement  é levé .  

Chaque ac ide  phénol ique dépasse cependant t r è s  rarament l a  concen t ra t i on  de 

1 mg/l dans l a  première eau de trempe, e t  ces concent ra t ions  d iminuent  

rapidement au cours des trempes u l t é r i e u r e s .  Le t r a i t e m e n t  des t i né  à épurer 

l e s  eaux diminue ces concent ra t ions  mais devant l e s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  d ' ac i des  

phénol iques détectées,  l a  q u e s t i o n  se pose de s a v o i r  s ' i l s  peuvent ê t r e  

responsables des i n h i b i t i o n s  de germina t ion  que l ' o n  observe. 

Nous avons e f f e c t u é  des t e s t s  de germina t ion  avec des s o l u t i o n s  

pures d ' ac i des  phénol iques seu l  s p u i s  en mél ange e t  à des concent ra t ions  

v a r i  ab1 es. 
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Figure no 11 

EFFET DU TRAITEMENT D 'EPURATION 







Parmi l e s  7 ac ides phénoliques que nous avons étudiés e t  quan- 

t i f i é s d a n s  l e s  eaux de trempe, aucun n 'en t ra îne  une i n h i b i t i o n  de germi- 

n a t i o n  vér i tab lement  s i g n i f i c a t i v e  à des concentrat ions de 100 mgI l .  A 

c e t t e  concentrat ion,  seuls l e s  acides fé ru l i que  e t  v a n i l l i q u e  en t ra înen t  

une i n h i b i t i o n  de 1  ' o r d r e  de 15 % qu i  s 'annule lorsque l a  concentrat ion e s t  

de 25 mg/l . L ' a c i d e  v a n i l l  i que  possède, de p lus ,  l a  p a r t i c u l a r i t é  de f r e i n e r  

assez nettement 1  ' é longa t i on  de l a  rac ine  p r i n c i p a l e  ; c e t t e  a c t i o n  f r e i -  

nante p e r s i s t e  p l  us longtemps que 1 ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  proprenent d i  t e  

p u i s q u ' e l l e  se mani feste encore à des concentrat ions de 10 mgI l .  

Une s o l u t i o n  contenant chacun des acides phénoliques à l a  

concent ra t ion  de 100 mg/l en t ra îne  une i n h i b i t i o n  de 73 % qu i  diminue r a p i -  

dement, p u i s q u ' e l l e  n ' e s t  p l u s  que de 10 % pour une concentrat ion de 25 m g l l .  

Ce r é s u l t a t  semble cependant i nd ique r  une c e r t a i n e  synergie d ' a c t i o n  de ces 

composés. 

L ' a c i d e  s a l i c y l i q u e  (dé r i vé  de l ' a c i d e  benzojque 

possédant un OH en p o s i t i o n  o r tho  par  rappor t  à l a  f o n c t i o n  acide) dont  

l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  a  é t é  mise en évidence récemment (TSAO, 1980 ; 

KHURANA e t  d., 1980) montre par  con t re  une a c t i o n  i n h i b i t r i c e  de 1 a  

germinat ion p lus  marquée e t  un n e t  ra lent issement  de 1  ' é longa t i on  de l a  

r a c i n e  p r i n c i p a l e .  Une s o l u t i o n  à l a  concent ra t ion  de 100 mgI l  i n h i b e  

fortement l a  germinat ion (94 % d ' i n h i b i t i o n )  mais ce pouvo i r  i n h i b i t e u r  

d é c r o i t  cependant rapidement : 10 % d ' i n h i b i t i o n  à 25 mgI l  e t  pratiquement 

aucune à 10 mg/l . 

Une s o l u t i o n  contenant 20 mgIl  des 7  acides phénoliques aux- 

quels on a jou te  1  'ac ide  sa1 i c y l i q u e  en même q u a n t i t é  montre une i n h i b i t i o n  

de 15 %, ce qu i  semble conf irmer l e  r ô l e  i n h i b i t e u r  de 1  ' ac ide  s a l i c y l i q u e .  

Devant ce r é s u l t a t ,  nous avons r e p r i s  l ' é t u d e  chromatographique 

de 1  'ac ide  s a l i c y l i q u e  qu i  a v a i t  é t é  abordée l o r s  de l a  recherche d 'un  

é t a l o n  i n te rne .  Son temps de r é t e n t i o n  (23,5 mn) qu i  l e  s i t u e  en t re  l e s  

acides syr ing ique e t  paracoumarique nous l ' a v a i t  f a i t  éca r te r .  

De l a  même manière, nous avons i d e n t i f i é  par  l e u r  temps de r é -  

t e n t i o n ,  l e s  acides g a l l i q u e  (3-4-5 hydroxybenzoique) e t  protocatéchique 

(3-4 hydroxybenzoique) ( f i g u r e  12) .  rlous n'avons pas éta lonné ces t r o i s  acides 





phénoliques que l ' o n  retrouve dans les  eaux de trempe, à des concentrations 

estimées, d 'après l e s  hauteurs de pics, inférieures au mg/l ; d'autant que 
les  acides gallique e t  protocatéchique ne sont pas connus pour exercer, 

même à fo r t e  concentration une ac t iv i t é  inhibi t r ice  spécifique. 

2.3. DISCUSSION - CONCLUSION 

Divers auteurs s'accordent à penser qu'on a peut-être exagéré 

l e  rôle joué par les  inhibiteurs de germination (WAREING, 1965 ; ROLLIN, 

1966) parce que les  techniques u t i l i sées  pour étudier ces substances ne sont 
pas t r è s  sat isfaisantes  ou plus exactement parce que les  résu l ta t s  fournis 

par ces techniques pouvaient donner l ieu à des interprétations différentes.  

Actuellement encore, rien ne permet d'affirmer qu'une substance endogène, 

local isée dans les  ce1 lules d'un organe a l e  même e f fe t  in ~ L t u  que lorsqu' 
e l l e  e s t  apportée de façon exogène. 

Les résul ta ts  que nous avons obtenus lors  de nos t e s t s  de germi- 

nation semblent concorder avec l e s  résu l ta t s  de MAYER e t  al. (1975) qui 

constatent une inhibition de germination de 50 % pour des concentrations au 
moins égales à 1 0 - ~  M/1, (ce qui correspond à des quantités supérieures à 

150 mg/l) lorsque les  acides phénoliques sont tes tés  seuls.  

Les quantités d'acides phénoliques détectées dans l 'eau de 

trempe sont fortement éloignées de cel les  qui peuvent induire une inhibi- 

t ion de germination ou même u n  freinage de 1 'élongation de l a  racine prin- 
cipale.  

Il faut replacer notre étude dans son cadre industriel  où 1 'eau 

de trempage, après épuration, peut ê t r e  réuti  1 i sée pour les  trempes ul té- 

rieures e t  apporter ainsi  une quantité supplémentaire de substances inhibi- 

t r ices  dont l ' e f f e t  viendra s ' a jou te r  à ce l les  qui exis tent  naturellement 
dans 1 'orge. 

Nous avons adapté assez facilement notre technique d'analyse 

à l 'orge même ; l 'extract ion se  faisant  sur du grain finement moulu. Le 

tableau XXI 1 représente les concentrations en acides phénol iques d '  une orge 

6RH (Nymphe), l a  concentration dans les  écorces e t  dans 1 'eau d'une trempe 

industriel l e .  



Acides Eau de trempa Orge (Nymphe) Ecorces (Nymphe) j 
: i n d u s t r i e l  l e  mg/l : 6 RH - mg/kg .. 6 RH - mg/kg .. .... ,.,. ) 

.................... ...................... ..................... ..................... ) 

ParahydroxybenzoTque: 0,20 O ,40 2,30 ) 

Vani 11 ique  O ,60 1,25 7,80 ) 

Caféique O ,20 0,50 3,90 1 

S y r i  ngique 0,32 O ,80 2,90 

Paracoumari que O, 12 1,60 30,40 

Féru1 i que O, 10 1,20 19,30 ) 

S i  napique O ,35 O ,6@ 17 ,O0 1 

TABLEAU X X I I  - TENEURS EN ACIDES PHENOLIQUES DANS L'ORGE ET L'EAU DE TREMPE 

" Eau de trempe, Orge 6RH Nymphe 156 Tonnes - Eau 80 m3 
...a ,.,. Ecorces de l ' o r g e  Nymphe q u i  représenten t  10 % du poids de l ' o r g e .  

Les enveloppes cont iennent  donc des substances i n h i b i t r i c e s  e t  

vont  pouvo i r  i n t e r v e n i r  de façons d i f f é r e n t e s ,  s o i t  par  l e u r  "dureté",  s o i t  

par  l e u r  imperméab i l i té  à l ' e a u  ou à l 'oxygène.  Des polyphénols-oxydases en 

f a v o r i s a n t  l ' o x y d a t i o n  des composés phénol iques con t r i buen t  à l i m i t e r  l ' a p -  

p o r t  d'oxygène à 1 'embryon. 

Peu de t ravaux  o n t  é t é  e f f e c t u é s  su r  l a  teneur  des orges en 

acides phénol iques mais d 'o res  e t  déjà, t o u t e  g é n é r a l i s a t i o n  p a r a î t  d i f f i  - 
c i l e .  Les r é s u l t a t s  sont  dépendants des v a r i é t é s  d 'orges u t i  1 isées mais 

aussi  t r è s  cer ta inement  des techniques d ' e x t r a c t i o n s  e t  de dosages employés 

comme l e  montre l e  tab leau X X I I I .  



-. - 

MAC MURROUGH 1980 SLOMINSKI 1980 
1 

après stockage de 
Acides : ENSIA: ANT. 13 : EMMA : 14 j o u r s  : 42 j ou rs  ) 

1 

Caféique : 0,40 : t races  : t races  ND ND 
) 

Paracoumarique : 1,25 : 1,4 0,2 : 0,28 0,38 
) 

Féru1 i que : 0,50 : 1,2 o y 6  1,38 : 0,96 

Syr i ng i que : 0,80 : 2,2 o y l  0,27 0,25 
1 

Vani l  1  ique : 1,60 : 1,7 o y 6  : 0,08 0 ,O9 

S i  napi que : 1,20 : N R NR O ,O5 O ,O5 1 

Parahydroxybenzoique : 0,60 : N R N R 1 ,O7 0,92 
1 

1 

TABLEAU X X I I I  - ACIDES PHENOLIQUES DANS DIFFERENTES ORGES 

ND : p i c  non dé tec té  

NR : acide phénol ique non recherché 

Des d i f f é rences  importantes s 'expr iment  e t  il p a r a i t  év iden t  

que l e  r ô l e  e t  l ' impo r tance  de l ' a c i d e  f é r u l i q u e  l i b r e ,  pour ne prendre 

que c e t  exemple ne peut  ê t r e  i den t i que  selon que c e t  ac ide  se t rouve à 

l a  concen t ra t i on  de 0,6 à 1 mg/kg ou de 1 à 1,4 g/kg. 

Il semble admis en revanche que l o r s  du stockage, une l égè re  

baisse de l a  concent ra t ion  en acides phénoliques puisse i n t e r v e n i r  

(SOLOMAKHINA, 1979 ; SLOMINSKI, 1980). 

Il s e r a i t  v a i n  de n i e r  que l a  recherche des acides phénoliques 

e t  l e u r  q u a n t i f i c a t i o n  dans l e s  eaux de trempe n ' o n t  pas répondu à no t re  

a t t e n t e  dans 1 ' immédiat. S ' i  1 e s t  i ncon tes tab le  que l e s  premières eaux de 

trempage possèdent des pouvoi rs  i n h i b i t e u r s  d i f f é r e n t s  mais b i e n  rée l s ,  il 

p a r a î t  de même év ident  que l e s  seuls  acides phénoliques, en r a i s o n  de l e u r  

f a i b l e  concen t ra t i on  dans l e s  eaux ne peuvent ê t r e  d i rectement  responsables 

de l a  t o t a l i t é  de c e t t e  i n h i b i t i o n .  Nous verrons cependant q u ' i l s  peuvent 

a g i r  d 'une a u t r e  façon sur 1 a germinat ion e t  q u ' i l  s e r a i t  imprudent de 

négl i g e r  1 eur  ac t i on .  



Le procédé d 'épu ra t i on  mis au p o i n t  dans l a  première p a r t i e  de 

l ' é t u d e  e s t  du type physico-chimique e t  son fonctionnement au stade d'une 

i n s t a l l a t i o n  p i l o t e  e s t  imminent. Lors de t ravaux antér ieurs ,  nous avions 

p a r t i c i p é  à l a  mise au p o i n t  du recyclage d'eau épurée dans une m a l t e r i e  ; 

l ' é p u r a t i o n  de type b i o l o g i q u e  s ' e f f e c t u a n t  par  l a  méthode c lass ique des 

boues ac t ivées .  11 semble qu 'après une année de fonctionnement, des problè-  

mes soient  survenus non pas, comme on pouva i t  l e  c ra ind re  au stade de l a  

germinat ion de l ' o r g e ,  mais dans l e  fonctionnement de l a  s t a t i o n  d'épura- 

t i o n  elle-même. L'eau recyc lée  a  é t é  mise en cause car ,  en e f f e t ,  1  ' a r r ê t  

du recyclage a  permis de r e v e n i r  rapidement à une s i t u a t i o n  normale. 

Cet "accide&" n ' a  pas f a i t  l ' o b j e t  d 'une étude p réc i se  e t  

seules des hypothèses peuvent ê t r e  avancées. Lors de l ' é p u r a t i o n  b i o l o g i -  

que, l e  devenir  des acides phénoliques n ' a  pas é t é  é tud ié  ; on peut  dès 

l o r s  c ra indre  l e u r  pers is tance dans l ' e a u  p u i s  une accumulation qu i  se 

révè l  e ra i  t néfas te  su r  1  es microorganismes . 

L ' a c t i o n  ant imicrobienne e t  même ant i fong ique de c e r t a i n s  acides- 

phénols e s t  connue depuis longtemps s i  l ' o n  se r é f è r e  notamment à l ' a c i d e  

s a l i c y l i q u e  dont  l ' a c t i o n  a  é t é  révélée au s i è c l e  de rn ie r .  De nombreux 

acides-phénols e t  c e r t a i n s  de l e u r s  es te rs  possèdent une a c t i v i t é  a n t i -  

bactér ienne e t  an t i f ong ique  e t  c e t t e  c lasse chimique un peu oub l i ée  peut 

représenter,  se lon c e r t a i n s  chercheurs (VASQUEZ-NEGRE, 1980 ; KNUSEL, 1972) 

un i n t é r ê t  dans l e  présent  e t  dans l ' a v e n i r  comme ant isept ique notamment. 

11 e s t  a l o r s  permis de supposer que l o r s  de 1  ' épu ra t i on  b io log ique  c e r t a i n s  

composés dont  l e s  acides phénoliques non seulement ne sont  pas métabol isés 

mais au c o n t r a i r e  s'accumulent pouvant a i n s i  a t t e i n d r e  des concentrat ions 

l e u r  permettant d 'exercer  une a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  e t  peut -ê t re  même l é t h a l e  

v i s -à -v i s  de 1  a  f l o r e  bactér ienne.  

S i  c e t t e  hypothèse s ' a v é r a i t  exacte, l ' é p u r a t i o n  physico-chimique 

possèderai t  l ' avan tage  d ' é l i m i n e r  une f r a c t i o n  des acides phénoliques. 

Ces acides-phénols possèdent un spectre d ' a c t i o n  assez la rge ,  

c e r t a i n s  acides cinnamiques ayant une a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  v i s -à -v i s  de 

Sacchmornyc~ C a e v d i a e  (BARANOWSKI e t  &. , 1980) . L '  ac ide paracoumari que 

à l a  concentrat ion de 100 ppm augmente considérablement l a  phase de la tence 

de Sacchmomyc~s C ~ h e v A i a e ,  de même que 1  ' ac ide  fé ru1  ique qu i ,  à p a r t i r  

de 250 ppm, peut i n h i b e r  complètement l a  croissance de 1  a  levure,  ce qu i  



l a i sse  supposer que les  acides phénoliques peuvent encore occasionner 
sinon des incidents, du moins des retards lors  de l a  fermentation princi- 
pale en brasserie.  

Cette technique d'analyse des acides phénoliques peut donc 
se révéler précieuse car e l l e  e s t  simple au niveau de l 'extract ion e t  
relativement rapide ; e l l e  possède l 'avantage de s'adapter aux différentes 
formes d'échantil lons susceptibles d ' ê t r e  rencontrés c 'es t -à-dire ,  l 'o rge ,  

l 'eau de trempe, l e  moût ou l a  bière.  



TROISIÈME PARTIE : 
---------------- 

R E L A T I O N S  E N T R E  L E S  A C I D E S  P H E N O L I Q U E S  

E T  L E S  P H Y T O H O R M O N E S ;  

A C T I O N  S U R  L A  D O R M A N C E  



Dans une semence, c ' e s t  l'embryon qui germe ; c ' e s t  lu i  qui va 

donner naissance à l a  nouvelle plante e t  constitue l a  partie active e t  

vivante de l a  semence. 

Cet embryon, i so lé  e t  placé dans un milieu humide à une tempé- 

rature moyenne (20" par exemple) peut parfois ê t r e  rigoureusement incapable 

de germer ou de donner une plantule normale e t  vigoureuse. On d i t  alors 
que 1 'embryon es t  damant.  

Dans de nombreux cas, cependant, l'embryon bien que non dormant 
ne germe pas lorsqu ' i l  es t  entouré de ses enveloppes. Celles-ci ont donc l e  

pouvoir de s'opposer à 1 a germination, on par1 e al ors d'une i n k i b U a n  de 

g ~hmLnakio n . 

1 - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1. DEFINITIONS 

On regroupe sous 1 'appel 1 ation d '  inhibition de germination tout 

phénomène qui s'oppose à l a  germination d'un embryon non dormant ; l ' i n h i -  
bition disparaissant s i  l e  facteur responsable e s t  supprimé. 

Beaucoup d'entre-el les  sont dues aux enveloppes de l a  graine, i l  

s ' a g i t  d '  inhibitions tégumentaires ; les  autres résultent de 1 a présence dans 
l e  milieu de substances inhibi t r ices ,  que 1 'on peut qua1 i f i e r  d ' inhibiteurs 
chimiques. 

Nous avons vu que parmi les  inhibiteurs chimiques, les  acides 
phénoliques, contenus dans l e s  enveloppes ou dans une solution servant au 

trempage de 1 'orge ne peuvent expl iquer compl ètement certai nes inhibitions 
observées. 

L' inhibition embryonnaire désigne une inaptitude à l a  germina- 
tion inhérente à l ' embryon. 

Certains auteurs ( C O M E ,  1970 ; EVENARI, 1957) considèrent que 

d ' u n  point de vue physiologique, l e  terme dahmance devrait ê t re  réservé à 

ces cas précis d ' inaptitude à l a  germination. 



Ce type d ' inhibi t ion ou dormance s ' i n s t a l l e  souvent lors  d u  

développement de l a  semence sur l a  plante ; lors  de l a  maturation physio- 
logique, c ' e s t  a lors  une dormance embryonnaire p h a i t e .  On peut aussi 
provoquer ce t t e  dormance ; i l  s ' a g i t  alors d'une dormance embryonnaire 

A econd&e ou induite. 

Une dormance embryonnai re se  caractérise par l e  f a i t  q u  'el  l e  
subsiste quand on enlève les enveloppes ou quand on supprime l e  facteur 

qui l ' a  provoquée. 

Si 1 a dormance primaire e s t  en pl ace dans 1 'embryon de 1 a 

semence, 1 a dormance secondai r e ,  el 1 e , e s t  provoquée par des condi t i  ons 

défavorables à l a  germination de ce t  embryon. 11 semble q u ' i l  s ' ag isse  

d'une réaction de défense de l'embryon face aux mauvaises conditions aux- 
quelles on l e  soumet. Les causes de ce t te  inhibitionsont t r è s  diverses ; 
parmi les  causes physiques, citons : une température trop élevée, u n  mi- 

l ieu trop humide, une atmosphère trop pauvre en oxygène. 

Pour avoir l a  certi tude d ' ê t r e  en présence d'une dormance 
secondai r e ,  i l  e s t  nécessaire de pouvoir rendre à nouveau 1 'embryon capa- 

ble de germer. Un traitement par l e  f roid,  qui lève l a  dormance secondaire, 

comme 1 a dormance primai re permet ce t te  vérification. 

Nous avons v u  que les  acides phénoliques possèdent probablement 

une part de responsabilité dans l ' i nh ib i t ion  de germination qui s'exerce 

sur les  semences. 

Il semble que leur action ne se fasse pas uniquement par inter-  
vention directe  sur l a  germination mais q u ' i l s  puissent ag i r  par 1 ' i n t e r -  

médiai re d '  autres composés. Certains acides phénol iques en fonction de 

leur concentration e t  peut-être de leur structure vont inf luer  sur l a  

concentration e t  l ' a c t i v i t é  de composés t e l s  l ' ac ide  B indolyl-acétique 

(MARIGO e t  d., 1979 ; PODSTOLSKI e t  cd., 1981), 1 'acide abscissique 

(SOLOMAKHINA, 1980 ; RAY e t  d., 1980) ; qui sont classés parmi l e s  

phytohormones. 

On peut déf inir  une phytohormone, en accord avec PILET (1961) 

comme une substance qui,produite dans une région déterminée d ' u n  organe 



végéta l ,  s e r a i t  t r anspo r tée  dans une a u t r e  r é g i o n  pour y c o n t r ô l e r ,  r é g l e r  

ou encore déc lencher  un processus phys io log ique  déterminé. 

1.2. L'ACIDE ABSCISSIOUE 

Parmi ces substances, l 1 i n h i b & a a  6 a paru l e  p l u s  a c t i f  

jusque vers  1964. 

KOVES en 1957, VARGAS en 1958 pensent q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n  en- 

semble de d ive rses  substances t e l s  l ' a c i d e  s a l i c y l i q u e ,  l ' a c i d e  f é r u l i q u e  

e t  1 ' a c i d e  paracoumarique q u i  r a l e n t i  r a i e n t  fo r tement  l a  c ro issance  des 

rac ines  . 

L ' i n h i b i t e u r  6 présumé composé de l ' a s s o c i a t i o n  de p l u s i e u r s  

ac ides phénol iques e s t  a i n s i  r e s t é  connu jusqu 'en  1965 avec p a r f o i s  l e  qua- 

1 i f i c a t i f  de d o m i n e .  

Ce n ' e s t  qu 'en  1965 qu 'une  s t r u c t u r e  chimique a é t é  proposée 

pour c e t t e  substance pa r  OHKUMA e t  conf i rmée pa r  synthèse p a r  CORNFORTH 

l a  même année. Ce composé e s t  maintenant  connu sous l e  nom d ' a c i d e  

absc iss ique  (ABA) (MILBORROW, 1967). 

F i gu re  no  14 - STRUCTURE DE L'ACIDE C1S ABSCISSIQUE 

La confusion q u i  a régné e n t r e  c e t  ac i de  absc iss ique  e t  l e s  

ac ides phénol iques pendant de nombreuses années, s ' e x p l i q u e  par  l e  f a i t  

que ces de rn ie r s ,  sans ê t r e  des p récurseurs  au sens b ioch im ique  du terme, 

i n f l u e  cependant t r è s  fo r tement  s u r  l a  concen t ra t i on  e t  donc 1 ' a c t i o n  de 

l ' a c i d e  absc iss ique  qu i  e s t  désormais c l assé  parmi l e s  phytohormones. 



La découver te  de c e t t e  substance a  donné un nouvel é l an  aux 

recherches su r  1  es i n h i b i t e u r s  e t  en 1968, 1  ' ABA é t a i t  impl iqué ,  au 

terme de recherches e f f ec tuées  p a r  deux équipes d i f f é r e n t e s  (JACKSON, 1968 ; 

SONDHEIMER, 1968) dans l a  dormance des g ra ines .  L ' i n t é r ê t  de c e t t e  nouve l l e  

v o i e  d ' i n v e s t i g a t i o n s  a  f a i t  n é g l i g e r  presque complètement l e s  recherches 

su r  l e  r ô l e  de l ' a c i d e  absc iss ique  en t a n t  q u ' i n h i b i t e u r  p ropre  de 

germina t ion .  

Dans chaque s é r i e  d 'expér iences  p r é c i t é e s ,  l e s  au teurs  mesurent 

l a  concen t ra t i on  en ABA dans des g ra ines  en dormance e t  dans des g ra ines  

don t  l a  dormance a  é t é  l evée  p a r  t r a i t e m e n t  au f r o i d .  

Il r e s s o r t  des r é s u l t a t s  que l e  n iveau de 1  ' ac i de  absc iss ique  

e s t  p l us  é l evé  dans l e s  g r a i n s  dormants que dans l e s  g ra ins  non dormants 

mais auss i  que dans l e s  g ra ines  dont l a  dormance a  é t é  préalablement levée .  

Il se v é r i f i e  e n f i n  aisément que l a  germina t ion  de g ra ins  non dormants 

e s t  i nh ibée  p a r  de f a i b l e s  q u a n t i t é s  d'ABA exogène. 

Ces au teurs  o n t  donc conc lu  que l a  d i f f é r e n c e  de concen t ra t i on  

en ac ide  absc iss ique  é t a i t  r e p r é s e n t a t i v e  de l a  l evée  ou de l ' absence  de l a  

dormance, ce q u i  a  f a i t  a t t r i b u e r  à 1'ABA l a  r e s p o n s a b i l i t é  de l ' e n t r é e  

en dormance mais auss i  du m a i n t i e n  de c e t  é t a t  phys io log ique .  

Quelques expér iences c o n t r a d i c t o i r e s  (BALBOA, 1977 ; DENNIS 

e t  d., 1978) o n t  é t é  r é a l i s é e s  e t  o n t  montré q u ' i l  n ' y  a v a i t  pas ou peu 

de r é d u c t i o n  de 1'ABA l o r sque  des g ra ines  é t a i e n t  t r a i t é e s  à des températures 

maintenant  ou non l a  dormance. 

B ien  qu 'en  r è g l e  généra le  1'ABA chu te  fo r tement  l o r sque  l e s  

g ra ines  son t  t r a i t é e s  à basse température,  il p a r a î t  ac tue l lement  d i f f i -  

c i l e  d ' a f f i r m e r  que l a  r é d u c t i o n  de 1  ' hormone e s t  budd-hante pour  l e v e r  

l a  dormance mais l e  problème de l a  necenaLté d 'une  d i m i n u t i o n  de 1  ' a c i d e  

absc iss ique  l i b r e  pou r  l a  l e v é e  de dormance r e s t e  posé. 

Ces i n c e r t i t u d e s  demeureront t a n t  que l e  mode e t  l e  l i e u  d ' a c t i o n  

exacts  de 1'ABA ne se ron t  pas complètement é l uc i dés .  Selon VILLIERS (1972) 

1  ' ABA i n h i b e r a i t  1  a  synthèse des ac ides nuc l  é i  ques mais n '  a f f e c t e r a i t  pas 

d i rec tement  c e l l e  des p r o t é i n e s .  Il semble cependant que l ' a c i d e  absc iss ique  



n'affecte pas directement la synthèse des acides désoxyribonucléiques 

(JACOBSEN et al. ,  1978) mais agit pl us vraisemblablement au ni veau de 1 a 

RNA-polymérase. Dans l'orge, une application exogène d'acide abscissique 

aurait pour conséquence de diminuer 1 a synthèse de 1 'a-amyl ase (HO, 1976) 

alors que la plupart des autres protéines ne serait pas modifiée. Il est 
cependant difficile d'affirmer si l'acide abscissique agit, ce qui parait 

vraisembl able, sur 1 a synthèse protéique de 1 'a-amyl ase ou au niveau de 

l'acide gibbérellique dont la synthèse d'a-amylase est sous le contrôle 

(HABER, 1969 ; CHRISPEELS et de., 1967). 

Nous parvenons à ce stade à la régulation de processus méta- 

boliques par l'intermédiaire de plusieurs médiateurs hormonaux. Si l'acide 

absci ssique possède effectivement un rôle antagoniste vis-à-vis de 1 ' acide 
gibbérellique et notamment de son action sur la biosynthèse d'enzymes, ce 

contrôle peut être levé par un apport exogène massif d'acide gibbérellique 

mais également par l'addition d'éthylène, phytohormone elle aussi 

(figure no 15) .  

Production relative d 'a amylase 

A ac gib. 

/ - ac gib. c 10pl éthylène 
@ ac gi b . + 2 IO*% ABA 

ac gib . + 2 10% ABA+lOp! éthylène 

"i 
601 

40. 

20.  

O ,  ac gibSarel12quc en m~!es/  1 

O IO -Io  IO-^ :O  IO-^ 

Figure no 15 - EFFET DES HORMONES SUR LA SYNTHESE 
DE L'a-AMYLASE DE L'ORGE 

(d'après JACOBSEN, 1973) 



Nous avons précisé, à plusieurs reprises que nous envisagions 

l e  rôle de 1 'acide abscissique l ib re .  E n  e f f e t ,  l e s  métabolites de 1 'acide 
abscissique ne possèdent pas d ' ac t iv i t é  physiologique e t  i l  e s t  intéres- 

sant de noter que lors de la  levée de dormance (HARRISON e t  d., 1975 ; 

WRIGHT, 1975) parallèlement à une diminution du taux d ' A B A  l i b re ,  on 

constate une augmentation de la  teneur en acide abscissique l i é  avec du 

glucose principalement. 11 semble bien établ i qu'une diminution de 1 'acide 
c i s  abscissique l ib re  corresponde à une augmentation proportionnelle d 'a -  

cide l i é  ( B A R T H E  e t  d., 1978) ; i l  paraî t  tentant dans ces conditions de 

f a i r e  correspondre ces deux é t a t s  à des formes respectivement actives e t  
inatives de l'hormone (Figure n o  16).  Pour MILBORROW (1970), l 'abscissate  
de B .  D gl ucopyranose représente 1 'un des principaux produits du métabol i sme 

de 1 'ABA e t  1 ' ac t iv i t é  inhibi t r ice  qui lu i  é t a i t  attr ibuée n 'es t  en f a i t  
que l e  résu l ta t  d'un ar té fac t  ; des estérases présentes dans les  t i s sus  

végétaux induisant 1 a 1 i bération d' ABA 1 i bre. 

B D glucopyranose 
ABA ABA 6 D gl ucopyranoside 

forme l i b r e  active ----- - -- forme l i é e  inactive 
? 

Figure n o  16 - INACTIVATION DE L'ACIDE ABSCISSIQUE 
( d  ' après MILBORROW ,1970) 

La fonction de cet  acide abscissique l i é  n 'es t  pas encore 

parfaitement défini ; chez certains végétaux l a  transformation forme l ib re  

forme l iée  e s t  i r réversible  (SEMBDNER e t  d., 1980) ; ce qui correspondrait 

à l a  première étape d'un processus de dégradation. On peut cependant envi- 
sager que ce t t e  molécule l i é e  corresponde à une forme de stockage et/ou de 

transport de 1 'hormone. 



11 e x i s t e  au s u j e t  de l ' a c i d e  absc iss ique  une d e r n i è r e  con t ro -  

verse r e l a t i v e  à l a  présence de son isomère haMn à l ' é t a t  n a t i f  dans l e  

règne végé ta l .  La p l u p a r t  des au teurs  a t t r i b u e n t  l a  présence de l a  forme 

,i%u~n à une pho to i somér i sa t i on  l o r s  de l ' e x t r a c t i o n  a l o r s  que LE PAGE- 

DEGIVRY (1979) exp l i que  l a  d i m i n u t i o n  d'ABA l i b r e  a c t i f  pa r  l a  t r a n s f o r -  

mat ion en son isomère ; i s o m é r i s a t i o n  impor tan te  puisque l a  forme &am ne 

possède aucune a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  n i  i n h i b i t r i c e .  

A ce j o u r ,  il e s t  unanimement admis que l ' a c i d e  absc iss ique  

joue un r ô l e  : 

- dans l'inducüan de l a  dormance mais son r ô l e  dans l ' e n t r e -  

t i e n  e t  l a  l e v é e  de c e t t e  dormance r e s t e  encore obscur ; 

- dans l ' i n h i b i t i o n  de germina t ion  puisque l ' a c i d e  absc iss ique  

se comporte comme un i n h i b i t e u r  chimique. 

1.3. L'ACIDE @ INDOLYL-ACETIQUE - 

S i  l e  r ô l e  de l ' a c i d e  absc iss ique  dans l a  dormance n ' e s t  pas 

encore pa r fa i t emen t  d é f i n i ,  du moins a g i t - i l  i nvar iab lement  comme antago- 

n i s t e  des hormones de cro issance.  Il semble que 1  ' a c t i o n  de 1  ' a c i d e  f3 

i n d o l y l  - acé t i que  (F igu re  17) c l assé  parmi 1  es hormones de c r o i  ssance s o i  t 

cependant beaucoup p l u s  s u b t i l e  e t  soumise à des r é g u l a t i o n s  f o r t  nom- 

breuses. 

F i gu re  no  17 - STRUCTURE DE L'ACIDE 6 INDOLYL-ACETIQUE (IAA) 

L ' a c i d e  i ndol -acét ique a g i  r a i t  e f f ec t i vemen t  de deux 

manières d i f f é r e n t e s  se lon  sa concen t ra t i on  endogène. En f a i b l e  q u a n t i t é ,  

il appa ra î t  comme un f a c t e u r  a c t i v a t e u r  de l a  c ro issance  a l o r s  qu 'en  



quantité importante i l  se  comporte comme u n  véritable inhibiteur.  L'action 

act ivatr ice de 1'IAA a particulièrement é t é  étudiée par PILET (1961) ; mais 
les  hypothèses f a i t e s  sur l e s  mécanismes de son action inhibi t r ice  restent 

di vergentes bien que 1 es mêmes inducteurs, c '  est-à-di re 1 es acides phénol i - 
ques soient mis en cause. 

Selon MARIGO (1979), l'accumulation d'acides phénoliques en- 
t ra îne  une diminution d u  transport de 1'IAA e t  surtout l ' i nh ib i t ion  de 

1'IAA oxydase. On a s s i s t e  alors à u n  accroissement anormal de l ' i ndo l -  

acétique qui aux concentrations ainsi a t t e in t e s ,  possède u n  e f f e t  inhi- 
bi teur  sur 1 a croissance. 

GABER (1969) supposait que l e  manque de sens ib i l i té  à l ' eau  de 

l 'o rge ,  pour germer dans des conditions optimales é t a i t  dû au découplage 
de l a  phosphoryl ation oxydative, su i t e  à 1 'apparition anormale d '  IAA, 

selon ce même processus. 

Pour DATTA (1978) e t  PODSTOLSKI (1981), par contre, les  compo- 

sés phénoliques de l ' o rge  stimuleraient l ' a c t i v i t é  de 1'IAA oxydase d'où 

une baisse de concentration cr i t ique de l'hormone qui se trouverait  en 

quantité insuffisante pour assurer une croissance normale. 

Un environnement défavorable modifierait l a  destination de l a  

phénylalanine qui au l ieu d ' ê t r e  incorporée dans les  protéines donnerait 
naissance à l a  s é r i e  des acides cinnamiques des acides phénoliques. 

11 n ' e s t  pas l e  moins paradoxal que des séries de travaux 

récents aboutissent aux mêmes conclusions concernant 1 'action négative 
sur l a  germination des acides phénoliques par l ' intermédiaire de l ' a c ide  

i ndol -acétique avec cependant des interprétations opposées du mécanisme 
réactionnel . 

Les acides phénoliques semblent donc réguler l a  concentration 

de l ' indol-acétique par l ' intermédiaire de 1'IAA-oxydase, mais leur act;fon 

s e r a i t  différente selon q u ' i l s  possèdent 2 ou 3 OH adjacents (acides 

caféique, gallique) ou u n  seul groupement hydroxyl (acide paracoumarique) 
(LETHAM, 1978). 



Selon FLETCHER (1964), l e  taux  d ' IAA  l i b r e  q u i  a g i t  en s t i -  

mu1 a n t  1  a  p é n é t r a t i o n  de 1 ' eau, en f a v o r i  san t  1  a  r e s p i r a t i o n ,  1  ' hyd ro l yse  

de 1 ' amidon e t  1  a  synthèse p ro té ique ,  e s t  en é t r o i t e  c o r r é l a t i o n  avec 1 a 

c r o i  ssance ; mais il ne peu t  a f f i r m e r  que seul  un taux  d l  IAA é levé  permet 

d ' a s s u r e r  c e l l e - c i .  Il e s t  p o s s i b l e  que l e s  formes d ' e x i s t e n c e  de c e t  

ac ide  s o i e n t  soumises à des é q u i l i b r e s  semblables à ceux qu i  r é g i s s e n t  

l ' a c i d e  absc iss ique .  

UEDA (1969) suggère que l ' i n d o l - a c é t i q u e  n ' e x i s t e  pas ou t r è s  

peu ( 1  à 10 % )  sous forme l i b r e  mais s e r a i t  l i é  à des molécules de g lucose 

r e l  i é e s  par  des 1 i a i s o n s  6 1 + 4 pouvant ê t r e  hydro lysées p a r  des c e l l u l a -  

ses (PISKORNIK, 1972) . 

2 - DOSAGES D E S  A C I D E S  A B S C I S S I Q U E  E T  6 INITOLYL A C E T I Q U E  

Une des premières f onc t i ons  connues de 1 ' ac i de  absc iss ique  a 

é t é  son r ô l e  dans l a  r é g u l a t i o n  des échanges gazeux chez l e s  végétaux e t  

notamment dans l ' o u v e r t u r e  des stomates (LITTLE, 1968 ; MITTELHEUSER, 

1969).  Les premières es t ima t i ons  de l ' a c i d e  absc iss ique  o n t  é t é  r é a l i s é e s  

p a r  chromatographie s u r  couches minces (ZEEWART, 1971). La chromatographie 

en phase gazeuse avec un dé tec teu r  à cap tu re  d ' é l e c t r o n s  (QUARRIE, 1978 ; 

ALLEN, 1981) ou assoc iée à l a  spec t romé t r i e  de masse (RIVIER e t  d., 1981) 

s ' e s t  r évé lée  comme une bonne techn ique  de dosage mais nécess i t an t  une 

p r é p a r a t i o n  longue e t  f a s t i d i e u s e  de l ' é c h a n t i l l o n .  

La chromatographie l i q u i d e  à haute p ress ion  permet de doser 

l ' a c i d e  absc iss ique  s o i t  avec une colonne échangeuse d ' i o n s  (CARGILE, 

1978) s o i t  avec une colonne en phase i nve rsée  (DURING, 1975 ; CIHA e t  d., 

1977 ; RAPP e t  d., 1976). 

Ayant une a c t i o n  phys io log ique  moins spec tacu la i r e ,  1  ' a c i d e  

B i n d o l y l - a c é t i q u e  a f a i t  l ' o b j e t  d ' u n  nombre p l u s  r e s t r e i n t  de t ravaux .  

Sa d é t e c t i o n  peu t  s ' e f f e c t u e r  p a r  chromatographie su r  p a p i e r  ou couches 

minces (UEDA, 1969) ou pa r  chromatographie en phase gazeuse (DAVIS, 1968) 

en u t i  1  i s a n t  notamment deux standards i n t e r n e s  r a d i o a c t i f s  (COHEN, 1981). 



2.1. MATERIEL ET METHODE 

Nous avons u t i l i s é  une colonne de phase i nve rsée  t ype  C 
18 

i d e n t i q u e  à c e l l e  recommandée pour  l e s  ac ides phénol iques, a i n s i  qu 'un  

dé tec teu r  UV à 254 nm pour  l a  dé te rm ina t i on  des deux phytohormones. 

Nous avons p r é f é r é  rechercher  dans l ' i m m é d i a t  un s o l v a n t  

d ' é l u t i o n  permet tan t  de t r a v a i l l e r  en "suppression d ' i o n " ,  ce q u i  impose 

un pH r e l a t i v e m e n t  bas (compris e n t r e  2,5 e t  3 )  mais compat ib le  avec l a  

c o l  onne. 

que 
sépa- 

1  e  

F igure  no  18 - CHROMATOGRAMME DES ACIDES ABSCISSIQUE 

ET INDOLE 3 ACIDE ACETIQUE COLONNE CI8 (MCHlO) 

phase mob i le  : 55 % s o l u t i o n  d ' a c i d e  acé t ique  0,2 N 

45 % méthanol 

d é b i t  1 m l  /mn p ress ion  1600 p s i  



Dans ces conditions analytiques, l e  pH de l a  solution d'acide 

acétique se  s i  tue à 2,7, 1 es temps de rétention sont 1 es suivants : 

acide 6 indolyl acétique Tr  = 6,5  mn 

acide abscissique Tr  = 8,9 mn 

On remarque immédiatement que les  deux acides dosés à par t i r  

de solutions de même concentration possèdent des réponses f o r t  différentes,  

1 'absorption de 1 ' i ndol -acétique à 1 a 1 ongueur d'onde uti 1 i sée étant 

particulièrement fa ib le .  

On vér i f ie  aisément dans ce cas que l a  hauteur du pic en acide 

abscissique e s t  bien proportionnelle à l a  concentration de l a  solution 

(figure 1 9 ) .  

Hauteur d e  pic cn  mm 

ac. abscissique er: mg/[ 

i o  55 20 2 7  

Figure n o  19 - ETALONNAGE DE L'ACIDE ABSCISSIOUE 

Afin d'améliorer l a  f i a b i l i t é  de la  méthode analytique, nous 

avons recherché u n  étalon interne e t  t r ava i l l é  dans u n  premier temps avec 

l ' a c ide  sulfosalicylique dont l e  temps de rétention e s t  de 3,5 mn. Nous 



verrons que nous avons été obligés, par la suite, d'abandonner cet étalon 

interne qui ne s'éluait pas distinctement de certains autres composés. 

Les modes d'extraction de l'acide abscissique (MILBORROW, 1967 ; 

SWEETSER, 1976) et de l'acide indole-acétique font apparaître de grandes 

similitudes avec le type d'extraction mis au point pour les acides phénoliques. 

La phase mobile retenue pour les phytohormones contenant une 

proportion plus importante de méthanol, on pouvait penser que les acides 

phénoliques seraient élués rapidement et n'interfèreraient pas avec les 

deux hormones (figure 20) . 

Figure no 20 - CHROMATOGRAMME D'UNE SOLUTION ETALON D'ACIDES PHENOLIQUES, 
D'ACIDE ABSCISSIQUE ET D'ACIDE INDOLE ACETIQUE 



Les acides phénoliques témoins sont effectivement élues rapide- 

ment mais risquent de rendre d i f f i c i l e  1 ' ident i f icat ion de 1 'acide indol- 

acétique e t  masquent 1 'étalon interne,  1 'acide su1 fosal icyl ique, que nous 

avons abandonné e t  remplacé par  u n  acide élué après l ' a c ide  abscissique ce 

qui élimine théoriquement les  interférences. 

Nous avons d'abord choisi de t r ava i l l e r  sur une méthode simple 

( A L L E N ,  1981) qui év i te  l e  stade de chromatographie sur couche mince e t  

permet une détermi nation rapide à par t i r  d'un matériel végétal. 

L'extraction (figure 21) f a i t  donc appel à une séparation liquide- 

liquide avec du dichlorométhane qu i so lub i l i s e l ' ac ide  abscissique à pH 2 .  La 

méthode a é t é  mise au point sur une solution d'acide c i 6  abscissique à 2 

mg/l e t  contenant u n  pool d'acides phénoliques. 

- Echanti 1 lon (eau de trempe) 50 ml 

1 solution étalon 

f 
- Amener l e  pH à 2 avec HC1 4 N 

- Extraire avec l e  dichlorométhane 30 ml 

(30 mn avec agi tat ion)  

l - Décanter l a  phase organique. Pour une eau de trempe, 

centrifuger à 2000 Tours/minute 10 mn à 5°C 

Répéter l ' ex t rac t ion  au dichlorométhane 3 fo is  

- Réunir les '  phases organiques dans u n  Kuderna 

1 - Concentrer à 40°C pour obtenir u n  volume final que l ' on  

mesure exactement e t  qui sera compris entre 0,5 e t  1 ml. 

Figure n o  21 - SCHEMA D'EXTRACTION D E  L'ACIDE ABSCISSIQUE 

AU DICHLOROMETHANE 

Les rendements d 'extraction de l ' a c ide  abscissique obtenus 

par cet te  méthode sont de 71  % (f igure 2 2 ) .  



F i g u r e  n o  22 - CHROMAJOGRAMME D'UNE SOLUTION CONTENANT 2  mg/l D'ACIDE ABSCISSIQUE 

APRES EXTRACTION AU DICHLOROMETHANE 

Dès l a  p r i s e  d ' u n  é c h a n t i l l o n  d 'eau de trempe, ou à p a r t i r  de 

l a  r é a l i s a t i o n  de l a  s o l u t i o n  é ta l on ,  t ou tes  l e s  opé ra t i ons  se passent l e  

p l u s  p o s s i b l e  à l ' a 5 ~  de lu h m i h e .  11 e s t  en e f f e t  p r i m o r d i a l  d ' é v i t e r  

d ' i n d u i r e  l a  t r ans fo rma t i on  de 1  ' a c i d e  cin absc iss ique  en son isomère & a u ,  

q u i  ne se t r ouve  pas à l ' é t a t  n a t u r e l  dans l e s  végétaux e t  donc dans l ' e a u  

de trempe e t  ne possède pas d ' a c t i v i t é  b i o l og ique .  Ce t t e  i somér i sa t i on  e s t  

néanmoins une c a r a c t é r i s t i q u e  u t i l e  pour 1  a  j u s t i f i c a t i o n  de 1  ' i d e n t i t é  

de 1  ' ac i de  absc iss ique  dans un échant i  1  l on .  

Une e x p o s i t i o n  de 3  heures sous une 1  umi è r e  u l  t r a v i o l  e t t e  à 

254 nm s u f f i t ,  en e f f e t ,  pour  o b t e n i r  un mélange en p a r t i s  égales de cin 

e t  &au absc iss ique  à p a r t i r  de l a  forme cin pure  ( f i g u r e  23). 



F i g u r e  no 23 - ISOMERISATION DE L'ACIDE ABSCISSIOUE 

a )  ABA pur  forme c h  

b )  ABA a p r è s  une e x p o s i t i o n  d e  3 h e u r e s  aux 

rayons  U V  à 254 nm. 



Il e s t  a i n s i  poss ib le  de conf i rmer l a  présence d 'ac ide  abscis-  

s ique en exposant l a  f r a c t i o n  res tan te  de l ' e x t r a c t i o n  aux UV à 254 nm e t  

d 'observer  l a  d iminut ion  du p i c  au temps de r é t e n t i o n  8,9 mn. 

Nous avons obtenu des rendements d ' e x t r a c t i o n s  proches de 90 % 

pour l ' a c i d e  absciss ique en t r a v a i l l a n t  au début sur  des so lu t i ons  à 5  mg/l. 

Ces rendements n ' o n t  pas é té  retenus car  i l s  pa ra i ssa ien t  d ispropor t ionnés 

pa r  rappor t  à ceux obtenus sur  des so lu t i ons  p l u s  d i luées ,  e t  nous nous 

attendons à des concentrat ions i n f i n i m e n t  p l  us f a i  b l  es 1  ors  des dosages 

e f fec tués  sur  des eaux de trempe. 

L 'étude de l a  r é p é t a b i l i t é  s ' e s t  f a i t e  sur des so lu t i ons  stan- 

dards d 'ac ide  abscissique contenant des acides phénoliques à l a  concentrat ion 

de 0 , l  mg/l chacun (Tableau XXIV) . 

( 
( mg/l ABA : 5  2  1 : 0,5 : 0,25 : 0, l  

1 
: 0,05 

(----------:----------:----------:----------:----------:----------:----------:---------- 
( 

j 

( : 90 : 6 9  75 6 5  7  3 7  4  
1 

(Rendement : 
70 

TABLEAU X X I V  - REPETABILITE DE L'EXTRACTION AU DICHLOROMETHANE 

Les rendements sont  donc v o i s i n s  de 70 % pour l a  m a j o r i t é  des 

so lu t i ons  comprises e n t r e  2  e t  0,05 mg/l ; seule l a  s é r i e  des ex t rac t i ons  

sur  une s o l u t i o n  à 0,5 mg/l ind ique des pourcentages un peu f a i b l e  ; l a  

manipulat ion des s o l u t i o n s  é t a n t  probablement à 1  ' o r i g i n e  de c e t t e  d i f f é rence .  



2 . 2 .  DOSAGE DANS LES EAUX DE TREMPE 

Dès l e s  premières extractions sur les eaux de trempe, i l  e s t  
apparu que l a  méthode mise au point précédemment demanderait des modifi- 
cations, l ' ex t rac t ion  étant  trop peu spécifique. L'acide abscissique e s t  

l e  pl us souvent repérable mais i 1 e s t  impossible d'affirmer 1 a présence 
ou l'absence d'acide indole-acétique. 

Nous avons donc abandonné dans l'immédiat l e  dosage de l ' ac ide  
B indolyl-acétique e t  tenté de purif ier  l e s  ex t ra i t s  obtenus après extrac- 

t ion à pH 2 ,  en adaptant l a  méthode de HUBAC (1981) e t  CHARNAY (1981). 

Nous avons t r ava i l l é  sur une eau de trempe chargée en acide 
abscissique à une concentration voisine de 2,0 mg/l . 

Après extraction à pH 2 par l e  chlorure de méthylène, 1 a phase 
aqueuse e s t  chrornatographiée, e t  contient 6 % d'ABA. 

La phase organique contenant les  94 % d'ABA e s t  amenée à pH 9 

avec NH40H à 5 %. L'acide abscissique passe alors en solution dans l a  

phase aqueuse qui e s t  évaporée sous vide à 50°C, sous u n  courant d 'azote 
en f in  de concentration. 

L 'extrai t  sec e s t  remis en suspension dans 5 m l  de méthanol 
ac id i f ié .  Le rendement e s t  ainsi de 75 %, donc peu amélioré par rapport 

â l a  méthode précédente, mais la solubilisation complète de 1 'acide 

abscissique dans l a  phase aqueuse à pH 9 permet d'éliminer dans l a  phase 

organique quelques impuretés, rendant ainsi  1 e chromatogramme pl us dépouil 1 é. 

L'inconvénient de ce t te  méthode e s t  une concentration sous vide 

e t  sous courant d 'azote d'une phase aqueuse, aussi avons nous cherché à 

concentrer préférentiellement une phase organique en effectuant une puri- 

f icat ion préalable (figure 24). 



Echant i  1 l o n  amené .à pH 9 
I 
t 

Stade de p u r i f i c a t i o n  

(+ dichlorométhane) + Re je t  de l a  phase organique 

Phase aqueuse conservée 

Amener à pH 2 (HC1 4N) 

e x t r a i  r e  avec CH2C1 ou é t h e r  d i  é t h y l  ique 

Renouveler 1 ' e x t r a c t i o n  3 f o i s  

Réunir  l e s  Phases aqueuses dans un Kuderna 

concentrer  à 0,5 - 1 m l  

F igu re  no 24 - EXTRACTION DE L'ACIDE ABSCISSIQUE 

AVEC UNE PURIFICATION PREALABLE EN MILIEU BASIQUE 

La p r a t i q u e  de c e t t e  e x t r a c t i o n  avec une p u r i f i c a t i o n  en 

m i l i e u  basique n 'amé l i o re  aucunement l e s  rendements qu i  son t  res tés  v o i s i n s  

de 70 % mais permet d ' é l i m i n e r  ce r ta ines  impuretés contenus dans l e s  eaux 

de trempe. 

La f i g u r e  25 montre l e  chromatogramme d'une eau de trempe 

i n d u s t r i e l l e  contenant 0,012 mg/l d ' a c i d e  abscissique. 



F i g u r e  no 2 5  - DOSAGE D ' A C I D E  ABSCISSIQUE 

SUR UNE PREMIERE EAU DE TREMPE INDUSTRIELLE 

O r g e  2RH S o n j a  164 T d a n s  7 0  m 3  d ' e a u  



L ' i d e n t i t é  du p i c  d 'ac ide  absciss ique a  é t é  v é r i f i é e  en a jou tan t  

de 1  ' ac ide  cin abscissique pu r  d'une p a r t ,  ce q u i  nous a  permis de r e c a l c u l e r  

par  d i f f é r e n c e  une concent ra t ion  en ac ide abscissique de 0,010 mg/l e t  en ex- 

posant une f r a c t i o n  de l ' e x t r a c t i o n  à un rayonnement U.V. d ' a u t r e  pa r t ,  a f i n  

de v i s u a l i s e r  l a  d iminut ion  du p i c  d 'ac ide  cin absciss ique s u i t e  à son isomér i -  

s a t i o n .  Il e s t  important  de prendre garde aux volumes mis en oeuvre pendant c e t -  

t e  expos i t i on  ; on se t rouve en e f f e t  dans un m i l i e u  é théré  e t  il e s t  p a r f o i s  

nécessaire de r é a j u s t e r  l e  volume f i n a l  a f i n  q u ' i l  s o i t  ident ique au volume 

i n i t i a l  . 

En r è g l e  générale, tou tes  l e s  eaux de première trempe analysées q u i  

provenaient  d 'o rge  à 2RH Sonja, d ' o rge  à 6RH Nymphe contenaient  des Xeneuhn 

d'acide cin abacinaiyue campxha  evctrte 0,008 e l  0 ,075  mg/L. 

Le dosage de l ' a c i d e  i n d o l  acét ique par  c e t t e  méthode a  é t é  p r o v i -  

soirement a r r ê t é  pour p lus ieu rs  ra isons .  Cet ac ide  possède en e f f e t  une t r è s  

mauvaise réponse l o r s  de l a  d é t e c t i o n  en UV à 254 nm ; ( f i g u r e  26) en f o n c t i o n  

du volume de n o t r e  i n j e c t i o n  (10 p l )  l a  s o l u t i o n  i n i t i a l e  d ' e x t r a c t i o n  d e v r a i t  

a v o i r  une concent ra t ion  v o i s i n e  de 0,5 mg/l ce q u i  e s t  t r è s  improbable. 

F igure no 26 - LIMITE DE DETECTION DE L'ACIDE f3 INDOLYL ACETIQUE EN UV A 254 nm 



Si l 'on  se réfère au chromatogramme d'une eau de trempe 

(figure 25),  on s 'aperçoit  que 1 es acides phénol iques empêchent par a i l  leurs 

sa détection normale e t  ce d 'autant plus qu ' i l  nous e s t  à l 'avance impossible 

de prévoir de for tes  concentrations en acides phénols. 

Deux solutions relativement simples s 'o f f ren t  s o i t  pour 

extrai  re 1 'acide indol -acétique p l  us sélectivement s o i t  pour 1 e doser spé- 

cifiquement. 

Extraire 1 ' indol 3 acide acétique plus sélectivement, c ' e s t -  

à-dire l e  séparer des acides phénoliques peut se  f a i r e  aisément par chroma- 

tographie sur couche mince de cellulose ou gel de s i l i c e  (SAGI, 1969). 

Des t e s t s  effectués sur plaque de cellulose MN 300 (solvant : 

phase supérieure du mélange butanol -ammoniaque-eau-4-1-1) e t  sur gel de 

si1 ice  Kieselgel G60 (solvant - toluène - acétate  d 'éthyle - acide acétique 

100 - 60 - 8)  indiquent pour l ' ac ide  indol-3-acétique révélé sur U V  à 366 nm 
des Rf respectivement égaux à 0,40 e t  0,66. 

La détection U V  f a i t e  sur des eaux de trempe montre qu'effec- 

tivement une grande part ie  des acides phénoliques e s t  éliminée puisque 

migrant au front du  solvant. Si l a  séparation e s t  nettement améliorée, l e  

problème du dosage res te  ainsi intact  car une chromatographie sur plaque 

entraîne une plus grande dissolution de l 'échant i l lon à laquelle viennent 

s 'a jouter  des pertes lors  de l a  récupération sur l e  support de couches minces 

Il exis te  actuellement une technique de choix pour l e  dosage 

de l ' a c ide  f3-indolyl acétique (CROZIER e t  ut . ,  1980 ; SANDBERY, 1981 ; 

SWEETSER e t  d .  , 1978 ; 1 IN0 e t  ut. , 1980) qui e s t  '1 a fluorescence e t  

notamment l a  chromatographie liquide à haute pression équipée d'un f luor i -  

mètre. La réception imminente d'un détecteur à fluorescence devrait nous 

permettre rapidement de quantifier beaucoup pl us faci 1 ement ce t te  phyto- 

hormone. 

2.3. L'ACIDE PiBSCISSIQUE INHIBITEUF DE GERIII!~ATION 

Parallèlement au dosage de l ' ac ide  abscissique e t  à l a  démonstra- 

t ion de sa présence dans les  premières' eaux de trempage, nous avons effectué 



des t e s t s  de germination avec des sol uti ons de concentrations croissantes 

en acide cin abscissique. Comme 1 a dénomi nation phytohormone pouvait 1 e 

l a i s se r  prévoir, les concentrations mises en oeuvre lors  de ces t e s t s  sont 

nettement plus faibles que ce l les  des acides phénoliques (figure 2 7 ) .  

% d'inhibition 

Figure n o  27 - POURCENTAGE D'INHIBITION D E  L'ORGE 

EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN ACIDE CZS ABSCISSIQUE LIBRE 

Une concentration en acide cin abscissique l ib re  de 0,5 mg/l 

entraîne des inhibitions de germination de 50 à 60 % sur des graines de 

1 ai tue ou d'orge ; mais des sol utions contenant 0,05 mg/l montrent encore 

in fa i l  1 iblement u n  f a ib l e  pouvoir inhibiteur.  

L'inhibition due à l 'appl icat ion exogène d'ABA e s t  cependant 

réversible puisque 1 ' inhibition déclenchée par 1 'application d'une solution 

à 100 mg/l pendant 40 h e s t  entièrement levée par un lavage des graines 

pendant une heure. 



Rappelons que l e s  dosages d ' a c i d e  cin absc iss ique  l i b r e  dans 

l e s  eaux de trempe s i t u e n t  l a  concen t ra t i on  vers  C,C10 mg/l en noyenne. Il 

n ' e s t  donc pas imposs ib le  que l e s  i n h i b i t i o n s  observées s o i e n t  dues à l a  

concen t ra t i on  exogène d ' a c i d e  absc iss ique  dans l ' e a u  de trempe, s ' a j o u t a n t  

à 1'ABA endogène e t  aux ac ides  phénol iques. 

3 - DISCUSSION - CONCLUSION 

La méthode d ' ana l yse  comprenant l ' e x t r a c t i o n  à p a r t i r  d 'une  

eau de trempe e t  l e  dosage p a r  chromatographie l i q u i d e  à haute p ress ion  

de l ' a c i d e  G n  absc iss ique e s t  pa r f a i t emen t  mise au p o i n t  e t  donne de bons 

r é s u l t a t s  ; d i ve rses  amé l i o ra t i ons  se lon des op t i ons  d i f f é r e n t e s  pou r ron t  

peQt -ê t re  y ê t r e  apportées dans un t r è s  proche aven i r .  

3.1.  AMELIORATION DE L'EXTRACTION 

Il semble, d ' ap rès  nos r é s u l t a t s  q u ' i l  se ra  d i f f i c i l e  d'amél i o -  

r e r  l e  rendement même de l ' e x t r a c t i o n  mais il d o i t  ê t r e  p o s s i b l e  de l a  rendre  

p l  us s é l e c t i v e .  

P lus ieu rs  s o l v a n t s  organiques o n t  é t é  t e s t é s  l o r s  de l a  p u r i f i -  

c a t i o n  à pH 9. Rappelons q u ' à  ce s tade  l ' a c i d e  absc iss ique  demeure dans l a  

phase aqueuse, l e  b u t  de l a  phase organique é t a n t  de s o l u b i l i s e r , a f i n  de 

pouvo i r  é l i m i n e r , l e  p lus  d ' impu re tés  poss ib l e .  Le bu tano l  sa tu ré  d 'eau en- 

t r a î n e  l o r s  de l a  chromatographie une déformat ion du p i c  d ' a c i d e  a b s c i s s i -  

que, l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  e t  l e  ch lo ro fo rme même à pH 9 d o i v e n t  s o l u b i l i s e r  

t r o p  d ' a c i d e  absc iss ique  pu isque l e s  rendements son t  respect ivement  de 45 

e t  46 %. 

Il peut  p a r a î t r e  l o g i q u e  e n f i n  de commencer 1  ' e x t r a c t i o n  à 

pH 2 e t  de l a  p u r i f i e r  e n s u i t e  à pH 9. Ceci impose s i  l ' o n  r e s t e  à pH 9 

d ' ê t r e  en présence d'une phase aqueuse q u ' i l  f a u t  concen t re r ,  en présence 

d ' a z o t e  ou p l  us simplement en présence d ' u n  an t ioxydant ,  l e  b u t y l  hydroxy- 

t o l uène  (BHT). Les rendements son t  v o i s i n s  de ceux que nous obtenons pa r  

n o t r e  méthode mais l o r s  de l a  concen t ra t ion ,  nous concentrons aussi  l e  BHT 

e t  ses impuretés ce qu i  nous o b l i g e ,  après é l u t i o n  de l ' a c i d e  absc iss ique,  

d ' a t t e n d r e  l e  passage de l ' é t a l o n  i n t e r n e  e t  à l ' a i d e  d ' u n  g r a d i e n t  d ' é l u -  



tion enrichi en méthanol, d'éluer des impuretés entre 28 et 30 mn. 

L'avantage de notre méthode est de travailler de manière 

isocratique ce qui évite de devoir reconditionner la colonne entre deux 
injections. Il suffit d'attendre la sortie de notre étalon interne, l'a 
naphtol (figure 18), élué à 14,3 mn, qui n' interfère avec aucun autre 

composé pour pratiquer rapidement l'injection suivante. 

Il semble que l'extraction pourrait être réalisée soit avec 
des cartouches Sep-pak garnies de silice (HUBICK, 1980) soit avec du poly- 

clar AT (PVP) ou même en combinant ces deux techniques qui permettraient 

d'éliminer une grande quantité d'impuretés et notamment de composés phéno- 

l iques . 

3.2. LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE, ETAPE INTERMEDIAIRE 

Après extraction et concentration, nous avons essayé de purifier 

davantage notre échantillon à l'aide d'une chromatographie sur cauche mince 

de gel de silice contenant un indicateur fluorescent. Le solvant retenu est 
1 e mélange benzène / éthyl acétate / acide acétique (75/25/5), 1 e Rf de 

l'acide cin-abscissique est de 0,48. Pour mémoire, on peut signaler que les 

isomères ~ 2 ,  et ;trtaMn se séparent très bien par chromatographie sur plaque, 

l'isomère ;ttta~n ayant un Rf de 0,55 et l'acide 6 indolyl acétique un Rf de 
0,62. Précisons que la détection de l'acide abscissique se fait exclusivement 

avec une lampe UV à courte longueur d'onde 254 nm et qu'il est obligatoire 

de protéger la migration de l'échantillon puisqu'une telle longueur d'onde 

induit une isomérisation. 

La séparation acide abscissique - acides phénoliques est nette, 
donc la purification effective, mais deux nouveaux problèmes peuvent surgir : 

- cette étape supplémentaire entraîne, comme nous l'avons déjà 
signalé une dilution de notre échantillon puisque le dépôt ne correspond pas 

à 1 a total i té de 1 'échanti 11 on extrait concentré ; 
- la récupération impose une redissolution, une concentration 

supplémentaire mais surtout des rendements relativement faibles de récupéra- 

tion puisque voisins de 50 %. 

Dans un premier temps, nous avons utilisé l'éthyl acétate saturé 

d ' eau puis 1 ' éthyl acétate pur afin de réextrai re 1 ' ABA. Chacune de ces deux 



méthodes e n t r a î n e  un p i c  p a r a s i t e  su r  l e  chromatogramme à 8,3 mn a l o r s  que 

1 'ABA e s t  é l  ué à 8,9 mn. Même un lavage de nos plaques de s i  1  i ca -ge l  ( s o l  - 
van t  acé ta te  d ' é t h y l e  / a c i d e  acé t ique  95/5) préa lab lement  à l a  r é a c t i v a t i o n  

des plaques n ' é l i m i n e  pas ce  p i c  p a r a s i t e  ; ce d e r n i e r ,  par  con t re ,  n 'appa- 

r a î t  pas s i  l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  concentrée e s t  chromatographiée. 

Le méthanol nous a, pour 1  ' i n s t a n t ,  donné 1 es mei 11 eurs  rende- 

ments de récupé ra t i on  s o i t  48 à 50 %. 

Nous n'avons pas abandonné, pour  l ' i n s t a n t ,  c e t t e  techn ique  

de p u r i f i c a t i o n  p a r  chromatographie s u r  couche mince c a r  e l l e  se r é v è l e  

p réc ieuse  s i  l ' o n  veut  q u a n t i f i e r  l ' a c i d e  absc iss ique  dans l ' o r g e .  

3.3. DOSAGE DE L'ACIDE ABSCISSIQUE DANS L'ORGE 

Précédemment nous avons dé tec té  des q u a n t i t é s  impor tantes 

d ' ac i des  phénol iques dans l e s  enveloppes de l ' o r g e .  Une p u r i f i c a t i o n  i n s u f -  

f i s a n t e  en t ra îne  l a  présence de p i c s  impor tan ts  dus à ces acides q u i  peuvent 

gêner l a  dé te rm ina t i on  de l ' a c i d e  absc iss ique .  

Nous avons r é a l i s é  ces dosages su r  d i f f é r e n t e s  v a r i é t é s  d ' o r g e  

( f i g u r e  28), l e s  e x t r a c t i o n s  se f a i s a n t  s e l o n  l a  méthode mise au p o i n t  

mais auss i  par  l ' i n t e r m é d i a i r e  d 'une  chromatographie s u r  couche mince. 



Figure  no 28 - DOSAGE DE L ' A C I D E  ABSCISSIQUE DANS UNE ORGE 2RH SONJA 



Les r é s u l t a t s  correspondant à d i f f é r e n t e s  va r ié tés  d 'orges 

exprimés dans l e  Tableau X X V  montrent que l e s  méthodes avec ou sans chroma- 

tographie sur  couche mince donnent des va leurs  sensiblement ident iques avec 

un taux de récupéra t ion  à p a r t i r  des chromatographies sur  plaques de 50 %. 

SONJA NYMPHE ARAM 1 R MENUET ) 

E x t r a c t i o n  2 RH 6 RH 2RP 2RP ) 
---------------- ---------------- ---------------- --------------- 

p H 9 p u i s p H 2  : 0,08mg/kg 1 : détecté mais i 
éthe r  d i é t h y l i q u e  : 1 O,@6 mg/kg 1 ' y o 5  mg/kg :non ca l cu lab le  1 

j 

chromatographie : 
1 

su r  couches : 0,10 mg/kg : 0,075 mg/kg : non déterminé : non détecté ) 
minces s i  1 ic t t -gel  : 1 

TABLEAU X X V  - DOSAGE DE L'ACIDE ABSCISSIOUE 

DANS DIFFERENTES VARIETES D'ORGES 

Il nous es t  donc poss ib le  actuel lement  de doser 1 ' ac ide  abscis- 

s ique dans l e s  premières eaux de trempe e t  dans l ' o r g e  même. Nous pensions 

au début de no t re  t r a v a i l  que l e s  acides phénoliques Souaient un r ô l e  pré- 

dominant dans l ' i n h i b i t i o n  de germinat ion. Leurs concentrat ions,  f a i b l e s  par 

rappor t  à ce1 1 es exigées pour i n d u i r e  une v é r i t a b l e  i n h i b i t i o n  ind iquent  

que, seuls, i l s  ne su f f i sen t  probablement pas pour i n h i b e r  l a  germinat ion 

de semences. 

L ' a c i d e  abscissique, phytohormone responsable de l ' i n d u c t i o n  

de l a  dormance s ' e s t  révélée ê t r e  un composé possédant un pouvoi r  i n h i b i t e u r  

beaucoup p l u s  important .  Ce t te  hormone peut a l o r s  nous i n t é r e s s e r  pour deux 

ra isons d i f f é r e n t e s .  

Nous avons montré que l o r s  de l a  trempe, l ' a c i d e  cin abscis- 

sique l i b r e ,  donc a c t i f ,  pouva i t  ê t r e  s o l u b i l i s é  dans l ' e a u  de trempage, 

à des concent ra t i  ons f a i  b l  es ce r tes  (0,015 mg/l ) mais néanmoi ns proches 

de concentrat ions en t ra înant  encore un f a i b l e  pouvoi r  i n h i b i t e u r  (0,05 mg/l ) . 

Lors de l ' é p u r a t i o n  physico-chimique, nous avons montré q u ' i l  

y a v a i t  é l i m i n a t i o n  d 'ac ides phénol iques, ce qu i  r é d u i r a i t  l e  r i sque  de v o i r  



ces acides se  concentrer au cours de recyclages successifs e t  parvenir ainsi  

à des concentrations inhibi t r ices .  Le même risque e s t  couru avec l ' ac ide  
abscissique mais la  différence de concentration entre une solution possédant 

u n  pouvoir inhibiteur (0,05 mg/l) e t  1 'eau de première trempe (0,015 mg/l ) 

e s t  infime par rapport à ce l l e  des acides phénoliques. 

Il faut préciser que l e s  trempes ultérieures sont beaucoup 

plus diluées en composés inhibiteurs e t  lors  de 2 essais ,  nous ne sommes 
jamais parvenus à mettre l ' a c ide  abscissique en évidence. Il nous restera 
cependant à vér i f ie r ,  l o r s  d 'essais  au stade pi lote  qui devraient avoir 
l ieu  prochainement que l ' a c ide  abscissique s 'élimine bien en t o t a l i t é  ou 

au moins en part ie  lors  du traitement. La première eau de trempe qui e s t  
l a  plus chargée, en acides phénoliques e t  en acide abscissique e s t  d ' a i l l eu r s  

diluée une première fo i s  avec l 'eau des trempes ul tér ieures ,  e t  une seconde 

fo is  avec u n  appoint d'eau propre nécessaire. 

Une prochaine expérimentation en pi lote  devrait nous permettre 

de t i r e r  l e s  premières conclusions à u n  niveau quasi industriel sur l 'épura- 
t ion des eaux de trempe, mais aussi sur la  poss ib i l i té  de les  recycler sans 
risques pour 1 es germi nations futures.  

Notre étude nous ayant conduit vers l e  dosage d'une phytohormone, 
l e  deuxième axe d ' i n t é rê t  se  trouvait  ê t re  l a  dormance, s o i t  l e  potentiel 

de germination d'une semence à u n  moment donné. Cette dormance revêt u n  
aspect essentiel pour l e  mal teur ,  e t  rappelons nous que 1 'une des princi- 

pales phases du maltage e s t  précisément une germination. Chaque année, 
l ' indus t r ie l  doit  donc attendre que la  dormance s o i t  levée avant de fabriquer 

du malt à par t i r  d'orge de l a  dernière récolte.  Nous avons vu que des moyens 
physiques te l  1 es une basse température peuvent lever 1 a dormance ; i l  n ' e s t  
bien sûr pas possible de mettre en oeuvre de t e l s  moyens au stade industr ie l .  

Peu de composés chimiques, même parmi les  hormones permettent de lever 
complètement cet é t a t  ( f igure 29) .  



fi %de germination sur la laitue à 20'~ 

A cyto:tinine C,05mPk4 
&3 ternoin eau 

D cytokinine Q5mM 9 ABA 0,04mM 

Figure  no 29 - EFFETS DE L'ACIDE ABSCISSIQUE ET D'UNE CYTOKININE 

SUR LA GERMINATION EN PRESENCE D'ACIDE GIBBERELLIQUE 

( d  ' après KHAN, 1968) 

L ' a p p l i c a t i o n  de cy tok in ine  e t  d ' ac ide  g i b b é r e l l i q u e  ne permet 

pas une germinat ion normale en présence d ' a c i d e  abscissique, même lorsque 

l e s  doses de ces phytohormones de croissance sont  10 f o i s  p lus élevées que 

1 es concentrat ions d 'ac ide  absci  ssique. 

11 e s t  apparu q u ' i l  s e r a i t  d i f f i c i l e  de c o r e l l e r ,  a i n s i  que 

nous pensions 1 e f a i  re,  l a  levée de dormance avec une d im inu t i on  de l a  teneur 

de l ' o r g e  en acide absciss ique.  S i  l ' a c t i o n  de c e t t e  phytohormone dans 

l ' i n d u c t i o n  de l a  dormance e s t  unanimement reconnue, son r ô l e  dans l e  main t ien  

d ' u n  é t a t  dormant r e s t e  t r è s  d i scu té .  

L ' é t a t  de dormance p o u r r a i t ,  en e f f e t ,  r é s u l t e r  de l a  ptébence 

d'une subshnce inkibb%ice aotive q u i  p o u r r a i t  ê t r e  1 ' ac ide  abscissique, mais 



auss i  l ' a c i d e  B i n d o l y l  acé t i que  à f o r t e  concen t ra t i on  e t  e n f i n  de L'absence 

d'une aubsXance de mohsance e s s e n t i e l  l e .  

L'embryon s e r a i t  donc sous l a  dépendance d ' u n  é q u i l i b r e  dynamique 

q u i  s ' i n s t a u r e  e n t r e  p l u s i e u r s  hormones, l e u r s  systèmes de r é g u l a t i o n  e t  p ro -  

bablement l a  présence d ' ac i des  phénol iques j ouan t  un r ô l e  d ' e f f e c t e u r s  de 

ce r t a i nes  r é a c t i o n s  d ' a c t i v a t i o n  ou d '  i n a c t i v a t i o n  hormonale. 

Dans c e t t e  hypothèse, l e  dosage de l ' a c i d e  absc iss ique  en t a n t  

que composé "mmqueuh" permet tan t  de dé te rminer  rapidement l a  l e v é e  ou non 

de l a  dormance se r é v è l e  net tement  i n s u f f i s a n t ,  mais on peu t  ape rcevo i r  

l ' i n t é r ê t  d ' u n  "bi lan  hatrmanczt" comprenant l e  dosage de phytohormones c i b l e s  

q u i  p o u r r a i e n t  ê t r e  dans un p remier  temps l ' a c i d e  absc iss ique,  l ' a c i d e  

i n d o l y l  acé t ique  e t  1  ' ac i de  g i b b é r e l l  i que .  



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  
........................................ 



Le b u t  de ce t te  étude é t a i t  d'une part de participer à l a  mise 
au point de l 'épuration par voie physico-chimique de l ' eau  de trempe en 

malterie e t  d 'au t re  par t ,  de rendre compte de la  composition de ce t te  eau 
en acides phénoliques. 

Le traitement d'épuration devrait ê t r e  t e s t é  t r è s  prochainement 

au stade pi lote  puis au niveau industriel e t  s'accompagnera alors d'un 

recyclage de 1 'eau épurée pour les trempes suivantes. 

Lorsque l 'eau t r a i t é e  e s t  recyclée, i l  s 'avère nécessaire d'en 
connaître l a  composition l e  plus complètement possible afin de détecter 

e t  de prévenir d'éventuel les  concentrations en composés inhibiteurs de 1 a 
germination. Gardons en souvenir, à cet e f f e t ,  les  problèmes engendrés 

dans l e  bon fonctionnement d'une s tat ion d'épuration biologique, problèmes 

résultant peut-être de l ' a c t i v i t é  antimicrobienne due à l a  concentration 

des acides phénol iques 1 ors de recycl ages suscessi f s  . 

L'eau de première trempe contient des composés beaucoup plus 

a c t i f s  que les  acides phénoliques, ce sont les  phytohormones e t  parmi cel les-  
c i  1 'acide &-abscissique. 

L'acide &-abscissique possède une action antagoniste vis-à-vis 

de toutes les  hormones de croissance, e t  notamment de l ' a c ide  gibbérellique, 

hormone d '  importance primordiale pour 1 e mal teur puisqu'ell e contrôle 1 a 

synthèse d'enzymes dont l'a-amylase. Le dosage e t  l 'é tude de l ' ac ide  abscis- 
sique pose u n  nouveau problème qui e s t  ce1 ui de l a  dormance. Des variétés 

d'orges caractérisées par une t r è s  faible  dormance possèdent des taux d'acide 

& abscissique particulièrement faible  (GOLDBACK, 1977), ce qui permet de 

r e l i e r  la  dormance ou plus exactement son induction à l a  concentration 

hormonale . 

Le mode d'action complet des phytohormones reste  cependant 

encore méconnu, mais i l  apparaît comme certain que l a  réduction seule de 

l ' a c i d e  cin abscissique ne s u f f i t  pas à lever l a  dormance e t  donc à permet- 

t r e  l a  germination. Il semble que l'embryon répondrait à u n  é t a t  d 'équi l i -  

bre qui s ' i n s t au re ra i t  entre l e s  différentes phytohormones d'où la  nécessité 

de pratiquer u n  véritable bilan hormonal permettant de suivre les  concentra- 
t ions en acides abscissique, gibbérellique, f3 indolyl acétique e t  éventuel- 



lement l e s  cy tok in ines .  Il f a u d r a i t  é t a b l i r  des r e l a t i o n s  avec l e s  d i f -  

f é ren ts  acides phénoliques q u i ,  s ' i l s  ne sont pas directement responsables 

de l a  t o t a l i t é  de l ' i n h i b i t i o n ,  créée par  1 'eau de trempe, i n f l u e n t  sur  

d i f f é r e n t e s  a c t i v i t é s  hormonales. 

Par a i l  l eu rs ,  il ne f a u t  pas négl i g e r  l e s  renseignements apportés 

par  une analyse chimique p l u s  c lass ique,  mais l a  p l u s  complète poss ib le  

de l ' e a u  de trempe (CUVELLIER, 1980). 

Une concent ra t ion  élevée en ions  potassium peut f r e i n e r  l ' a c t i o n  

i n h i b i t r i c e  de l ' a c i d e   ci^ absciss ique (DAVIES, 1980) o r  nous savons que 

l e s  premières eaux de trempe sont  pa r t i cu l i è remen t  r i c h e  en potassium 

(200 à 500 mg/l e t  p a r f o i s  même 1 g / l ) .  Ces concentrat ions élevées pourront  
a v o i r  une grande importance s i  l ' o n  considère avec TEEWF,VAS (1976) que l e s  

substances de cro issance peuvent i n i t i a l e m e n t  par  une m o d i f i c a t i o n  de f l u x  

ion iques i n d u i r e n t  l e s  t ransformat ions biochimiques a t t r i buées  aux hormones. 

On ne peut, en e f f e t ,  r é f u t e r  à 1 ' hypothèse selon laque1 l e  l e s  hormones 

a g i r a i e n t  en i ndu isan t  une m o d i f i c a t i o n  des t ranspor t s  ion iques e t  simul tané- 

ment par  a c t i o n  d i r e c t e  sur  des composants c e l l u l a i r e s ,  l e s  membranes e t  des 

enzymes ce qu i  ouvre un t r è s  l a r g e  éven ta i l  de recherche. 

La compréhension de ces phénomènes e t  s u r t o u t  des modes d ' a c t i o n  

e s t  vraiment fondamentale a f i n  d 'app l i que r  l e s  r é s u l t a t s  de ces t ravaux de 

recherches dans 1 ' i n d u s t r i e  de l a  ma l te r i e ,  en min imisant  l e s  r i sques d ' e r -  

reurs .  Cela pourra conduire à des incidences en sé lec t ion ,  en agronomie e t  

su r  1 es aspects économiques en mal t e r i e .  



A N N E X E S  



A N N E X E  1 

DETERMINATION DE LA DEMANDE CHIMIQUE E N  OXYGENE DCO 
................................................... 

La "demande chimique en oxygène" ( D C O )  e s t  l a  quantité d'oxy- 

gène exprimée en milligrammes, qui e s t  consommée par l e s  matières, oxydables 

dans les  conditions de 1 ' e s sa i ,  contenues dans 1 1 i t r e  d'eau. 

PRINCIPE 

Les matières oxydables dans les  conditions de 1 ' essa i ,  contenues 

dans l ' eau  sont oxydées par u n  excès de dichromate de potassium en milieu 

acide e t  à l ' é b u l l i t i o n ,  en présence de su l fa te  d'argent (jouant u n  rô le  

de catalyseur d'oxydation) e t  de sulfate  de mercure (agent complexant des 

ch1 orures) . 

L'excès de dichromate e s t  déterminé à l ' a i d e  d'une solution 

t i t r é e  de sulfate  de f e r  ( I I )  e t  d'ammonium. 

REACT 1 FS 

1) Sulfate de mercure ( I I )  en cristaux (Hg S04) 

2 )  Acide sulfurique dans lequel e s t  dissous du sulfate  d'argent : 

Dissoudre du su l fa te  d'argent en cristaux, dans de l ' a c ide  

sulfurique ( d  1,84) à raison de 6,6 g/l 

3 )  Solution de su l fa te  de f e r  ( I I )  e t  d'ammonium, environ 

0,25 N : 

Dissoudre 98 g de sulfate  de f e r  ( I I )  e t  d'ammonium (Fe S04 

( N H 4 )  S04. 6H20) dans de 1 ' eau 

Ajouter 20 ml d'acide sulfurique (d  1,84) e t  compléter à 

1 l i t r e  avec de l ' eau  d i s t i l l é e  

Déterminer chaque jour l e  t i t r e  de l a  solution à I 'aide de 

l a  solution de dichromate 

4) Dichromate de potassium 0,25 N 

Dissoudre dans de l 'eau 12,2588 g, pesés à 0 , l  mg près de 

dichromate de potassium (K2Cr20,) préalablement séché à llO°C 

pendant 2 heures. Di1 uer à 1000 ml en f iaule  jaugée 



5) Solution de ferroïne 

Ut i l i se r  une solution commercialisée ou dissoudre 1,485 g 

de 1.10 phénantroline e t  0,695 g de sulfate  de f e r  (FeS04 

7H20) dans de 1 'eau. Compléter à 100 ml . 

MODE OPERATOIRE 

V = 50 ml Lorsque l 'échant i l lon a une DCO supérieure à 

800 mg d'oxygène par l i t r e ,  procéder à une dilution avec de l 'eau avant de 

prélever 1 a prise d ' e s sa i .  

Introduire la  pr ise  d'essai dans l e  ballon. Ajouter 1 g de su1 - 
f a t e  de mercure puis 5 ml d 'acide sulfurique ( 2 )  e t  dissoudre. 

Ajouter 25 ml exactement mesurés de solution de dichromate 

( 4 )  puis 70 ml d 'acide sulfurique ( 2 ) .  

Introduire quelques b i l l e s  de verre, adapter u n  réfrigérant e t  

f a i r e  boui l l i r  pendant deux heures. 

Laisser re f ro id i r  e t  étendre à 350 ml environ avec de l ' e a u ,  

ajouter quelques gouttes de ferroïne e t  réduire l 'excès de dichromate à 

1 'aide de 1 a solution de su l fa te  de f e r  e t  d'ammonium (3 ) .  La coloration 

passe du vert  au rouge violacé. 

Essai à blanc : Effectuer pour chaque sé r i e ,  u n  essai à blanc 

en remplaçant l a  pr ise  d 'essai par 50 ml d'eau. 

EXPRESSION DES RESULTATS 

Soient : 

V l  l e  volume en mil 1 i l  i t r e  de sol ution de su1 f a t e  de f e r  e t  

d'ammonium u t i l i s é  pour la  détermination 

Vo l e  volume en m i l l i l i t r e  u t i l i s é  pour l ' e s sa i  à blanc 

T l e  t i t r e  exprimé en normalité de l a  solution de sulfate  

de f e r  e t  d'ammonium 



V le volume en millilitre de la prise d'essai 

La demande chimique en oxygène, exprimé en milligrammes d'oxy- 

gène par litre est donnée par l'expression 



A N N E X E  2 

TEST DE GERMINATION 

MATERIEL 

Boîte de Pétri diamètre 9,O cm 

F i l t r e  sans cendres diamètre 9,C cm 

Semences de l a i tue  

MODE OPERATOIRE 

Placer deux f i l t r e s  superposés dans 1 a boîte de Pétri ; 1 es 

humecter avec 4 ml de l a  solution à t e s t e r .  Déposer sur les  f i l t r e s  50 se- 

mences de l a i tue ,  l e  plus régulièrement possible. Fermer l a  boîte de Pétri 

e t  mettre à l 'obscuri té  à 20" I 1°C pendant 42 heures, avant de dénombrer 

les  semences germées. 

On calcule l e  pourcentage d ' inhibi t ion par rapport à u n  essai 

témoin réa l i sé  avec 4 ml d'eau d i s t i l l é e .  

germination dans l 'eau % - germination dans l a  solution t e s t  % 
% Inhibition = 

germination dans 1 'eau % 

REFERENCE 

Seed Science and Technology , 1976, - 4 ,  4 ,  664-680. 



A N N E X E  3 

DOSAGE GLOBAL DES COMPOSES PHENOLIQUES 
...................................... 

MATERIEL 

Spectrophotomètre en lumière vis ible  avec cuvettes de 10 mm 
Lai ne de verre 

REACT 1 FS 

Tungstate de sodium Na2W04, 2H20 

Acide phosphomolybdique H3 ( M O ~ O ~ ~ ) ~ ]  xHZO 

Acide phosphorique H3P04, 85 % 

Carbonate de sodium (anhydre) Na2C03 

Carbonate de sodium (hydrate) Na2C03, 10H20 

Acide tani que 

PREPARATION DU REACTIF DE FOLIN-DENIS 

Le réactif  e s t  obtenu en mélangeant 750 ml d'eau, 100 g de 

tungstate de sodium, 20 g d'acide phosphomolybdique e t  50 ml d'acide 

phosphorique. On chauffe sous reflux pendant deux heures e t  après refroi-  

dissement, on complète à 1 l i t r e .  

On u t i l i s e  aussi une solution de carbonate de sodium préparée 

en dissolvant, à 70 ou 80°C, 35 g de carbonate de sodium anhydre dans 100 ml 

d'eau. Après avoir la i ssé  r e f ro id i r  pendant une nui t ,  on provoque l a  c r i s t a l  - 
l i s a t ion  dans l a  solution sursaturée en ajoutant u n  c r i s t a l  de Na2C03, 10H20. 

Après c r i s ta l  1 i sa t ion ,  on f i l t r e  sur laine de verre. 



MODE OPERATOIRE 

Pour e f f e c t u e r  l e  dosage,  on p a r t  d ' u n e  p r i s e  d ' é c h a n t i l l o n  

de  10 ml que 1  ' o n  p l a c e  dans  une f i o l e  j augée  de  100 ml c o n t e n a n t  e n v i r o n  

70 ml d ' e a u .  On a j o u t e  5 ml d e  r é a c t i f  d e  Fol in-Denis  e t  10 ml d e  l a  

s o l  u t i o n  d e  c a r b o n a t e  de  sodium ; on d i 1  ue avec  d e  1  ' eau  j u s q u ' à  100 ml . 
Après a g i t a t i o n ,  on dé te rmine  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  à 750 mu dans  une c u v e t t e  

de  10  mm p a r  r a p p o r t  à un b l a n c  p r é p a r é  à p a r t i r  d ' e a u  d i s t i l l é e .  

Le r é s u l t a t  s ' e x p r i m e  en mg/l d ' a c i d e  t a n i q u e ,  en comparant 

avec  une courbe é t a l o n  p r é p a r é e  à p a r t i r  d ' u n e  s o l u t i o n  de  r é f é r e n c e  obtenue 

en d i s s o l v a n t  100 mg d ' a c i d e  t a n i q u e  dans 1 l i t r e  d ' e a u .  

REFERENCE 

Pasca l  RIBEREAU-GAYON, 1968 

"Les composés phéno l iques  d e s  végétaux"  

Dunod, P a r i s  , 52-53. 



ANNEXE 4 

PREPARATION DES PLAQUES DE SILICA-GEL ET DE CELLULOSE 

PLAQUES DE GEL DE SILICE 

On mélange 30 g de gel de silice G (Merck) et 0,5  g d'indicateur 

de fluorescence F254 (Merck) avec 65 ml d'eau distillée. 

Agiter aussitôt le mélange manuellement pendant 60 secondes 

et verser la suspension assez fluide mais homogène dans l'étaleur réglé au 

préalable sur 250 d'épaisseur. 

Il est important, pour obtenir des épaisseurs de couches rigou- 
reusement constantes de fixer le temps d'agitation avec précision car la 

suspension contient du plâtre et "prend" en quelques minutes. 

On laisse les plaques en place jusqu'à ce que la surface devienne 

mate ce qui demande environ 15 mn. 

L'activation se fait à 105°C pendant 45 mn. Afin de faciliter 

1 a circulation de 1 ' air 1 ors de cette opération, 1 es plaques sont déposées 
verticalement sur 1 eur portoir pendant le passage à 1 'étuve. 

Le stockage se fait dans un dessicateur garni de gel de silice 

bleu afin d'éviter une perte d'activité à 1 'air humide. 

PLAQUES DE CELLULOSE 

On pèse 17 g de ce1 lulose MN 300 (Macherey-Nage1 ) qu' i l  est né- 

cessaire d'homogénéiser avec 120 ml d'eau distillée. 

L'étalement des couches est grandement facilité et celles-ci 

sont plus lisses si l'homogénéisation est électrique. Nous avons utilisé 

un homogénéiseur Virtis à couteaux pendant 2 mn. 



On é t a l e  e n s u i t e  l a  suspension pour o b t e n i r  des couches de 

350 d ' épa i sseu r .  B ien  que ne contenant  pas de l i a n t ,  l a  c e l l u l o s e  adhère 

t r è s  f o r t emen t  aux plaques de ve r re .  

On l a i s s e  l e s  plaques sécher une n u i t  à l a  température ambiante. 

Pour o b t e n i r  une l i g n e  de f r o n t  r é g u l i è r e ,  on é l  im ine  à 1 ' a i d e  

d 'une  spa tu le  une bande marg ina le  d ' e n v i r o n  3 mm avant  1 ' u t i l i s a t i o n .  

REFERENCES 

RANDERATH K. , 1971 

"Chromatographie s u r  couches minces" 

Gauth ier -V i  11 a rs ,  P a r i s  , 25-43. 

STAHL E., 1969 

"Th in  Layer Chromatography" 

Egon Stahl  , 2ème Ed., B e r l  i n  He ide lberg  New-York, 

8-23, 37-39, 52-70. 
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