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INTRODUCTION



Dans le cadre des activités de recherches de la Chaire de Mal-
terie-Brasserie a 1'ENSIA, une série d'études a été entreprise depuis 1977
sur le théme général du recyclage des eaux de trempe en malterie.

Si le probléme de 1'alimentation en eau de son usine a toujours
préoccupé le malteur, qu'il s'agisse de la qualité ou de la quantité, le
probléme des eaux résiduaires, de leur traitement et 1'étude de Teur recy-
clage a été abordé plus récemment. Généralement, les eaux résiduaires re-
joignaient la riviére, ou se mélaient plus anonymement aux effluents ur-
bains (LAVARDE, 1978). Le nombre restreint de publications scientifiques
et techniques comportant une étude détaillée et surtout quantitative des
composants de 1'eau de trempe et de son pouvoir inhibiteur sur 1'embryon
de T'orge témoigne du peu d'intérét porté jusqu'a présent a ces problémes.

L'eau et 1'énergie sont devenues, au seuil de la nouvelle décen-
nie deux préoccupations importantes pour 1'industriel. Un effort important
pour la préservation du milieu est en cours, mais méme si les eaux de fora-
ge demeurent les plus intéressantes sur le plan industriel, certaines eaux
utilisées comme matiére: premiére pour la fabrication de produits élaborés
nécessitent des traitements de préparation poussés (BOULENGER, 1980).

Les différentes activités humaines qui utilisent 1'eau la rejet-
tent aprés usage, modifiée dans son état physique et chimique, chargée de
diverses substances qui Ta rendent plus ou moins impropre & d'autres usages
et perturbent le milieu naturel (LAVARDE, 1980). Un des problémes les plus
importants créés par la pollution est Ta diminution du taux d'oxygéne dans
les riviéres, ce qui nuit & la vie. Ceci s'explique par le fait que les ma-
tiéres rejetées s'oxydent et que des microorganismes se nourrissant des
déchets consomment de 1'oxygéne (ZAOUCHE, 1981). I1 est trés rare qu'une
poliution ait pour origine 1'intention de nuire. La pollution vient essentiel-
lement de ce que 1'éviter colte cher ; qu'il s'agisse d'un colt d'attention
ou d'un colt financier. Les Agences de Bassin ont une politique de promotion
de la lutte contre 1a pollution par une incitation financiére "qui pollue
paie". Des redevances calculées sur les flux de pollution rejetés et sur
les volumes d'eau prélevés sont versées aux agences ; le produit de ces rede-
vances aidant industriels et collectivités locales a mettre en place des

installations de lutte contre la pollution et d'économies d'eau.



Le suivi de Ta qualité des eaux superficielles effectué depuis
1971 a montré que les efforts réalisés pour Tutter contre la pollution re-
présentée par les matiéres oxydables, en suspension et toxiques, commen-
caient a porter leurs fruits. En régle générale, 1a teneur en oxygéne dis-
sous des riviéres s'est accrue depuis 1974, la demande biologique et chimi-
que en oxygéne ayant diminué. I1 apparait cependant que pour de nombreu-
ses riviéres, les facteurs limitant leur qualité deviennent les composés
de 1'azote et le phosphore dont les teneurs ont par contre augmenté au cours
de cette méme période (Anonyme, 1981).

Les mesures prises ont donc permis une réduction notable de la
pollution avec Te désir dans un second temps de conduire & une économie
d'eau par réutilisation éventuelle des eaux épurées.

Le recyclage des eaux résiduaires est possible dans tous les
cas ol 1'eau est utilisée pour le refroidissement, le lavage et lorsque
moyennant des dépenses relativement faibles, on peut par un traitement

approprié la rendre a nouveau "propre" pour 1'usage prévu (MEINCK, 1977).

Si on veut recycler 1'eau de trempe en malterie, il faut en
connaitre la composition en ses différents constituants et leur role es-
sentiel sur le déroulement de la germination.

La premiére étape de notre étude consistait a étudier les
possibilités de recyclage des eaux de trempe aprés un traitement de type
physico-chimique destiné & réduire autant que possible la quantité de ma-
tiéres organiques présentes dans ces eaux qui, dans 1'optique d'un recy-
clage, pourraient favoriser un développement de microorganismes et a en-
lever ou neutraliser les inhibiteurs de germination.

La seconde partie de ce travail avait pour but d'isoler et
de quantifier dans ces eaux les principaux composés inhibiteurs afin de
rendre compte de leur potentiel respectif d'inhibition et de leur devenir
pendant le traitement physico-chimique d'épuration.



GENERALITES




Afin de situer cette étude sur le recyclage des eaux de trempe
dans la technologie de la malterie et ses possibles répercussions écono-
miques 3 il peut s'avérer utile, en premier lieu de résumer bridvement les
différentes étapes qui de 1'orge nous conduisent au malt. La malterie est
une industrie qui transforme 1'orge sélectionnée, aux caractéristiques bota-
niques, biologiques et biochimiques bien déterminées, en malt ; matiére
premiére essentielle dans la fabrication de la biére.

Dans 1e contexte mondial, 1a malterie francaise avec une produc-
tion de 1 046 610 Tonnes de malt en 1980 (Bios, 1981) se situe au 4éme rang
des pays producteurs ; toutefois, par le chiffre de ses exportations, elle
est le premier exportateur mondial (748 000 Tonnes, soit 71,5 % de sa
praduction).

1l - L'ORGE : ESPECES ET ANATOMIE

Les orges brassicoles appartiennent essentiellement a deux
grandes espéces ; les orges a deux rangs et les orges a six rangs. Les
orges a deux rangs sont généralement des orges de printemps (2RP) et les
orges a six rangs des orges d'hiver (6RH) mais i1 existe quelques variétés
d'orge & deux rangs d'hiver (2RH) et & six rangs de printemps (6RP) (ROUILLER,
1979). Une des particularités intéressantes de 1'orge est d'étre un grain
vétu, c'est-a-dire que Tes glumelles adhérent au grain et ne s'en séparent
pas au battage. Une coupe longitudinale laisse ainsi apparaitre trois parties
principales :

- les enveloppes ;

- 1'albumen ;

- le germe.



glumelle inférieure u/{lixv glumelle supérieure
péricarpe
testa
aleurone

embryon albumen

plumule Nom

radicule

Coupe schématique longitudinale
d'un grain d'orge (d'aprés BISHOP)

1.1. LES ENVELOPPES

Elles sont constituées de plusieurs membranes qui sont de
1'extérieur vers 1'intérieur :

- Tes glumelles, adhérentes dans le cas de 1'orge ;

- le péricarpe, ces deux enveloppes entourent complétement e
grain ;

- le testa qui n'entoure pas le germe et jouera un réle impor-
tant a Ta trempe : c'est un tissu hémi-perméable, donc im-
perméable aux sels en solution dans 1'eau.

Ces enveloppes sont nécessaires a la protection de 1'embryon
pendant 1a germination et & la filtration suivant 1'empadtage au brassage.
Elles contiennent cependant des substances qui pourront se révéler nuisibles
a8 la qualité de la biére. HARRIS et RICKETTS (1958) ont extrait surtout a
partir du péricarpe un grand nombre de polyphénols et d'acides phénoliques.
Ces polyphénols, solubles dans 1'eau et les alcalis possédent des propriétés
astringentes et vont jouer un réle dans le godt et la stabilité colloTdale



de la biere (DE CLERCK, 1962 - VAN CRAENENBROECK, 1981 a, 1981 b - MULKAY,
1981 - ERBER, 1981).

1.2. L'ALBUMEN

IT constitue 1'amande ou Te noyau. C'est un amas de cellules
a parois constituées de glucanes, d'hémicellulose, de polypeptides contenant
des grains d'amidon soudés entre eux par un ciment protéique assurant la
dureté et la compacité du grain.

1.3. L'EMBRYON OU LE GERME

C'est le siége des activités vitales du grain, en particulier
grace aux enzymes.

2 - LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MALTERIE

L'orge de sélection récoltée est séchée si nécessaire, de
fagon a ce que son humidité soit comprise entre 12 et 15 % puis stockée.
Aprés un nettoyage et un calibrage, elle subit successivement :

- une phase de trempage ;

- une phase de germination ;

- un touraillage.

2.1. Le Trempage

L'orge est introduite dans des cuves & fond conique (30-50 T)
ou a fond plat (150-200 T), ol pendant 50 & 55 heures elle va acquérir une
humidité suffisante pour le maltage. Ce trempage améne 1'humidité de 12-15 %
a environ 45 % ; il ranime 1'activité métabolique de 1'embryon et de 1'assise
protéique. La méthode traditionnelle utilisée se caractérise par les points
suivants :



- entre 2 renouvellements consécutifs, on laisse le grain sans
eau ; c'est-a-dire a découvert ;

- on injecte périodiquement, dans le grain sous eau, de 1'air
comprimé, de facon a faciliter la respiration par 1'apport d'oxygéne ;

- on aspire le gaz carbonique issu de la respiration, pendant
les périodes a découvert.

Selon la composition saline de 1'eau utilisée, 1a nature et
la quantité de substances dissoutes au cours de ce trempage peuvent étre
trés différentes. C'est ainsi que des eaux renfermant du bicarbonate de
calcium pourront extraire des enveloppes des substances indésirables tels
que les tanins. On utilise généralement 4 & 6 m® d'eau par tonne d'orge
mise en trempe ; une malterie produisant annuellement 60 000 Tonnes de malt
consommera donc environ 420 000 m® d'eau.

2.2. La Germination

Le mécanisme de cette germination industrielle contr6élée est
qualitativement identique a celui de Ta germination naturelle.

On assiste & un développement des activités enzymatiques de
1'orge qui opére ainsi sa désagrégation physique et chimique.

La désagrégation physique traduit le changement de structure du
grain qui devient friable alors que la désagrégation chimique témoigne des
modifications des substrats biochimiques complexes de 1'orge. A ce stade le
grain est appelé malt vert.

2.3. Le Touraillage

IT a pour but :

- d'amener le malt vert de 45 & 4,5 % d'humidité afin d'assurer
sa conservation et son transport ;

- de poursuivre, au début du touraillage Ta désagrégation en fa-
vorisant 1'action des enzymes en milieu peu hydraté (glucanases, protéases,
amylases) ;



- d'aromatiser le malt et de fixer sa couleur (formation de
mélanoTdines).

Le touraillage dure en moyenne 20 @ 22 heures (touraille &
1 plateau) ou 44 heures (touraille & 2 plateaux).

3 - ORIGINE DE LA POLLUTION DE L'EAU

Le grain trié est trempé (en plusieurs trempes) pour lui faire
absorber de 1'eau ; ces diverses eaux de trempes étant rejetées sauf la
derniére qui peut servir au "décuvage", c'est-a-dire a 1'entrainement vers
les aires de germination. Les effluents proviennent donc essentiellement du
trempage (vidange des cuves) et sont produits de maniére intermittente ; la
présence de plusieurs cuves de trempage peut cependant atténuer ce phénoméne.
L'eau est destinée avant tout & étre absorbée par 1'orge, on pouvait donc
théoriquement envisager la suppression des rejets en n'apportant au grain
que la quantité d'eau strictement nécessaire a sa germination et ceci en
réalisant une aspersion des grains et non plus un trempage. I1 convient alors
de remarquer que dans ce cas, les composants de 1'orge qui se sont solubilisés
subsistent sur 1'enveloppe du grain, or i1 est maintenant admis que si lors
du trempage 1'eau apporte au grain 1'humidité qui doit déclencher la germina-
tion, elle sert aussi a extraire des substances qui empéchent la germination
de se dérouler normalement (COOK, 1952 a).

Ce procédé ne peut alors étre utilisé qu'avec une aspersion
excédentaire qui conduit & une réduction de moitié de Ta pollution (LAVARDE,
1980 b) mais risque d'entrainer des irréqularités de germination avec pour
conséquences des défauts d'homogénéité du malt préjudiciables a son utilisa-
tion en brasserie et donc & sa commercialisation.

De trés nombreux pays exigent désormais que les effluents indus-
triels, notamment les eaux de trempes de malteries, soient traités avant le
rejet & Ta riviére (REYNOLDS, 1966). Cette importance grandissante des charges
Tiées aux eaux résiduaires, le codt de 1'eau, expliquent que le recyclage de
1'eau, lorsqu'il est possible devient de plus en plus intéressant a condition
toutefois qu'il ne présente pas de risque pour la qualité du produit fini : Tes
différents impératifs impliquent d'étudier les moyens industriels et économiques



d'épuration de 1'eau mais aussi de tester son pouvoir inhibiteur rémanent qui
interdirait son recyclage.

Mis a part le probléme d'une irrégularité de rejets qui néces-
site 1'installation de capacité tampon, on peut considérer que les effluents
de malterie se caractérisent par une absence presque totale d'éléments miné-
raux toxiques, une présence de matiéres organiques et une forte propor-
tion d'éléments biodégradables s'épurant facilement par les procédés tra-
ditionnels (LAVARDE, 1980 b).

Le but étant de réaliser un recyclage des eaux, il est nécessaire
de déterminer les répercussions du procédé d'énuration choisi (biologique ou
physico-chimique) sur Ta physiologie du grain d'orge et notamment sur ses ap-
titudes a la germination industrielle puis sur la qualité brassicole du malt
ainsi obtenu.

4 - L'EPURATION BIOLOGIQUE

Sur le plan technique, il est actuellement possible de répondre
pratiquement a toutes les exigences qui pourraient étre formulées quant au
degré d'épuration des eaux rejetées dans le milieu. Sur le plan pratique,
certaines options particuliérement colteuses réduisent les choix disponibles.

Le traitement biologique des eaux résiduaires consiste a faire
dégrader la pollution organique par des bactéries et a séparer ensuite celles-
ci de 1'eau ainsi épurée. Le probléme du recyclage des eaux de trempes épurées
biologiquement a fait 1'objet d'une premiére &tude (CUVELLIER, 1980). Les
recyclages qui étaient effectifs dans une malterie et avaient été testés dans
un autre &tablissement & un taux de 30 puis de 45 % n'ont pas semblé& poser
de problémes particuliers, tant au niveau de la vitesse de piquage du grain
d'orge que de la qualité finale du malt. Les mesures réalisées ont cependant
mis en évidence la grande variabilité des rejets 1iée aux vidanges des trempes
successives mais aussi aux différentes variétés et provenances d'orges utili-
sées.
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4 - L'EPURATION PHYSICO-CHIMIQUE

Pour permettre la séparation d'une suspension colloidale dans
des conditions de vitesse satisfaisante, sous 1'influence de 1a pesanteur,
il est nécessaire de rassembler les colloides pour constituer des particules
nettement plus importantes.

La transformation de la suspension par des moyens artificiels
est la résultante de deux actions différentes et complémentaires :

- une coagulation qui correspond & une déstabilisation des
particules colloidales obtenues par neutralisation des charges le plus souvent
négatives (DEGREMONT, 1978 ; LE GRAND L., 1976) réparties & leur surface. Le
produit utilisé est appelé coagulant.

- une agglomération des particules "déchargées" mises en contact
les unes avec les autres constituant la floculation qui conduit & la forma-
tion de flocons ou flocs, capables d'étre séparés dans une phase ultérieure
du traitement. Les produits favorisant la formation du floc sont les flocu-
lants. La floculation est d'autant meilleure que la coagulation préalable a
été efficace.

La séparation solide-liquide du floc formé et de 1'eau peut se
faire par filtration, par flottation ou par simple décantation. La flotta-
tion peut étre naturelle ou provoquée et provenir alors de la fixation ar-
tificielle de bulles d'air aux particules & éliminer, leur donnant ainsi,
une masse volumique moyenne inférieure a celle de 1'eau.

Aucune régle ne permet de prévoir quel coagulant, floculant
ou quelle association donnera Te meilleur résultat et il est toujours néces-
saire de procéder a différents essais en laboratoire.
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PREMIERE PARTIE :

MISE AU POINT D'UN TRAITEMENT

DEPURATION PHYSICO-CHIMIQUE

Nul ne connait la valeur de 1'eau

jusqu'a ce que le puits tarisse

B. FRANKLIN
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La mise au point d'un traitement physico-chimique ne peut se
faire que par 1'essai de différents coagulants, floculants, de leur as-
sociation sur les effluents a traiter et 1'observation des résultats ob-
tenus sur les différents paramétres dont Ta mesure permet de caractériser
le niveau de pollution et 1'efficacité de 1'épuration.

1 - PARAMETRES DE MESURE

1.1. MESURE DES MATIERES EN SUSPENSION

Les matiéres décantables sont celles qui se déposent dans un
liquide au repos pendant un temps conventionnellement fixé & 2 heures.
Les matiéres totales en suspension (MES) sont déterminées par filtration
sur disque en fibre de verre Whatman GF/C et séchage a 105°C jusqu'a poids
constant.

1.2. LES MATIERES OXYDABLES

On dose la quantité d'oxygéne dissous nécessaire pour oxyder
chimiquement toute la matiére polluante contenue dans 1'eau. L'oxydation au
dichromate de potassium en milieu sulfurique permet de chiffrer la demange
chimique en oxygéne (DCO) qui représente 1a quantité d'oxygéne en mg. 1
nécessaire pour oxyder les matiéres organiques, les sels minéraux oxydables
de 1'échantillon. Elle est déterminée par la méthode normalisée AFNOR

NF. T 90.101 (annexe n°l).

La mesure de 1'oxydation des seules matiéres organiques biodé-
gradables est donnée par la quantité d'oxygéne consommée a 20°C, a 1'obs-
curité pendant 5 jours ; c'est la demande biologique en oxygéne (DBOS). Bien
que Tes eaux de trempes contiennent des microorganismes, toutes les mesures
ont été effectuées aprés ensemencement des effluents par des bactéries.

1.3. AUTRES PARAMETRES

Une taxation de 1'azote organique et du phosphore rejetés par les
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effluents industriels est en cours d'élaboration, les composés phosphorés,
1'azote total et les nitrates ont fait 1'objet de détermination.

Ces données analytiques permettant d'évaluer la pollution de
1'eau ont été complétées par le dosage du calcium, magnésium, des chlorures,
sulfates et des composés phénoliques totaux.

L'action des inhibiteurs présents dans 1'eau de trempe a été
visualisée par des tests de germination (COOK, 1952 b) réalisés d'abord sur
des semences de laitues puis sur de 1'orge.

Nous avons utilisé les semences de laitue qui germent dans nos
conditions opératoires (Annexe n° 2) en 42 heures et permettent d'extrapoler
a 1'orge puisqu'il a été constaté que (VAN LAER, 1947) :

. les substances de 1'orge peuvent inhiber sa propre germination ;

. Ta germination de 1'orge est ralentie par des substances

provenant d'autres semences ;

. 1'orge elle-méme contient des substances qui peuvent arréter
la germination et la croissance d'autres plantes.

2 - RESULTATS

2.1. PREMIERS ESSAIS

Dans le but de tester les différents traitements, 1a quasi tota-
1ite des manipulations se sont effectuées sur place, dans la malterie, sur des
eaux de premiére trempe qui sont Tes plus sales et d'odeur désagréable ; et sur
les eaux de deuxiéme trempe.

L'efficacité d'un grand nombre de traitements de coagulation -
flottation faisant appels & des réactifs divers dont :

les polyélectrolytes (utilisés seuls ou par deux) ;

1'acide sulfurique ou phosphorique, suivi d'une floculation
au polyélectrolyte ;

la chaux ;

les tripoly et hexamétaphosphates ;
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- les Tignosulfites ;

- les sels de fer et d'aluminium
a été étudiée sur les eaux de premiére et deuxiéme trempe d'orge Sonja
(2RH). Les différents traitements ont été appliqués, a des concentrations
variables a 3 échantillons de lére trempe et deux prélévements de 2éme
trempe (TableauxI A et I B).

En complément, des tests ont été réalisés, pour évaluer 1'in-
cidence d'un traitement complémentaire au charbon actif et de la recircu-
lation d'une fraction des boues. Dans tous les cas, en raison de la struc-
ture et des propriétés des flocons formés, la clarification s'est faite
par aéroflottation a 1'air dissous.

Seule 1'utilisation de sulfate d'alumine ou de chlorure fer-
rique, complétée par de la chaux et un polyélectrolyte, a permis d'obtenir
une floculation satisfaisante et reproductible, conduisant & la formation
de flocons bien formés et se séparant facilement par aéroflottation.

Les meilleurs résultats, sur le plan de 1'élimination des
matiéres organiques, ont été obtenus dans les conditions suivantes :

- sulfate d'alumine ou chlorure ferrique aux doses respec-
tives de : 2 000 et 1 500 ppm pour les eaux de lére trempe

1 500 et 1 000 ppm pour les eaux de 2éme trempe.

Les jons A1TTY

loTdes présents de polarité généralement négative. Les produits de solubi-

+++ ‘s
et Fe se rassemblent au voisinage des col-

1ité de 1'hydroxyde8d'a1uminium et de 1'hydroxyde ferrique sont trés fai-
_33 _3

bles, 10 et 10 respectivement vers 20°C, ces hydroxydes précipitent

donc immédiatement et entrainent les matiéres en suspension.

- chaux 1 000 ppm
- polyélectrolyte ERPAFLOC SAV 15 ppm

=

- flottation a 1'air dissous (4 bars)

Les meilleurs résultats enregistrés sont les suivants
(Tableau II)
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( : )
( Eau de lére Trempe : Eau de 2éme Trempe )
T ST T o |
( Eau : Eau traitée au ;Rendement; Eau : Eau traitée au ;Rendement)
( brute :chlorure ferrique : % : brute :chlorure ferrique: % )
( ----------------- e . L L . )
( )
é pH 7 7 6,8 7,4 )

: : : : : : )
(MES mg/1: 286 : < 10 : > 96 : 153 < 10 1> 93 )
( : : : : : : )
(DCO mg/1: 3146 : 1806 (1) 42 : 1010 735 (2) 27 )
( : : : : : : )
(DBOSmg/l: 1330 375 72 830 275 i 67 )
( : : : : : : )
(Nt mg/1: 90 23 : 74 : 62 14 77 )
( : : : : : : )
(P mg/1: 50 5 : 90 : < 0,5 < 0,5 T - )
( . . . . . . )

(1) avec du sulfate d'alumine : 2090 mg/1
(2) avec du sulfate d'alumine : 740 mg/1

TABLEAU II - EPURATION PHYSICO-CHIMIQUE DES EAUX DE PREMIERE ET DEUXIEME TREMPE
(orge 2RH Sonja)

Le charbon actif (200 ppm, avec un temps de contact d'une heure)
n'augmente pas les rendements d'épuration de DCO ni de DBO5. On note qu'il
est cependant possible de réduire de 50 % les consommations en réactifs, en
recyclant 50 % des boues formées par les essais au sulfate d'aluminium et
au chlorure ferrique.

Les polyphénols diminuent, quelque soit le traitement, de maniére
appréciable ; plus de 50 % sur les eaux de premiére trempe et les rendements
d'épuration sont acceptables puisque supérieur & 40 % pour la DCO et aux
environs de 70 % pour la 0805 sur les eaux les plus chargées. Ces résultats
encourageants dans 1'optique d'une simple opération d'épuration des eaux
se sont trouvés tempérés par les tests physiologiques de germination nécessaires
pour le recyclage. L'inhibition engendrée par les premiéres eaux non traitées
s'est révélée trés faible et donc peu significative, 4 & 5 % d'inhibition par
rapport au témoin, ce qui correspond, pour ce type d'effluent, a un caractére
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inhibiteur particuliérement faible. Nous avons systématiquement observé,
avec les échantillons "Zpunés", un trés net ralentissement de 1'&longation
de Ta racine principale (Figure 1) ; visible méme par rapport aux tests
effectués avec les effluents non traités. Ce surprenant freinage est beau-
coup moins net cependant avec un conditionnement a@ la chaux, un coagulant
minéral A]Z (504)3 ou Fe013 et Te charbon actif (échantillons 5b et 5¢).
C'est d'ailleurs avec ce type de conditionnement que les rendements d'épu-
ration étaient les plus élevés.

IT parait dans 1'immédiat difficile de détecter la cause de
cette nouvelle inhibition consécutive aux différents traitements. Les mo-
difications de pH enregistrées ne sont pas génantes sauf pour les &chantil-
lons lc et 2¢c, ol Te pH s'éléeve a 10,5 et 10,8, mais cette augmentation
pourrait se corriger aisément si nécessaire.

Certains traitements entrainent aussi des surcharges ioniques
qui peuvent se révéler défavorables a la germination. La teneur en calcium
augmente ainsi de 60 mg/1 dans la premiére sous-eau a 500 et parfois 600 mg/1
de méme les sulfates dont la concentration maximale enregistrée a été de
1130 mg/1 soit environ 40 fois plus que dans 1'eau utilisée pour la mise en
trempe.

Afin d'essayer de remédier & ce nouveau probléme soulevé par
1'apparition lors du traitement d'une inhibition de croissance, les essais
en laboratoire se sont poursuivis en travaillant le plus possible sur des
eaux de premiére trempe présentant un caractére inhibiteur fortement marqué ;
en testant d'autres réactifs notamment le polychlorure d'aluminium, 1'alumi-
nate de soude ; en remplagant dans la limite du possible les ions ca*t et
SO&‘ respectivement par Na* et C17 qui ne posséde pas un caractére inhibiteur
fortement prononcé.

2.2. ESSAIS COMPLEMENTAIRES

Une étude comparative a pu &tre réalisée rapidement a partir
d'une eau de premiére trempe d'orge & 6 Rangs d'hiver (6RH) afin de déter-
miner 1'influence des ions sulfates, chlorures, sodium et calcium (Tableaux
IIT et IV).



- 19 -

Premiére sous-eau (2RH) Aprés épuration

Figure n® 1 - INHIBITION DUE AU TRAITEMENT
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Traitement au

Traitement au

Eau ; sulfate d'alumine 1000 ppm ; Chlorure ferrique 2000 ppm
de trempe . avec : avec
chaux soude chaux soude
500 ppm 300 ppm 1000 ppm 700 ppm
pH 6,8 7,4 7 6,6 2 6,5
DCO mg/1 3160 L 2360 25 % : 2360 25% : 1940 39 % : 1980 37 %
. inhibition: 10 : 6 : 6 4 : 8
TABLEAU IV - INFLUENCE DES IONS SUR L'EFFICACITE DU TRAITEMENT

Le résultat est médiocre sur le plan de 1'enlévement de 1'inhi-

bition, ce qui confirme les essais précédents mais il n'apparait pas, a

travers les quelques tests réalisés, de différences notables entre 1'utili-

. . ++ +  ixx L. . s ais
sation des ions Ca et Na considérés en principe comme moins inhibiteurs.

Une série de nouveaux traitements a été entreprise afin de

concilier 1'épuration physico-chimique et 1'épuration "physioLogique",

sur une eau de premiére trempe d'une orge & 6 Rangs d'hiver possédant un
P p 9 g

pouvoir inhibiteur de 55 %.

Une premiére sélection parmi les traitements possibles s'est

faite a partir de la demande chimique en oxygéne, de sa diminution en fin

de traitement ainsi que des tests de germination et de 1'analyse chimique

des eaux traitées (Tableaux V et VI).

Nl s et M M e et e S et S e S N e e



TN PN TN TN TN TN TN 5T TN T 2, TN TN T

- 22 -

Eau traitée

Sulfate
d'alumine

ﬁb1yé1ectro]yte

; Polychlorure :
Fau Lo
: d'aluminium
brute : (1)
: : Rdt
pH : 6,5 : 6,8
DCO mg/1 : 1216 . 560 54 % :

% inhibition: 55 § 0

520 57
17

)

)

)

)

FeCl, . ERPAFLOC 115 )

(3) : (4) g

7,8 6,5 g

% : 560 54 %: 648 47 9% §
: )

)

17 : 18

TABLEAU V - EFFICACITE DE DIFFERENTS TRAITEMENTS

(1) Polyé&lectrolyte d'aluminium
Soude
ERPAFLOC SAV

(2) Sulfate d'alumine
Chaux
ERPAFLOC SAV

(3) FeCl3
Chaux
ERPAFLOC SAV

0,5
120

500
200

500
200

cm?/1
mg/1
mg/1

mg/1
mg/1
mg/1

mg/1
mg/1
mg/1

(4) D'autres polyélectrolytes ont été étudiés, et parmi ceux-ci 1'ERPAFLOC

115, @ l1a dose de 20 ppm s'est révélé avoir une bonne action floculante

comparable aux traitements précédents ; 1'eau traitée conservait cependant

un pouvoir inhibiteur non négligeable de 18 % (Tableau V).

De ces expérimentations, il ressort que le traitement au poly-

chlorure d'aluminium est de 1oin Te plus performant ; il est un des rares

a lever totalement 1'inhibition tout en conservant une action floculante

et un rendement d'épuration comparables aux traitements précédents (Figure 2).



Temoin

Fig 2

premiére sous -eau (6RH) eau apres traitement

Influence du traitement sur la germination
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On peut noter pour mémoire, les excellents résultats obtenus
par le traitement n° 6 (Tableau VI). I1 en résulte une eau de trés faible
composition minérale, parfaitement limpide et dénuée de pouvoir inhibiteur ;
le traitement n'a cependant pas été retenu pour une application industrielle
car outre sa grande complexité, il est d'un prix de revient excessivement
élevé.

Nous avons ensuite cherché, d'une part, a optimiser le traite-
ment au polychlorure d'aluminium ; puis a vérifier ses performances sur des
eaux de diverses provenances et ayant donc des caractéristiques différentes
de celle sur laquelle i1 avait été mis au point. Cette optimisation du
traitement s'est faite avec des doses croissantes de polychlorure d'aluminium.
La chaux a finalement €té remplacée par de la soude et la séparation des
flocs s'est faite facilement par aéroflottation & 1'air dissous (Tableaux YII
et VIII).

L'inhibition est totalement levée avec une dose de 0,5 cm®/1 de
polychlorure d'aluminium, les rendements d'épuration en DCO et DBO5 étant
pour cet essai supérieurs & 50 %. Sur une eau de trempe ayant subi ce trai-
tement (polychlorure d'aluminium 0,5 cm®/1, soude 120 mg/1 et floculant
3 mg/1) nous avons testé 1'incidence de la recirculation des boues. Un tel
procédé permet évidemment de réduire 1&gérement les doses de réactifs mais
présente par contre 1'inconvénient de maintenir une inhibition résiduelle
de quelques pour cent.

Ce type d'épuration a fait 1'objet de plusieurs vérifications
sur des eaux de trempe en provenance d'une malterie intéressée par ces études,
afin surtout de déterminer son action sur des orges de variétés différentes
qui produisent des effluents de compositions chimiques variées et de charges
polluantes fort diverses (Tableaux IX, X, XI).



( : : : : :
( : : polychlorure : sulfate : :polyélectrolyte:
( : lére sous-eau : d'aluminium : d'alumine : FeCl, :  ERPAFLOC : 6
( : 1 : 2 : 3 115
( Analyses
e e e
( pH 6,65 6,35 7,15 7,60 6,40 8,15
E __________________________________________________________________________________________________________________________
( Polyphénols totaux mg/1 58 15 18 11 17 0,5
é __________________________________________________________________________________________________________________________
( % Inhibition 55 0 17 17 18 0
g __________________________________________________________________________________________________________________________
( Chlorures C1~ mg/} 60 111 70 164 115 102
g __________________________________________________________________________________________________________________________
( Phosphates P205mg/] 50 0 10 2 50 0
(o e e e e e e e e
( et
( Calcium Ca ~ mg/1 48 52 50 44 64 30
SO U SIS S
( o ++
( Magnésium Mg ™ mg/1 24 24 18 17 - 35
E __________________________________________________________________________________________________________________________
( Sulfates SO, mg/1l : 29 : 48 : 58 : 42 : 24 : 45
( ----------------------------------------------- R e S e e
( . :
( Azote o-aminé mg/1 : 8
( .
TABLEAU VI
EFFICACITE DE DIFFERENTS TRAITEMENTS
(Orge 6RH Gerbel - Eau de lére trempe)

/ey
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Polychlorure d'aluminium : 0,2 ; 0,5 ; 0,7 ; 1 :

cm?/1 : : : : :  Recirculation
Soude mg/1 . 60 : 120 : 220 : 220 . des boues
Floculant SAV mg/1 : 3 : 3 - 3 ; 15 : 50 %

o G . S D AR e s M M Gm e S SN R s S S N G G S G e e G N R N G G S T RS R e S S MM S e TS G M A e R G e G e em e e G S e e e e S T W A S mm N B M W e e e O e M et e A e e e e e e $9 G e m A e Em em e

o —— - - AR - - 0 L WS e W e Em Em e e A TS GG A M R SR MR R SR G M e W s S M e R R G U W TR W R M e mu AR T e e TR G ey e D M S e G e e R N e S N S e e e e e A S e G e G e e e S Em R G G R e T M e e S e e W R A

(

(

(

(

(

(

(

(

E Analyses

[T e e o oo e oo
( pH 6,9 70 7,2 7,15 7,0

E ___________________________________________________________________________________________________________________________
( Polyphénols totaux mg/] 18,5 17,7 13 13 16

g ___________________________________________________________________________________________________________________________
( % Inhibition 12 0 0 0 4

g ___________________________________________________________________________________________________________________________
( Chlorures C1~ mg/1 74 113 149 156 113

E ___________________________________________________________________________________________________________________________
( Phosphates P205 mg/1 12,5 10 2 0 5
o S N S
C s

( Calcium Ca ~ mg/] 48 48 44 40 48

o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
G

( Magnésium Mg = mg/] 22 23 17 15 19

g ___________________________________________________________________________________________________________________________
( Sulfates so;' mg/1 : 43,2 : 37 : 53 : 24 : 41

( . . . .

(

(

(

TABLEAU VIII
OPTIMISATION DU TRAITEMENT D'EPURATION
(Orge 6RH Gerbel - Eau de lére trempe)

i i el L L L S N2 W DN S L L W L N D W WL D P N L e
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T T Ty T, T T T T TN TN TN TN TN 0T TN TN ST TN TN T

)
Eau traitée )
__________________________________________________________ )
: )
: Polychlorure : )
: d'aluminium : 1 : 1,5 2 )
Eau : em?/1 : : )
: : : )
brute  soude mg/1 . 200 : 250 250 )
: : : )
orge : Floculant SAV 15 15 15 )
ORH : mg/1 g
. . . . Rendt Rendtg
pH : 5,3 : : 7,5 7,7 : 7,5 )
: : : : : )
MEST mg/1 : 320 : < 10 : <10 > 95 %:< 10 )
: : : : : )
DCO mg/] : 2 000 : : 1 660 :1 540 23 %:1 380 31 %)
: : : : : )
0805 mg/1 : 1020 : : : 710 30 %: )
: : : : : )
NTK mg/1 : 83 : : : 54 35 %: )
: : : : : )
Inhibition : 6 % : : - : 0 0 )
: . . . )
TABLEAU IX . - POLLUTION ET TRAITEMENT D'UNE ORGE A 2RH
(trempe : 156 T d'orge dans 80 m® d'eau)
Eau traitée
: Polychlorure d'aluminium cm3/1 2
Eau 1 Soude mg/1 200
brute . E1oculant SAV mg/1 15
: : Rendt
pH : 7 : 7,5
MEST mg/1 : 300 : < 10 > 95 %
DCO mg/1 @ 3 000 : 2 400 20 %
Inhibition : 199 0

(NPT TP I NPT - L D N DL WL L W DL WL L A L ey

TABLEAU X - POLLUTION ET TRAITEMENT D'UNE ORGE A 2
(Trempe : 172 T d'orge dans 60 m® d'eau)

| [ 5ugy
wo )



Eau traitée

)

)

|

: Polychlorure d'aluminium cm?®/1 2 )

Eau : )

: Soude mg/1 150 )

brute : )

: Floculant SAV mg/1 5 )
_______________________________________________________________________ )

. . Rendt ;

pH : 6,8 : 6,8 )
: : )

DCO mg/1 : 3 160 : 2 140 32 % )
° . )

)

)

Inhibition : 10 % : 0

TABLEAU XI- POLLUTION ET TRAITEMENT D'UNE ORGE A 6RH
(Trempe : 164 Tonnes d'orge dans 70 m® d'eau)

Lors de ces tests, toutes les germinations se sont déroulées
normalement, preuve que le profil de traitement adopté permet de lever tota-
lement 1'inhibition de germination. I1 faut rappeler que ces traitements ont
été pratiqués sur les eaux de premiére trempe qui sont de Toin les plus
chargées en matiéres polluantes et inhibitrices ; les rejets &tant intermit-
tents, une capacité tampon entrainera une diminution de 1a concentration de
chaque paramétre témoin de la pollution.

3 - CONCLUSIONS

Seul un traitement des eaux de trempe au polychlorure d'aluminium
et @ 1a soude, suivi d'une clarification par flottation a 1'air dissous, per-
met de lever totalement 1'inhibition alors qu'une partie de celle-ci subsiste
avec des traitements plus conventionnels : sulfate d'alumine, chlorure ferrique

ou polyélectrolyte.

Le traitement au polychlorure d'aluminium présente 1'avantage
supplémentaire, comparativement aux traitements de coagulation-floculation
classiques, de produire un peu moins de boues de flottation. La recirculation
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de ces boues de flottation, si elle permet de réduire 1égérement les doses
de réactifs, a par contre 1'inconvénient de maintenir une inhibition rési-
duelle de quelques pour-cent.

Les résultats obtenus en laboratoire ont paru suffisamment
encourageants pour envisager 1'étape suivante c'est-a-dire la mise en place
d'une unité pilote dans une malterie. 11 faudra alors adapter, & partir du
traitement que nous venons de déterminer, les concentrations optimales des
différents réactants afin de les adapter aux effluents issus des variétés
d'orges mises en trempe. L'opération d'épuration terminée, il sera nécessaire
d'évaluer les conséquences du recyclage de 1'eau sur la germination et la
qualité finale du malt mais aussi de suivre le déroulement des cycles d'épu-
rations ultérieurs afin de prévenir toute concentration de produits inhibi-
teurs de la germination ou plus simplement génants pour le processus méme
d'épuration.
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DEUXIEME PARTIE :

LA RECHERCHE DES INHIBITEURS

DANS L'EAU DE TREMPE ET L'ORGE

If you can look into the seeds of time

And say which grain will grow and which will not ...

MACBETH



- 32 -

La trempe peut se définir comme le processus qui prépare 1'embryon
d une croissance normale. De fait, Ta germination commence avec 1'imbibition
ce qui permet selon EVENARI (1957) de distinguer quatre phases :
1) Ta phase d'imbibition ;
2) la phase d'activation avec développement des mécanismes
permettant a 1'embryon de commencer sa croissance ;
3) la phase de mitose ;
4) 1a phase de germination. Le germe perce 1'embryon (piquage)
et a ce stade, les processus de croissance et de germination
se rejoignent.

Cette conception de Ta germination conduit a définir Tes inhi-
biteurs comme des substances pouvant freiner ou bloquer @ 1'un de ces dif-
férents stades le processus de germination et en conséquence le phénoméne
de croissance.

IT n'est cependant pas démontré (COME, 1970) que les inhibitions

de germination et les inhibitions de croissance, donc de la phase ultime
soient régies par deux mécanismes identiques.

1 - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DES PRINCIPAUX INHIBITEURS

Dés 1857, 1'hypothése d'une inhibition de germination de 1'orge
due 3 la formation d'une couche muqueuse de bactéries a la surface du grain
avait été émise.

Effectivement, des effets bénéfiques ont été observés (GILBERT,
1954) avec de nombreux germicides : les plus efficaces &tant 1'acide péra-
cétique et Te chlorure mercurique. L'inhibiteur filtrable, parait étre une
exotoxine agissant directement sur 1'orge plutét que par une stimulation
de la croissance bactérienne.

On a également remarqué (GABER, 1969) que 1'effet inhibiteur
d'eau en excés, sur la germination de grains sensibles a 1'eau, peut étre
surmonté par 1'addition d'antibiotiques comprenant nécessairement un anti-
fongique et un antibactérien. |
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Les acides organiques (acides malique, citrique, acétique) sont
inhibiteurs par eux-mémes et non seulement par leur effet acidifiant (COME,
1967). Chacun d'eux é&tant inhibiteur, leur action peut devenir synergique
Torsqu'ils sont en mélange. Selon COOK (1953), une partie de 1'activité
inhibitrice totale peut-étre attribuée a 1'acide acétique qui proviendrait
des microorganismes. L'effet sur la germination d'une série d'homologues et
d'analogues de 1'acide acétique montre un méme degré d'activité lorsque la
molécule présente le groupement CHZ-COOH. Les effets des acides malonique,
pyruvique et succinique sont moindres alors que les acides isobutyrique et
phénylacétique montrent une grande activité inhibitrice.

Les études ont montré que de nombreuses propriétés de 1'inhibi-
teur correspondent & celles de sel organique de haut poids moléculaire
(GILBERT, 1954).

COOK (1952 c) a mis en évidence des oses libres dans 1'eau de
trempe, parmi lesquels le galactose, le glucose, 1'arabinose, le fructose,
le xylose et le rhamnose. Il est important de préciser, pour la qualité
ultérieure du malt que la présence de glucose ou de maltose dans le milieu
inhibe fortement 1a production d'a-amylase, enzyme essentielle en brasserie.

CRABB et KIRSOP (1970) ont déterminé dans des embryons d'orges
dénudés une activité inhibitrice non associée aux composés phénoliques ;
75 % de cette activité sont constitués par des hydrates de carbone parmi
Tesquels le saccharose et Te raffinose. Des tests effectués avec ces oses,
séparés et ensemble, montrent qu'ils inhibent 1a germination dans des condi-
tions de sensibilité a 1'eau et sont probablement responsables de 1'activiteé
inhibitrice de 1'extrait d'embryon.

La sensibilité a 1'eau est une répercussion de 1'incapacité
de 1'embryon a surmonter les effets de substances inhibitrices dans des
conditions de faible concentration en oxygéne.

On a parfois signalé que les acides aminés pouvaient exercer
une fonction inhibitrice de la germination. L'étude détaillée des fractions
inhibitrices des caryopses immatures de blé a montré que la proline est le
principal inhibiteur présent dans ces caryopses (COME, 1970). La proline
et 1'hydroxyproline prises séparément sont des inhibiteurs de germination,
mais en association et en quantités égales, elles n'ont plus d'action
inhibitrice.
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De nombreux acides aminés ont été séparés et identifiés par
chromatographie sur papier : Glycine - Leucine - Isoleucine - Lysine -
Phénylalanine - Histidine - Proline - Tyrosine - Sérine - Valine - Alanine -
Arginine - Acides aspartique et glutamique.

La Tibération d'acides aminés libres et d'autres composés pen-
dant Te trempage semble indiquer que c'est un phénoméne important ; 1 %
d'azote de 1'orge étant ainsi perdu ; il n'est d'ailleurs pas impossible,
d'aprés URQUHART (1953) que des peptides soient aussi présents. L'action
freinante de 1a papaine et 1'effet stimulateur du bromate de potassium,
qui est un inhibiteur des protéases, accrédite la thése d'une inhibition
de germination qui serait due en partie & 1'accumulation de produits inter-
médiaires de la protéolyse.

L'élimination du grain vers le milieu extérieur d'acides aminés
Tibres, de sucres simples rend possible la croissance de microorganismes,
ce qui expliquerait la présence d'acide acétique dans les trempes et notam-
ment le fait qu'i] ne soit pas détecté pendant les quatre premiéres heures
du trempage.

L'examen de 1'orge en germination, aprés avoir trempé dans des
solutions de coumarine, montre que la racine primaire apparait normalement
mais que son élongation et le développement des racines secondaires sont
inhibés (KIRSOP, 1959). I1 est intéressant de noter que dans le grain ainsi
traité & la coumarine, les activités amylasiques ont tendance & augmenter.

La présence d'un groupement Tactone et d'un cycle benzénique

serait nécessaire a la fonction inhibitrice qui, en revanche se trouverait
réduite en présence d'ions calcium.

VAN SUMERE (1958) par chromatographie sur papier a montré la
présence de coumarines et de phénols dans les pailles d'orges. Outre la
coumarine, 1'herniarine, 1'esculétine et la scopolétine étaient aussi
présentes alors que les acides hydroxybenzoique, vanillique, protocatéchique,
syringique, O-hydroxycinnamique, caféique, férulique, sinapique et chloro-
génique étaient décelés.

Nombre de ces produits influent trés fortement sur la germination
de 1'orge ; la coumarine et 1'acide férulique paraissant particuliérement
actifs.



La répartition des acides cinnamiques dans le régne végétal
est trés générale, mais des travaux récents ont mis en évidence la présence
fréquente, dans les tissus de plusieurs acides dérivés de 1'acide benzoTque.
La chromatographie sur papier des fractions acides éthéro-solubles des eaux
de trempe a montré la présence d'acides phénoliques et notamment d'acide
vanillique (COOK, 1954) qui, & une concentration de 1/1500 posséde une
activité inhibitrice spécifique sur la croissance des racines.

Aprés hydrolyse, MASSART (1959) a trouvé plus d'acides phénoli-
ques que par extraction directe des racines et des péricarpes d'orge, ce
qui laisse prévoir une structure liée des composés entre-eux. En 1963, les
acides phénols ont fait 1'objet d'un travail de la part de URION (1963) qui,
a 1'aide d'une chromatographie bidimentionnelle sur couche mince de polyamide
isole :

. les acides vanillique, syringique, férulique et parahydroxy-
benzoique sous forme libre ;

. les acides vanillique, férulique, chlorogénique et syringique
qui interviennent dans les hétérosides et sont détectés aprés hydrolyse
acide ;

. 1'extrait basique donne les acides vanillique, syringique,
parahydroxybenzoique, sinapique, férulique et caféique qui sont engagés
dans des esters.

On remarque que 1'acide paracoumarique n'est pas mis en évidence
alors que DADIC (1980) lui attribue, ainsi qu'd 1'acide férulique, le réle
d'inhibiteur de la germination de 1'orge. Des travaux plus récents font aussi
apparaitre quelques divergences quant a la composition qualitative des acides
phénoliques. SMART en 1979 note 1'absence d'acide paracoumarique avec une
chromatographie sur couche mince de 1'extrait éthéré, alors que SLOMINSKI en
1980 le met particuliérement en évidence mais en revanche, ne distingue
aprés extraction par 1'éthanol ni 1'acide chlorogénique, ni 1'acide caféique.

Un dosage sur une biére commerciale (KENYHERCZ, 1977) montre
la présence entre autres des acides paracoumarique et caféique mais 1'auteur

indique que Te spectre des acides phénoliques refléte la composition du
houblon et non celle du malt.

MAC MURROUGH (1980) avec la chromatographie liquide a haute pres-



sion signale que pour la brasserie, les acides phénoliques les plus signi-
ficatifs contenus dans 1'orge sont les acides caféique, paracoumarique,
férulique, syringique et vanillique.

De trés nombreux auteurs reconnaissent aux acides phénoliques
une action sur Ta germination mais les diverses expérimentations entrai-
nent des interprétations quelque peu divergentes.

Considéré, en effet par certains auteurs comme un inhibiteur,
1'acide caféique pourrait & faible concentration stimuler la germination
de 1'orge (LETHAM, 1978), alors que d'autres chercheurs concluent & son
absence dans le grain d'orge.

Une gradation du pouvoir inhibiteur des acides phénoliques ten-
drait @ attribuer @ Ta structure conformationnelle de la molécule la respon-
sabilité de cette inhibition, ce qui semble infirmé par les travaux de
DATTA (1978) d'une part et 1'essai d'interprétation de 1'inhibition de la
germination par COME (1967) d'autre part.

DATTA avance 1'idée que la confiquration structurale de la
molécule n'est pas reliée a son action physiologique et réfute 1'hypothése
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, 1'inhibition serait
alors due essentiellement & 1'absorption, par ces substances phénoliques,
d'une grande partie de 1'oxygéne qui pénétre par dissolution ; la quantité
d'oxygéne atteignant 1'embryon est alors trop faible pour assurer sa germi-
nation (Figure n° 3).
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Figure n°3 - SCHEMA D'INTERPRETATION DE L'IMHIBITIONM DE GERMINATION
PAR LES ACIDES PHENOLIQUES (d'aprés COME)

Les enveloppes imbibé&es étant trées peu perméables a 1'oxygéne
qui ne peut les traverser que par dissolution dans 1'eau d'imbibition,
alors qu'il est lui-méme assez peu soluble dans 1'eau, 1'approvisionnement
de 1'embryon en oxygéne, déja limité, sera encore diminué par la plus ou
moins grande épaisseur des enveloppes.

De ces études en résumé peu nombreuses, il apparait que des
acides phénoliques différents peuvent étre mis en évidence dans 1'orge et

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

Les procédés d'extraction et de purification sont parfois trés
longs et nécessitent des chromatographies de partage liquide-liquide, sur
gel et enfin sur couche mince qui peuvent parfois entrainer des pertes im-
portantes. Indépendamment des méthodes de travail, la matiére premiére elle-
méme semble responsable de ces divergences.



Nous avions déja remarqué la grande variabilité des eaux de
premiére trempe en fonction de Ta variété de 1'orge ; il semble méme selon
le rapport des recherches technologiques et scientifiques du CBM (1959)
que la salissure de 1'eau de trempe varie du simple au double non seulement
en fonction de la variété de 1'orge mais aussi selon la provenance géogra-
phique du lot traité et méme selon 1'endroit de prélévement de 1'échantillon
dans un méme champ.

11 faut ajouter comme facteur supplémentaire de la variabilité
que la teneur en acides phénoliques n'est pas stable mais varie en fonction
de la durée de stockage du grain.

Les acides phénoliques paraissent jouer un rdle important dans
1'inhibition de la germination et agissent trés souvent en synergie avec
les coumarines. Aprés avoir déterminé un traitement industriel d'épuration
de 1'eau de trempe permettant son recyclage, nous nous sommes attachés a la
détection qualitative et quantitative des acides phénoliques dissous dans
1'eau de trempe, & leur dosage dans 1'eau épurée dans le but de leur attribuer
sélectivement la responsabilité entiére ou partielle des inhibitions constatées.

2 - DOSAGE DES ACIDES PHENOLIQUES

La chromatographie sur papier puis sur couches minces a été
et demeure une méthode de choix pour séparer et identifier les acides phé-
noliques usuellement rencontrés dans les plantes (SEIKEL, 1964). Les quan-
tités importantes d'acides phénoliques 1ibres et 1ibérés aprés hydrolyses
acide et alcaline rendent cette méthode trés attractive pour 1'&tude des
végétaux (STAHL, 1969 ; SWAIN et af., 1963 ; THALLER, 1963).

La détection peut se faire par fluorescence mais certains
composés comme les acides benzoTques n'apparaissent pas dans les conditions
habituelles de fluorescence d la température ambiante (RIBEREAU-GAYON, 1968).
D'autres acides, comme 1'acide paracoumarique, posséde une fluorescence
trés atténuée (quenching) ce qui rend leur détection le plus souvent trés
difficile (JANGAARD, 1970).

Aprés chromatographie sur couche mince, il est possible, en
éluant les zones supposées contenir les acides recherchés d'effectuer une



injection directe des acides phénoliques dans un chromatographe en phase
gazeuse. Les pics détectés ne sont pas proportionnels 3 la quantité d'acide
injecté (MENDEZ, 1966) ; i1 est donc préférable d'effectuer une trimé-
thylsilylation (PELLIZZARI et af., 1969 ; KLEBE, 1966) avec le N.0. bis
(triméthylsilyl-)acétamide(BSA). Le dosage d'acides phénoliques ou de poly-
phénols a été réalisé par chromatographie en phase gazeuse sur les végétaux
(DRAWERT, 1976) dans 1e vin et parfois dans la biére (DRAWERT et af., 1977).

Depuis que le rdle primordial des polyphénols polymérisés dans
la formation des troubles colloidaux dans la biére a été démontré (JERUMANIS,
1979), de méme que leur participation dans la couleur, la flaveur et la sta-
bilité de 1a flaveur (BENDELOW, 1979) ; les chercheurs ont expérimenté de
nombreuses techniques dans le but de séparer ces composés phénoliques. Ces
travaux avaient surtout pour buts 1'extraction des polyphénols (KIRBY et af.,
1980) leur dosage a différents moments de 1a fabrication, (BELLEAU, 1979 ;
DADIC, 1980 ; QURESHI, 1979 a-b) et du vieillissement de 1a biére. Peu de
travaux récents se sont tournés vers 1'analyse qualitative des acides phéno-
liques dans 1'orge méme et dans les eaux de trempage en malterie.

Comme il est fort probable que des différences d'inhibition soient
dues @ Ta variété des orges mais aussi, & la composition qualitative des
polyphénols, nous avons tenté d'analyser de maniére sélective les acides
phénoliques libres dans les eaux de trempe, ce qui représente 4 dérivés
de 1'acide benzoTque :

ACIDE ACIDE ACIDE ACIDE
P.OH.BENZOIQUE SYRINGIQUE VANILLIQUE SALICYLIQUE

GH o OH

voo_/ \_OCHy / \l_QCHs N\
Lo

k\/ N °

|
Co0H COCH COo0H COOH
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et 4 dérivés de 1'acide cinnamique :

ACIDE ACIDE ACIDE ACIDE
p.COUMARIQUE SINAPIQUE FERULIQUE CAFEIQUE

OH OH OH OH
7\ 4HCO_/\_CCHq4 OCH; /™ _OH
N\ N\ \
|

CH H CH

CH C

Il qi i
CH C‘H C‘ CIH
CCOOH COOH CCOH COOH

Pour effectuer ces dosages, nous avons disposé d'une technique
récente, la chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

2.1. MATERIEL ET METHODES

Les essais et Ta mise au point ont été effectués a 1'aide d'un
chromatographe en phase liquide a haute pression VARIAN de la série 506C.
Contrairement 3@ la chromatographie en phase gazeuse, ol la sélectivité dé-
pend, en général, de 1a nature de la phase stationnaire, elle est ici étroi-
tement reliée 3 la composition de la phase éluante.

Ce type d'appareil est équipé d'un dispositif de gradient a
trois solvants contrélé au moyen de microprocesseurs, permettant de réaliser,
de facon précise et reproductible le mélange des trois solvants dans toutes
les proportions et méme pour des débits trés faibles (KLINK, 1981).

L'injection de 1'échantillon se fait par 1'intermédiaire d'une

-

boucle d'injection & volume fixe de 10 ul.

La détection s'effectue dans 1'ultra-violet & 254 nm par passage
a travers une cellule de 10 mm de passage optique et de 8 ul de volume.

Nous utilisons une colonne analytique de 30 x 0,4 cm qui contient
la phase stationnaire de type inversé.
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Dans la technique classique de chromatographie liquide-liquide
(LLC), la phase stationnaire est polaire et la phase mobile non polaire.
Par contre, dans la phase inversée, la phase stationnaire est apolaire mais
la phase mobile polaire, ce qui permet de séparer par cette technique un
grand nombre de substances. Dans ce type de chromatographie, les composés
les plus polaires sont élués en premiers.

La colonne dont nous disposons est de marque VARIAN, type MCH 10,
ce qui correspond a un gel de silice composé de microparticules de silice
de 10 u sur lesquelles sont greffés des groupements octadécyls.

Si— 0 — S — (CH,)y,

Particule de silice greffée

Ce type de phase inversée permet pour le dosage des acides
phénoliques de travailler selon deux modes distincts :

- 1'appariement d'ions ;

- la suppression ionique.

Tous nos composés a analyser possédent une fonction phénolique
et une fonction carboxylique, ils sont donc ionisables, or le procédé en
phase inversée nécessite la présence de ces acides sous une forme neutre ou
apolaire. Les composés ionisables se trouvent en solution sous la forme de
1'équilibre suivant :

. .
forme ionisée —=  forme neutre

La force ionique de ces produits dépend de leur degré de disso-
ciation, la valeur importante pour nous est donc le pka des acides.



Lorsqu'un acide est en équilibre ;

H,0 + R-COOH = H,0" + R-CO0~

2 3

une phase mobile acide déplacera 1'équilibre vers la gauche, avec la for-
mation de 1'espéce neutre, ce qui facilite 1'étude en phase inversée. Cette
technique de suppression ionique est utilisée pour les acides et Tes bases
faibles avec des tampons compris entre 2 et 8, ce qui correspond & la zone
de pH compatibles avec ce genre de garnissage.

Pour des acides forts, la suppression ionique est toutefois inu-
tilisable, i1 faut alors avoir recours & la technique d'appariement d'ions.
On ajoute dans ce cas, un contre-ion convenable dans la phase mobile afin
de former une entité nouvelle suivant 1'équilibre :

Soluté + contre-ion+ = [%o1uté_contre-ionfl neutre

La nature et la concentration du contre-ion utilisé, le rapport
méthanol-eau de 1a phase mobile, Te pH vont alors intervenir sur la rétention
des différents acides (THOMAS, 1979).

La multiplication de ces nouveaux facteurs a& maitriser et a
optimiser pour obtenir une bonne séparation nous a conduit & opter pour
la technique par suppression d'ions d'autant que les pka des acides phénoli-
ques que nous désirons doser sont tous situés aux environs de 4,50 ce qui
nous permet d'abaisser suffisamment Te pH (une unité au moins) pour éviter
les formes ionisées des acides et rester dans le domaine d'action de notre
colonne.

Le dosage des acides phénols et des flavonoides a fait 1'objet
de quelques travaux axés principalement sur les végétaux (WULF, 1976 ;
COURT, 1977 ; MURPHY et af., 1978 ; PRICE et af., 1979 ; HARDIN, 1980). La
chromatographie liquide & haute pression offre cependant le désavantage par
rapport & la chromatographie en phase gazeuse, d'étre trés dépendante du
type d'appareil utilisé et des performances de Ta colonne. Il arrive, en
effet, que les ordres d'élutions ne soient pas identiques pour deux colonnes
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d'une méme marque, ce qui nécessite le plus souvent une nouvelle identification
et un réétalonnage, lors d'un changement de colonne.

La recherche du solvant d'élution et 1'optimisation des condi-
tions chromatographiques (composition du solvant, pH, vitesse d'élution)
a €té réalisée en analysant un mélange standard contenant 50 mg/1 de chacun
des acides phénoliques recherchés, dissous dans un mélange méthanol-eau
(5-95).

Les solvants d'élution les plus couramment utilisés sont 1'eau
acidifiée, le méthanol, 1'acétonitrile, seuls ou en mélange (GRODZINSKA et
al., 1979). I1 est possible d'utiliser comme solvant d'élution, un mélange
eau-acide acétique (BAZARD et af., 1981), mais le temps requis pour éluer
les acides contenus dans notre solution é&talon est alors proche d'une heure.
Nous avons préféré enrichir notre phase mobile avec du méthanol ; comme
la variation de phase mobile ne doit pas entrainer de changement de pH afin
de ne pas modifier les conditions d'ionisations, nous avons utilisé un
tampon phosphate de potassium & pH 2,2 que nous avons progressivement enrichi
en méthanol. L'optimisation des conditions d'élution a été réalisée en
analysant un mélange standard avec différentes compositions de phase mobile
et différentes valeurs de pH.

Les analyses sont effectuées a la température ambiante et le
débit de solvant fixé & 1,5 ml. mn !. Les dérivés de 1'acide parahydroxy-
benzoique et de 1'acide cinnamique ont été chromatographiés seuls, afin
de déterminer leur temps de rétention et en mélange afin d'optimiser
le programme d'élution qui se déroule 3 des pressions de 2000 & 2400 psi
(128 a 148 atm). Le solvant d'élution retenu est une solution de méthanol
a 15 pour 100 en volume dans le tampon phosphate de potassium pendant
10 mn, puis progressivement enrichi en méthanol pour parvenir a une concen-
tration finale de 35 % en 15 mn et demeurer ensuite stable (figure 4).
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Figure n® 4 - GRADIENT D'ELUTION POUR LES ACIDES PHENOLIQUES

méthanol

= === tampon phosphate pH 2,2

Dans ces conditions opératoires, tous les acides phénoliques
sont élués en 32 mn, les temps de rétention permettent de calculer pour

chaque composé

les paramétres caractéristiques de la chromatographie :

K' facteur de capacité qui caractérise la rétention, o facteur de sépara-
tion qui exprime la sélectivité ; N nombre de plateaux théoriques mesure
1'efficacité de Ta colonne et R qui refléte 1a résolution, caractéristique

de la pureté que

KI

u

1'on peut obtenir pour une séparation (BROWN, 1973).

Ty
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Temps de rétention d'un composé

Temps d'élution des produits non
retenus

Facteur de capacité du composé 2

Facteur de capacité du composé pré-
cédent
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. - Tr2 - Tr1 _ 2AT
Trl et Tr2 : temps de rétention

At : différence entre Tr2 et Trl
AV1 et AV2 : largeur des pics a la base

La figure 5 illustre la séparation des 7 acides phénoliques que
nous nous proposons de rechercher dans les eaux de trempe.

Le tableau XIIreprésente les temps de rétention, les facteurs
de capacité, de séparation et Ta résolution de la colonne.

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

Tr K' o R
. Parahydroxybenzoique ; 11,1 ; 5,53
: : 1,55 4,72
Vanillique : 16,3 : 8,59
) ) 1,16 1,44
Caféique : 18,7 . 10,00
: : 1,16 2,60
Syringique : 21,5  : 11,65
: : 1,19 3,32
Paracoumarique ; 25,3 ; 13,88 :
: : 1,15 : 3,30
Ferulique . 28,8 : 15,9 :
: : 1,10 : 1,55
Sinapique : 31,5 : 17,53 :

TABLEAU XII- PARAMETRES CHROMATOGRAPHIQUES POUR LA SEPARATION
DES ACIDES PHENOLIQUES. Vitesse d'élution 1,5 ml/mn

IT est évident que si le facteur de séparation o est égal
a 1, les pics sont confondus et aucune séparation ne s'est accomplie. On
considére (SEROUSSI et af., 1979) que la chromatographie liquide a haute
pression permet d'obtenir des séparations méme lorsque l<a<1,05. Les dif-
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férentes valeurs que nous calculons sont comprises entre 1,10 et 1,55,
ce qui témoigne d'une bonne séparation.

IT est possible que la valeur de o soit bonne mais que la
colonne ait une faible efficacité. On obtient alors des pics étalés qui
se chevauchent a leurs bases. Pour un programme d'@lution donné, il est
donc utile de caractériser R. Lorsque R = 1, 1a séparation est presque
compléte (MURPHY et af., 1978), il n'existe que 2 % de chevauchements
entre les zones d'élutions, le retour d@ la Tigne de base est effectif
pour des valeurs de R>1,25 ; ce qui correspond 3 notre cas oi la valeur
minimale de R est de 1,44.

L'@lution obtenue est.conforme a 1'ordre des polarités décrois-
santes, typiques d'une chromatographie en phase inversée. L'addition d'un
groupe méthoxy diminue la polarité dans chaque classe d'acides (benzoTque
et cinnamique), et 1a présence d'une chaine éthylénique chez les acides
cinnamiques diminue leur polarité donc augmente leur rétention par rapport
a 1'acide parahydroxybenzoique ayant les mémes substitutions (paracoumarique -
parahydroxybenzoique, vanillique-férulique).

Etant donné Ta faible teneur des acides phénoliques dans 1'eau
de trempe, associle a La grande complexité de ces sofutions, il est impos-
sible de pratiquer un dosage par injection directe.

Les extractions de composés phénoliques sont réalisées, le
plus souvent sur des végétaux, ce qui ne nécessite, aprés broyage d'un
fragment de plante qu'une extraction par un solvant approprié, avant une
concentration (WILKINSON, 1977 ; FANTOZZI et af., 1978).

Deux méthodes d'extractions dérivées des techniques de concen-
tration utilisées en oenologie (SYMONDS, 1978) ont été testées : une tech-
nique d'extraction utilisant 1'acétate d'éthyle, une méthode par démixtion.
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2.1.2.1. Extraction a l'acétate d'éthyle

Elle se fait dans un erlenmeyer ot 40 ml de 1a solution a
extraire sont acidifiés a pH 2 avec de 1'acide chlorhydrique 4 N. La
solution est saturée en NaCl et Tes acides phénoliques extraits par
20 ml d'éthyle acétate par agitation durant 10 mn. La phase organique
est séparée de la phase aqueuse par centrifugation a 2000 T/mn pendant
un quart d'heure.

L'extraction est repétée deux fois et les phases organiques
réunies.

2.1.2.2. La démixtion

Qr

Elle consiste a séparer 1'échantillon en deux phases selon

une méthode mise au point a partir de celle 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 et 16 g de sulfate de ma-
gnésium dissous par agitation magnétique.

Aprés dissolution compléte des sels a 40°C, et au bout de
deux heures, la phase méthanol-acétone est complétement séparée de la
phase aqueuse et contient la majorité des composés phénoliques.

Le dosage des acides phénoliques s'effectue soit sur la phase

organique de Ta démixtion, soit sur la réunion des extractions a 1'acétate
d'éthyle.

2.1.2.3. Comparaison des deux techniques

Dans un premier temps, nous avons extrait par ces deux méthodes
des solutions pures de chaque acide phénolique & 200 mg/1, afin, a 1'aide
essentiellement des hauteurs de pics mesurées sur 3 injections de calculer

=

lTes rendements consécutifs a une seule extraction (Tableau XIII).
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1 Extraction
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Parahydroxybenzoique
Vanillique

Caféique

Syringique
Paracoumarique
Férulique

Sinapique

Acétate d'&thyle : Démixtion

Rendement % : Rendement %
88 70
93 75
100 : 87
89 : 95
105 : 79
95 : 88

103 : 83

TABLEAU XIII- RENDEMENTS D'EXTRACTION POUR CHAQUE COMPOSE

SELON LE MODE UTILISE

L'extraction parait incompléte principalement lors de la

démixtion. Ceci peut s'expliquer par le fait que cette méthode entraine

la formation d'une pdte au fond du vase servant a 1'extraction, pate qui

ne permet pas de récupérer totalement la phase organique.

Nous avons cependant conservé ces deux méthodes afin de vérifier

leur efficacité en diminuant les concentrations qui sont certainement beau-

coup trop élevées par rapport a celles qui peuvent exister, et en prati-

quant ces extractions non plus sur des solutions pures d'un seul acide mais

sur des mélanges des sept acides phénoliques. Le Tableau XIV indique les

rendements de 1a premiére puis de la seconde extraction ainsi que le rende-

ment global. I1 faut immédiatement préciser que ces rendements ne sont que

des valeurs indicatives permettant de comparer les deux types d'extractions ;

puisque a ce stade du travail, nous n'avons pas encore effectué de tests de

répétabilité.

Dans cette premiére approche, tous les calculs de rendements ont

été effectués a 1'aide de la méthode des surfaces par rapport a des injec-

tions directes des solutions méres.

On observe des rendements particuliérement élevés et parfois

méme anormaux avec la méthode par démixtion, mais par contre la premiére
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extraction n'est jamais suffisante. Pour des solutions contenant 3 et

6 mg/1 de chaque acide phénolique, 1'acétate d'éthyle ne solubilise plus
rien lors de la deuxiéme extraction, les rendements sont cependant compris
entre 84 et 100 %.

A ces mémes concentrations, la deuxiéme démixtion contient
encore respectivement 30 et 10 % de chaque acide généralement dans un volume
important donc a faible concentration.

Bien qu'en apparence trés simple, il apparait pourtant difficile
de standardiser la démixtion et notamment la récupération de la phase orga-
nique dont les volumes varient de 4,5 3 8 ml dans les mémes conditions
opératoires.

Nous n'avons pas' retenu la méthode de démixtion pour cet
ensemble de raisons et notamment pour son manque de fiabilité et sa
Tongueur (2 ou 3 extractions de 2 heures chacune).

Les rendements obtenus par 1'acétate d‘éthyle sont intéressants
si une seule extraction peut suffire. Une seconde extraction permettant
de récupérer un faible pourcentage entraine cependant une dilution impor-
tante. L'acétate d'éthyle pose alors le probléme de 1a concentration qui ne

peut se faire qu'd une température relativement élevée et sous azote ou
en présence d'un anti oxygéne.

Nous avons remplacé 1'acétate d'éthyle comme solvant par 1'éther
diéthylique qui ne posant pas de problémes pour sa concentration nous permet
d'envisager immédiatement 3 extractions successives. Les phases organiques
sont réunies et concentrées dans un micro-concentrateur type Kuderna-Danish
(figure 6) ce qui autorise des volumes finaux de 1'ordre de 0,5 a 1,5 ml
(Tableau XV).
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Figure n® 6 - CONCENTRATEUR TYPE KUDERNA DANISH

Concentration de

 Acides acidg 2> m9/1 % 10 mg/1 E 5,0 mg/1 E 2,5 mg/1

> _________________________ e et r e —,— e, m e m e e e ———— e ————— e ——————
g Parahydroxybenzoique ; 95 ; 95 ; 82 ; 95

i Vanillique : 88 : 102 : 82 ; 82

' Cafeique : 9 : 97 : 83 i 83

E Syringique ; 107 ; 97 ; 93 ; 93

| Paracoumarique : 87 . 103 © 109 . 109

E Férulique : 95 : 107 : 85 : 85

E Sinapique : 83 : 90 : 91 : 91

\ : : :

TABLEAU XV - RENDEMENTS DES EXTRACTIONS A L'ETHER DIETHYLIOQUE

SUR DES SOLUTIONS ETALONS
5’[/(

e S S M S e Mot S N e S e N e Mo Sas? i e



- 53 -

2.1.2.4. Méthode définitive

Les solutions étalons sont conservées & 4° au réfrigérateur
et recouvertes en permanence de papier d'aluminium afin de les protéger
Te plus possible de Ta Tumiére. I1 est nécessaire de les tester réguliére-
ment car les acides cinnamiques s'isomérisent rapidement pour donner lors
de 1'analyse, deux pics qui correspondent aux formes cis et trans. Selon
HARTLEY (1975) cette isomérisation des acides trans cinnamiques serait
initiée par 1a faible quantité de rayonnement UV contenu dans une piéce
normalement éclairée ; mais elle se produit aussi naturellement lorsque
les acides cinnamiques sont conservés dans le méthanol (FENTON, 1978).

Toutes les opérations d'extractions ont donc été effectuées
a 1'abri de Ta Tumiére, selon le procédé décrit dans la figure 7.

50 ml d'échantillon (solution standard ou eau de trempe)
Ajuster le pH @ 2 avec HC1 4 N

Ajouter 20 ml] d'éther diéthylique

Saturer en chlorure de sodium

Agitation 20 mn & 1'abri de 1a Tumiére

Centrifuger 15 mn - 2000 T/mn - 0°C

Récupérer 1la phase €thérée dans un Kuderna

Répéter 2 fois 1'extraction a 1'éther diéthylique
sur la phase aqueuse

Concentrer les phases éthérées dans le Kuderna
jusqu'a un volume final de 0,5 a@ 1,5 ml environ

Figure n°7 : PROCEDE D'EXTRACTION DES ACIDES PHENOLIQUES EN SOLUTION

Les pourcentages de récupération sont aussi bons (83 a 100 %)
que ceux obtenus lors des extractions & 1'acétate d'éthyle ; 1'éther posséde
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par contre 1'avantage de s'é&vaporer beaucoup plus facilement, ce qui per-

- met de pratiquer 3 extractions successives sur tous les échantillons.

Nous avons testé la répétabilité de la méthode sur 1'extraction
d'une solution étalon contenant 3 mg/1 de chaque acide phénolique (Tableau
XVI).Les calculs ont été effectués & partir des hauteurs de pics mais
aussi des surfaces. Les coefficients de variation peuvent apparaitre élevés
(ils sont compris entre 6,4 et 8,9 % pour 13 extractions différentes) mais
ils tiennent compte de la répétabilité de 1'extraction et de celle du dosage
proprement dit par chromatographie ; ce qui est donc trés satisfaisant.

Dans Ta suite des travaux, nous n'avons plus pris en considé-
ration que les hauteurs de pics.

Parahydro
Vanilliqu
Caféique

Syringiqu
Paracouma
Férulique

Sinapique

Phénols i (miz) i (mg) - ESu;}ace iHaéleur ESJa;;ie ; Hgthur

xybenzoTque : 955 : 143 : 13 : 88,9 : 10,8 : 9,3 : 7,5
e . 579 : 74 : 13 : 32 : 4,8 : 5,5 : 6,
. 0353 i 44 : 13 : 26 : 3 i 7.4 : 6,8

e D27 i3 i 13 - 24 i 3.4 110,55 8,9
rique . 141 : 22 : 13 : 15,3 : 1,8 :10,8 : 8,1
313 ;48 i 13 20,6 ¢ 3.3 : 6,6 6.8

191 : 26 : 13 : 16,1 : 2,3 : 84 : 8,8

TABLEAU XVI - ETUDE DE LA REPRODUCTIBILITE DE L'EXTRACTION
ET DU DOSAGE DES ACIDES PHENOLS

Aprés les premiéres injections de solutions de concentrations
croissantes en acides-phénols, il est rapidement apparu qu'il serait dif-
ficile de relier directement 1a concentration en acide et 1a hauteur du

e Mt M e e e e St N M v s Sl N s S Nt “osot? oot
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pic correspondant, bien que certains auteurs (BERTRAND et af., 1981) sem-
blent vérifier cette proportionnalité mais avec des solutions beaucoup
plus concentrées. Afin d'améliorer la fiabilité de la colonne, de limiter
1'influence de 1'injection qui peut parfois ne pas é&tre reproductible
puisque nous sommes en présence d'une solution éthérée fortement volatile,
et donc de faciliter 1'utilisation de 1a méthode, nous avons recherché
un étalon interne compatible avec nos échantillons. Notre but était de
choisir un é&talon interne de maniére a ce qu'il présente des caractéris-
tiques de structures moléculaires proches de celles des acides phénoliques.
La recherche de ce témoin a du se faire sur des solutions extraites d'eau
de trempe car dans 1'éventualité ol Tes eaux échantillonnées contiennent
nos 7 acides-phénols, le standard interne doit pouvoir :

. étre 8lué distinctement des autres composés ;

. dans un temps correct pour la chromatographie ;

. étre d'une grande pureté ;

. ne pas interférer avec d'autres pics susceptibles d'étre

élués et donc contenus dans les eaux de trempes industrielles.

Aprés avoir déterminé les temps de rétention du pyrogallol,
des acides salicylique, acétylsalicylique, ascorbique, notre choix s'est
porté finalement sur 1'orcinol (2-5 dihydroxytoluéne) dont le temps de
rétention est de 8,8 minutes. Si 1'on se référe au Tableau XII, le standard
interne est &lué en téte des 7 acides que nous recherchons mais immédiate-
ment aprés des acides phénoliques dont la présence est bien connue chez tous
les végétaux ; les acides gallique et protocatéchique (3, 4, 5 hydroxyben-
zoTque et 3,4 hydrbxybenonque). La quantité d'orcinol ajoutée est calcu-
1ée afin de donner une hauteur de pic semblable & celle de la majorité des
acides phénoliques.

L'étalonnage interne s'est effectué en ajoutant 20 ul d'une
solution méthanolique d'orcinol a 50 g/1 dans 1'échantillon avant concen-
tration dans le Kuderna. Les courbes d'étalonnages ont été réalisées avec
5 solutions d'acides phénoliques de concentrations différentes, extraites
selon Te procédé déterminé précédemment, ce qui permet de déterminer les
coefficients de réponse de chaque acide phénol par rapport & 1'orcinol.
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Pour chaque acide, et a chaque concentration, il suffit de
calculer le rapport :

_ X
ry = —ﬁ;—- avec

hX = hauteur du pic did a Ta substance x en mm

hS = hauteur du pic di au standard en mm.

Ces deux hauteurs seront éventuellement corrigées par un
facteur tenant compte d'une modification de la sensibilité au cours du
déroulement de 1'analyse.

La courbe re = f(CX) avec

CX = concentration de la substance x dans la solution étudiée,

est une droite pour chaque acide phénolique comme le montre la figure 8.

IT est donc possible de calculer la pente Px de chaque droite ;
la 1iste de ces différents coefficients apparait dans le Tableau XVII. La
concentration en acide phénolique d'un échantillon est définie en effectuant
le rapport des hauteurs de pics des acides et du standard et en multipliant

par la pente de la droite correspondante
h
_ X
T
s

Xmg/]

Un test de répétabilité effectué sur la premiére eau de trempe
que nous ayons dosée donne de bons résultats sur Tes différents acides
" phénoliques, avec des coefficients de variation sensiblement identiques
d ceux obtenus sur une solution étalon (Tableau XVIII).
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TABLEAU XVII

COEFFICIENTS DE REPONSE DES ACIDES PHENOLIQUES
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Acides

Parahydroxy- ;

benzoTque

Vanillique

Caféique

Syringique

: Concentration :

mg/1

0,64
0,32
0,16

.0,54

21,04

11,90

22,3

Acides

Para-
coumarique

Ferulique

Sinapique

. . )
: Concentration : R : p )

mg/1 DX o x )
________________________________________ )
)

5,0 1,9 )

2.5 0,58’ g

1,0 0,43: 2,2 )

0,5 0,25,

0,25 0,13: )
________________________________________ )
)

3,6 2.8 )

1.8 1,8 ; ;

0,72 0,58+ 1,15)

0,36 0,3 g

0,18 0,15: )
________________________________________ )
)

4,6 1,7 - )

2.3 0,75 g

0,92 0,4 : 2,78)

0,46 ;o200 )

0,23 . 0,08 |

. : )




- 59 -

Acides mg/1 n o CV %
Parahydroxybenzoique ; 0,44 4 0,02 4,5
Vanillique : 0,79 4 0,05 6,3
Caféique . 0,37 4 0,03 6,6
Syringique : 0,20 : 4 § 0,02 - 8,3
Paracoumarique : 0,28 : 4 i 0,02 : 7,3
Férulique . 0,48 4 0,05 9,0
Sinapique : 0,19 4 0,02+ 10,5

TABLEAU XVIII - REPETABILITE SUR UNE EAU DE TREMPE INDUSTRIELLE

A la fin de chaque chromatographie, 1a colonne est reconditionnée
pendant six minutes dans Te solvant d'é&lution initial. Le stockage de 1la
colonne en phase inversée s'effectuant dans le méthanol, i1 est impératif
d'éluer avec de 1'eau distillée avant d'utiliser le méthanol qui risque de
précipiter les phosphates du tampon demeurgés sur le garnissage de la colonne.

2.2. RESULTATS

I1 est nécessaire de pratiquer 1'extraction et le dosage des
acides phénoliques le plus rapidement possible, ceci afin d'éviter toute
modification chimique de 1'&chantillon et notamment 1'isomérisation possible
des acides cinnamiques (exemple 1'acide férulique, figure:9). Le nombre
d'acides recherchés étant relativement important, une isomérisation entrai-
nerait pour certains acides un dédoublement des pics d'oll de grandes diffi-
cultés lors de 1'identification et la quantification.

Le dosage des acides phénoliques a été entrepris sur tous
les échantillons provenant des différents traitements envisagés lors de
la premiére série d'essais (Tableaux XIX A et B), ces traitements ayant
eté abandonnés car incompatibles avec une germination normale. Notons
simplement que le traitement au charbon actif (5 c¢) qui avait donné les

LT NPT L N DN WL T L T TN L N N L L WL
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meilleurs rendements d'épuration provoque une nette diminution des acides
phénoliques notamment des acides férulique, sinapique, paracoumarique et
vanillique.

La sélection d'un traitement lors d'essais complémentaires ef-
fectués sur une eau provenant d'une variété d'orge différente (figure 10)
a éte faite en tenant compte en priorité de son pouvoir d'épuration et de
son action sur la germination (Tableau XX). Le traitement au polychlorure
d'aluminium semble avoir une action plus générale sur les différents acides
phénoliques et non plus sélective comme les précédents. On remarque que le
traitement n°6 qui avait produit une eau parfaitement limpide ; mais n'a
pas été retenu a cause de son codt élevé, posséde ici aussi une trés gran-
de capacité d'épuration puisque les acides vanillique et paracoumarique ne
sont plus détectés. La figure 11 montre les chromatogrammes d'une eau de
premiére trempe, de la méme eau ayant subi le traitement au polychlorure
d'aluminium et de 1'effet du traitement n°6.

L'optimisation du traitement et 1'essai de recyclage des boues
qui n'avait pas été concluant vis-a-vis de la germination, montrent qu'il
est possible d'ajuster 1'intensité du traitement et que la recirculation
d'une fraction des boues (50 %) peut occasionner une augmentation de la
concentration en acides phénols dans les eaux (Tableau XXI). Une certaine
souplesse dans le traitement peut &tre bénéfique, car si les concentrations
en acides dans les eaux de seconde trempe sont relativement faibles, des
variations importantes peuvent survenir dans la composition de la premiére
eau de trempage comme le montre la figure 12 ol la concentration en acide
caféique est supérieure 3@ 2 mg/1, ce qui est exceptionnellement élevé.
Chaque acide phénolique dépasse cependant trés rarament la concentration de
1 mg/1 dans la premiére eau de trempe, et ces concentrations diminuent
rapidement au cours des trempes ultérieures. Le traitement destiné & épurer
les eaux diminue ces concentrations mais devant les faibles quantités d'acides
phénoliques détectées, la question se pose de savoir s'ils peuvent étre
responsables des inhibitions de germination que 1'on observe.

Nous avons effectué des tests de germination avec des solutions
pures d'acides phénoliques seuls puis en mélange et a des concentrations
variables.
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Figure n° 11
 EFFET DU TRAITEMENT D'EPURATION
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Parmi les 7 acides phénoliques que nous avons étudiés et quan-
tifiésdans les eaux de trempe, aucun n'entraine une inhibition de germi-
nation véritablement significative a des concentrations de 100 mg/1. A
cette concentration, seuls les acides férulique et vanillique entrainent
une inhibition de 1'ordre de 15 % qui s'annule lorsque la concentration est
de 25 mg/1. L'acide vanillique posséde, de plus, la particularité de freiner
assez nettement 1'élongation de Ta racine principale ; cette action frei-
nante persiste plus longtemps que 1'activité inhibitrice proprement dite
puisqu'elle se manifeste encore a des concentrations de 10 mg/1.

Une solution contenant chacun des acides phénoliques a la
concentration de 100 mg/1 entraine une inhibition de 73 % qui diminue rapi-
dement, puisqu'elle n'est plus que de 10 % pour une concentration de 25 mg/1.
Ce résultat semble cependant indiquer une certaine synergie d'action de ces
composes.

L'acide salicylique (dérivé de 1'acide benzoTque
possédant un OH en position ortho par rapport & la fonction acide) dont
T'activité inhibitrice a été mise en évidence récemment (TSAO, 1980 ;
KHURANA et af., 1980) montre par contre une action inhibitrice de la
germination plus marquée et un net ralentissement de 1'élongation de la
racine principale. Une solution & la concentration de 100 mg/1 inhibe
fortement la germination (94 % d'inhibition) mais ce pouvoir inhibiteur
décroit cependant rapidement : 10 % d'inhibition & 25 mg/1 et pratiquement
aucune a 10 mg/1.

Une solution contenant 20 mg/1 des 7 acides phénoliques aux-
quels on ajoute 1'acide salicylique en méme quantité montre une inhibition
de 15 %, ce qui semble confirmer le rdle inhibiteur de 1'acide salicylique.

Devant ce résultat, nous avons repris 1'é&tude chromatographique
de 1'acide salicylique qui avait été abordée Tors de la recherche d'un
étalon interne. Son temps de rétention (23,5 mn) qui le situe entre les
acides syringique et paracoumarique nous 1'avait fait écarter.

De 1a méme maniére, nous avons identifié par leur temps de ré-
tention, les acides gallique (3-4-5 hydroxybenzoTque) et protocatéchique
(3-4 hydroxybenzoique) (fiqure 13). Mous n'avons pas étalonné ces trois acides
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phénoliques que 1'on retrouve dans les eaux de trempe, & des concentrations
estimées, d'aprés les hauteurs de pics, inférieures au mg/1 ; d'autant que
les acides gallique et protocatéchique ne sont pas connus pour exercer,
méme a forte concentration une activité inhibitrice spécifique.

2.3. DISCUSSION - CONCLUSION

Divers auteurs s'accordent a penser qu'on a peut-étre exagéré
le role joué par les inhibiteurs de germination (WAREING, 1965 ; ROLLIN,
1966) parce que les techniques utilisées pour étudier ces substances ne sont
pas trés satisfaisantes ou plus exactement parce que les résultats fournis
par ces techniques pouvaient donner lieu & des interprétations différentes.
Actuellement encore, rien ne permet d'affirmer qu'une substance endogéne,
localisée dans les cellules d'un organe a le méme effet 4in s4tu que Torsqu’
elle est apportée de fagon exogéne.

Les résultats que nous avons obtenus lors de nos tests de germi-
nation semblent concorder avec les résultats de MAYER et af. (1975) qui
constatent une inhibition de germination de 50 % pour des concentrations au

moins égales & 10 3 M/1, (ce qui correspond & des quantités supérieures &
150 mg/1) lorsque les acides phénoliques sont testés seuls.

Les quantités d'acides phénoliques détectées dans 1'eau de
trempe sont fortement éloignées de celles qui peuvent induire une inhibi-
tion de germination ou méme un freinage de 1'élongation de la racine prin-
cipale.

I1 faut replacer notre étude dans son cadre industriel ol 1'eau
de trempage, aprés épuration, peut étre réutilisée pour les trempes ulté-
rieures et apporter ainsi une quantité supplémentaire de substances inhibi-
trices dont 1'effet viendra s'ajouter a celles qui existent naturellement
dans 1'orge.

Nous avons adapté assez facilement notre technique d'analyse
d T'orge méme ; 1'extraction se faisant sur du grain finement moulu. Le
tableau XXII représente les concentrations en acides phénoliques d'une orge
6RH (Nymphe), la concentration dans les écorces et dans 1'eau d'une trempe
industrielle.
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Acides _ Eau de trempe ; Orge (Nymphe) ; Ecorces (Nymphe)
1ndustr1g]]e mg/1 3 6 RH - mg/kg f 6 RHK; mg/kg
Parahydroxybenzo?que; 0,20 ; 0,40 ; 2,30
Vanillique : 0,60 : 1,25 : 7,80
Caféique : 0,20 ; 0,50 : 3,90
Syringique : 0,32 : 0,80 : 2,90
Paracoumarque : 0,12 : 1,60 : 30,40
Ferulique : 0,10 : 1,20 : 19,30
Sinapique : 0,35 - 0,60 : 17,00

TABLEAU XXII - TENEURS EN ACIDES PHENOLIQUES DANS L'ORGE ET L'EAU DE TREMPE

Eau de trempe, Orge 6RH Nymphe 156 Tonnes - Eau 80 m?
Ecorces de 1'orge Nymphe qui représentent 10 % du poids de 1'orge.

Les enveloppes contiennent donc des substances inhibitrices et
vont pouvoir intervenir de fagons différentes, soit par leur "dureté", soit
par leur imperméabilité a 1'eau ou & 1'oxygéne. Des polyphénols-oxydases en
favorisant 1'oxydation des composés phénoliques contribuent & limiter 1'ap-

port d'oxygéne a 1'embryon.

Peu de travaux ont été effectués sur la teneur des orges en
acides phénoliques mais d'ores et déja, toute généralisation parait diffi-
cile. Les résultats sont dépendants des variétés d'orges utilisées mais
aussi treés certainement des techniques d'extractions et de dosages employés
comme le montre le tableau XXIII.

e N M S S N S M N N e e St N N N e S e
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MAC MURROUGH 1980 SLOMINSKI 1980
: : : : aprés stockage de
Acides : ENSIA :  ANT. 13 : EMMA : 14 jours : 42 jours

: mg/ kg : mg/kg : mg/ kg : g/kg : a/kg
Caféique : 0,40 . traces : traces : ND : ND
Paracoumarique 1,25 1,4 : 0,2 . 0,28 . 0,38
Férulique . 0,50 - 1,2 : 0,6 : 1,38 : 0,9
Syringique . 0,80 2,2 . 0,1 . 0,27 i 0,25
Vanillique . 1,60 1,7 ¢ 0,6 : 0,08 : 0,09
Sinapique . 1,20 N NR . 0,06 : 0,05
Parahydroxybenzoique ; 0,60 ; NR ; NR i 1,07 ; 0,92

TABLEAU XXIII - ACIDES PHENOLIQUES DANS DIFFERENTES ORGES
ND : pic non détecté
NR : acide phénolique non recherché

Des différences importantes s'expriment et i1 parait évident
que le rdle et 1'importance de 1'acide férulique libre, pour ne prendre
que cet exemple ne peut étre identique selon que cet acide se trouve a
la concentration de 0,6 & 1 mg/kg ou de 1 & 1,4 g/kg.

IT semble admis en revanche que lors du stockage, une 1égére
baisse de Ta concentration en acides phénoliques puisse intervenir
(SOLOMAKHINA, 1979 ; SLOMINSKI, 1980).

IT serait vain de nier que la recherche des acides phénoliques
et leur quantification dans les eaux de trempe n'ont pas répondu a notre
attente dans 1'immédiat. S'il est incontestable que les premiéres eaux de
trempage possédent des pouvoirs inhibiteurs différents mais bien réels, il
parait de méme évident que les seuls acides phénoliques, en raison de leur
faible concentration dans les eaux ne peuvent étre directement responsables
de Ta totalité de cette inhibition. Nous verrons cependant qu'ils peuvent
agir d'une autre fagon sur la germination et qu'il serait imprudent de

négliger leur action.

R A N e Tl L L ML Sy
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Le procédé d'épuration mis au point dans la premiére partie de
1'8tude est du type physico-chimique et son fonctionnement au stade d'une
installation pilote est imminent. Lors de travaux antérieurs, nous avions
participé a la mise au point du recyclage d'eau épurée dans une malterie ;
1'épuration de type biologique s'effectuant par la méthode classique des
boues activées. I1 semble qu'aprés une année de fonctionnement, des problé-
mes soient survenus non pas, comme on pouvait Te craindre au stade de la
germination de 1'orge, mais dans le fonctionnement de la station d'épura-
tion elle-méme. L'eau recyclée a été mise en cause car, en effet, 1'arrét
du recyclage a permis de revenir rapidement & une situation normale.

Cet "accident" n'a pas fait 1'objet d'une étude précise et
seules des hypothéses peuvent &tre avancées. Lors de 1'épuration biologi-
que, le devenir des acides phénoliques n'a pas été étudié ; on peut dés
lors craindre leur persistance dans 1'eau puis une accumulation qui se
révélerait néfaste sur les microorganismes.

L'action antimicrobienne et méme antifongique de certains acides-
phénols est connue depuis longtemps si 1'on se référe notamment a 1'acide
salicylique dont 1'action a été révélée au siécle dernier. De nombreux
acides-phénols et certains de leurs esters possédent une activité anti-
bactérienne et antifongique et cette classe chimique un peu oubliée peut
représenter, selon certains chercheurs (VASQUEZ-NEGRE, 1980 ; KNUSEL, 1972)
un intérét dans le présent et dans 1'avenir comme antiseptique notamment.

I1 est alors permis de supposer que lors de 1'épuration biologique certains
composés dont les acides phénoliques non seulement ne sont pas métabolisés
mais au contraire s'accumulent pouvant ainsi atteindre des concentrations
leur permettant d'exercer une activité inhibitrice et peut-&tre méme 1é&thale
vis-a-vis de Ta flore bactérienne.

Si cette hypothése s'avérait exacte, 1'&puration physico-chimique
posséderait 1'avantage d'&liminer une fraction des acides phénoliques.

Ces acides-phénols possédent un spectre d'action assez large,
certains acides cinnamiques ayant une activité inhibitrice vis-a-vis de
Saccharomyces Cerevisiae (BARANOWSKI et af., 1980). L'acide paracoumarique
a la concentration de 100 ppm augmente considérablement la phase de latence
de Saccharomyces Cerevisiae, de méme que 1'acide férulique qui, & partir
de 250 ppm, peut inhiber complétement la croissance de la levure, ce qui
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laisse supposer que les acides phénoliques peuvent encore occasionner
sinon des incidents, du moins des retards lors de 1a fermentation princi-
pale en brasserie.

Cette technique d'analyse des acides phénoliques peut donc
se révéler précieuse car elle est simple au niveau de 1'extraction et
relativement rapide ; elle posséde 1'avantage de s'adapter aux différentes
formes d'échantillons susceptibles d'étre rencontrés c'est-a-dire, 1'orge,
1'eau de trempe, le moit ou 1a biére.
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TROISIEME PARTIE :

RELATIONS ENTRE LES ACIDES PHENOLIQUES
ET LES PHYTOHORMONES ,

ACTION SUR LA DORMANCE
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Dans une semence, c'est 1'embryon qui germe ; c'est lui qui va

donner naissance & la nouvelle plante et constitue la partie active et
vivante de la semence.

Cet embryon, isolé et placé dans un milieu humide d une tempé-
rature moyenne (20° par exemple) peut parfois étre rigoureusement incapable
de germer ou de donner une plantule normale et vigoureuse. On dit alors
que 1'embryon est dornmant.

Dans de nombreux cas, cependant, 1'embryon bien que non dormant
ne germe pas lorsqu'il est entouré de ses enveloppes. Celles-ci ont donc le
pouvoir de s'opposer & la germination, on parle alors d'une inhibition de
germination.

1 - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. DEFINITIONS

On regroupe sous 1'appellation d'inhibition de germination tout
phénoméne qui s'oppose & la germination d'un embryon non dormant ; 1'inhi-
bition disparaissant si le facteur responsable est supprimé.

Beaucoup d'entre-elles sont dues aux enveloppes de la graine, il
s'agit d'inhibitions tégumentaires ; les autres résultent de la présence dans
le milieu de substances inhibitrices, que 1'on peut qualifier d'inhibiteuré
chimiques.

Nous avons vu que parmi Tes inhibiteurs chimiques, les acides
phénoliques, contenus dans les enveloppes ou dans une solution servant au

trempage de 1'orge ne peuvent expliquer complétement certaines inhibitions
observées.

L'inhibition embryonnaire désigne une inaptitude @ la germina-
tion inhérente & 1'embryon.

Certains auteurs (COME, 1970 ; EVENARI, 1957) considérent que
d'un point de vue physiologique, Te terme dormance devrait &tre réservé a
ces cas précis d'inaptitude & Ta germination.
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Ce type d'inhibition ou dormance s'installe souvent lors du
développement de la semence sur la plante ; Tors de 1a maturation physio-
logique, c'est alors une dormance embryonnaire paimaire. On peut aussi
provoquer cette dormance ; il s'agit alors d'une dormance embryonnaire
secondaine ouw Lnduite.

Une dormance embryonnaire se caractérise par le fait qu'elle
subsiste quand on enléve les enveloppes ou quand on supprime le facteur
qui T1'a provoquée.

Si la dormance primaire est en place dans 1'embryon de la
semence, la dormance secondaire, elle, est provoquée par des conditions
défavorables & la germination de cet embryon. I1 semble qu'il s'agisse
d'une réaction de défense de 1'embryon face aux mauvaises conditions aux-
quelles on Te soumet. Les causes de cette inhibition sont trés diverses ;
parmi les causes physiques, citons : une température trop élevée, un mi-
lieu trop humide, une atmosphére trop pauvre en oxygéne.

Pour avoir la certitude d'étre en présence d'une dormance
secondaire, il est nécessaire de pouvoir rendre a nouveau 1'embryon capa-
ble de germer. Un traitement par le froid, qui 1éve la dormance secondaire,
comme la dormance primaire permet cette vérification.

Nous avons vu que les acides phénoliques possédent probablement
une part de responsabilité dans 1'inhibition de germination qui s'exerce
sur les semences.

I1 semble que leur action ne se fasse pas uniquement par inter-
vention directe sur la germination mais qu'ils puissent agir par 1'inter-
médiaire d'autres composés. Certains acides phénoliques en fonction de
leur concentration et peut-é&tre de leur structure vont influer sur la
concentration et 1'activité de composés tels 1'acide B indolyl-acétique
(MARIGO et af£., 1979 ; PODSTOLSKI et af., 1981), 1'acide abscissique
(SOLOMAKHINA, 1980 ; RAY et af., 1980) ; qui sont classés parmi les
phytohormones.

On peut définir une phytohormone, en accord avec PILET (1961)
comme une substance qui,produite dans une région déterminée d'un organe
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végétal, serait transportée dans une autre région pour y contréler, régler
ou encore déclencher un processus physiologique déterminé.

1.2. L'ACIDE ABSCISSIQUE

Parmi ces substances, £'inhibiteur B a paru le plus actif
jusque vers 1964.

KOVES en 1957, VARGAS en 1958 pensent qu'il s'agit d'un en-
semble de diverses substances tels 1'acide salicylique, 1'acide férulique

et 1'acide paracoumarique qui ralentiraient fortement la croissance des
racines.

L'inhibiteur B8 présumé composé de 1'association de plusieurs
acides phénoliques est ainsi resté connu jusqu'en 1965 avec parfois le qua-
Tificatif de dowmine.

Ce n'est qu'en 1965 qu'une structure chimique a été proposée
pour cette substance par OHKUMA et confirmée par synthése par CORNFORTH
la méme année. Ce composé est maintenant connu sous le nom d'acide
abscissique (ABA) (MILBORROW, 1967).

CH3 CH,  CHj
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Figure n° 14 - STRUCTURE DE L'ACIDE CIS ABSCISSIQUE

La confusion qui a régné entre cet acide abscissique et les
acides phénoliques pendant de nombreuses années, s'explique par le fait
que ces derniers, sans étre des précurseurs au sens bjochimique du terme,
influe cependant trés fortement sur Ta concentration et donc 1'action de
1'acide abscissique qui est désormais classé parmi les phytohormones.
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La découverte de cette substance a donné un nouvel &lan aux
recherches sur les inhibiteurs et en 1968, 1'ABA était impliqué, au
terme de recherches effectuées par deux équipes différentes (JACKSON, 1968 ;
SONDHEIMER, 1968) dans la dormance des graines. L'intérét de cette nouvelle
voie d'investigations a fait négliger presque complétement les recherches
sur le rdle de 1'acide abscissique en tant qu'inhibiteur propre de
germination.

Dans chaque série d'expériences précitées, les auteurs mesurent
la concentration en ABA dans des graines en dormance et dans des graines
dont la dormance a été levée par traitement au froid.

IT ressort des résultats que le niveau de 1'acide abscissique
est plus élevé dans Tles grains dormants que dans les grains non dormants
mais aussi que dans les graines dont la dormance a été préalablement levée.
IT se vérifie enfin aisément que la germination de grains non dormants
est inhibée par de faibles quantités d'ABA exogéne.

Ces auteurs ont donc conclu que la différence de concentration
en acide abscissique était représentative de T1a levée ou de 1'absence de la
dormance, ce qui a fait attribuer & 1'ABA la responsabilité de 1'entrée
en dormance mais aussi du maintien de cet état physiologique.

Quelques expériences contradictoires (BALBOA, 1977 ; DENNIS
et al., 1978) ont été réalisées et ont montré qu'il n'y avait pas ou peu
de réduction de 1'ABA lorsque des graines étaient traitées a des températures
maintenant ou non 1a dormance.

Bien qu'en régle générale 1'ABA chute fortement lorsque les
graines sont traitées a basse température, il parait actuellement diffi-
cile d'affirmer que la réduction de 1'hormone est suffisante pour lever
la dormance mais le probléme de la nécess.ité d'une diminution de 1'acide
abscissique 1ibre pour la levée de dormance reste posé.

Ces incertitudes demeureront tant que Te mode et le lieu d'action
exacts de 1'ABA ne seront pas complétement élucidés. Selon VILLIERS (1972)
1*ABA inhiberait l1a synthése des acides nucléiques mais n'affecterait pas
directement celle des protéines. I1 semble cependant que 1'acide abscissique
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n'affecte pas directement la synthése des acides désoxyribonucléiques
(JACOBSEN et al., 1978) mais agit plus vraisemblablement au niveau de la
RNA-polymérase. Dans 1'orge, une application exogéne d'acide abscissique
aurait pour conséquence de diminuer la synthése de 1'c-amylase (HO, 1976)
alors que la plupart des autres protéines ne serait pas modifiée. Il est
cependant difficile d'affirmer si 1'acide abscissique agit, ce qui parait
vraisemblable, sur la synthése protéique de 1'a-amylase ou au niveau de
1'acide gibbérellique dont la synthése d'a-amylase est sous le contrdle
(HABER, 1969 ; CHRISPEELS et af., 1967).

Nous parvenons a ce stade a la régulation de processus méta-
boliques par 1'intermédiaire de plusieurs médiateurs hormonaux. Si 1'acide
abscissique posséde effectivement un rdéle antagoniste vis-a-vis de 1'acide
gibbérellique et notamment de son action sur la biosynthése d'enzymes, ce
contréle peut é&tre levé par un apport exogéne massif d'acide gibbérellique
mais également par 1'addition d'éthyléne, phytohormone elle aussi
(figure n° 15).

i Production relative d’a amylase

A ac gib.
~ ac gib. + 10ul ethyiéne
100} ) 7 "
@ ac gib.+ 2 10"M ABA =
gol © 3cgib.+2 107M ABA +10ut éthyléne £"
g &

ac gibbérellique en moles/|

0 10 10° 1% 10’ 10® 10° B

Figure n® 15 - EFFET DES HORMONES SUR LA SYNTHESE
DE L'a~AMYLASE DE L'ORGE
(d'aprés JACOBSEN, 1973)
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Nous avons précisé, a plusieurs reprises que nous envisagions
le role de 1'acide abscissique 1ibre. En effet, les métabolites de 1'acide
abscissique ne possédent pas d'activité physiologique et i1 est intéres-
sant de noter que lors de la levée de dormance (HARRISON et af., 1975 ;
WRIGHT, 1975) parallélement & une diminution du taux d'ABA libre, on
constate une augmentation de la teneur en acide abscissique 1ié avec du
glucose principalement. I1 semble bien établi qu'une diminution de 1'acide
cis abscissique libre corresponde a une augmentation proportionnelle d'a-
cide 1ié (BARTHE et af., 1978) ; i1 parait tentant dans ces conditions de
faire correspondre ces deux états a des formes respectivement actives et
inatives de 1'hormone (Figure n°® 16). Pour MILBORROW (1970), 1'abscissate
de B.D glucopyranose représente 1'un des principaux produits du métabolisme
de 1'ABA et 1'activité inhibitrice qui Tui était attribuée n'est en fait
que le résultat d'un artéfact ; des estérases présentes dans les tissus
végétaux induisant la libération d'ABA libre.

8 D glucopyranose

ABA - ABA B D glucopyranoside
forme libre active - — — - - — - forme 1iée inactive
5,',/0
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Figure n° 16 - INACTIVATION DE L'ACIDE ABSCISSIQUE
(d'aprés MILBORROW,1970)

La fonction de cet acide abscissique 1ié n'est pas encore
parfaitement défini ; chez certains végétaux la transformation forme libre
forme liée est irréversible (SEMBDNER et af., 1980) ; ce qui correspondrait
a la premiére étape d'un processus de dégradation. On peut cependant envi-

sager que cette molécule 1iée corresponde a une forme de stockage et/ou de
transport de 1'hormone.
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IT existe au sujet de 1'acide abscissique une derniére contro-
verse relative @ la présence de son isomére thans & 1'état natif dans le
régne végétal. La plupart des auteurs attribuent la présence de la forme
Zrans a une photoisomérisation lors de 1'extraction alors que LE PAGE-
DEGIVRY (1979) explique 1la diminution d'ABA libre actif par la transfor-
mation en son isomére ; isomérisation importante puisque la forme trans ne
posséde aucune activité biologique ni inhibitrice.

A ce jour, i1 est unanimement admis que 1'acide abscissique
joue un réle :

- dans £'induction de T1a dormance mais son rdle dans 1'entre-
tien et la levée de cette dormance reste encore obscur ;

- dans 1'inhibition de germination puisque 1'acide abscissique
se comporte comme un inhibiteur chimique.

1.3. L'ACIDE B INDOLYL-ACETIQUE

Si Te rdle de 1'acide abscissique dans la dormance n'est pas
encore parfaitement défini, du moins agit-il invariablement comme antago-
niste des hormones de croissance. I1 semble que 1'action de 1'acide B
indolyl-acétique (Figure 17) classé parmi les hormones de croissance soit
cependant beaucoup plus subtile et soumise & des régulations fort nom-
breuses.

Z

| |

N\ N

CH5~COOH

Figure n°® 17 - STRUCTURE DE L'ACIDE g INDOLYL-ACETIQUE (IAA)

L'acide indol-acétique agirait effectivement de deux
maniéres différentes selon sa concentration endogéne. En faible quantite,
il apparait comme un facteur activateur de la croissance alors qu'en
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quantité importante il se comporte comme un véritable inhibiteur. L'action

activatrice de 1'IAA a particuliérement été étudiée par PILET (1961) ; mais
les hypothéses faites sur les mécanismes de son action inhibitrice restent

divergentes bien que les mémes inducteurs, c'est-d-dire les acides phénoli-
ques soient mis en cause.

Selon MARIGO (1979), 1'accumulation d'acides phénoliques en-
traine une diminution du transport de 1'IAA et surtout 1'inhibition de
1'IAA oxydase. On assiste alors & un accroissement anormal de 1'indol-
acétique qui aux concentrations ainsi atteintes, posséde un effet inhi-
biteur sur la croissance.

GABER (1969) supposait que le manque de sensibilité a 1'eau de
1'orge, pour germer dans des conditions optimales était di au découplage
de la phosphorylation oxydative, suite a 1'apparition anormale d'IAA,
selon ce méme processus.

Pour DATTA (1978) et PODSTOLSKI (1981), par contre, les compo-
sés phénoliques de 1'orge stimuleraient 1'activité de 1'IAA oxydase d'oi
une baisse de concentration critique de 1'hormone qui se trouverait en
quantité insuffisante pour assurer une croissance normale.

Un environnement défavorable modifierait Ta destination de la
phénylalanine qui au lieu d'étre incorporée dans les protéines donnerait
naissance a8 la série des acides cinnamiques des acides phénoliques.

IT n'est pas Te moins paradoxal que des séries de travaux
récents aboutissent aux mémes conclusions concernant 1'action négative
sur la germination des acides phénoliques par 1'intermédiaire de 1'acide
indol-acétique avec cependant des interprétations opposées du mécanisme
réactionnel.

Les acides phénoliques semblent donc réguler la concentration
de 1'indol-acétique par 1'intermédiaire de 1'IAA-oxydase, mais leur action
serait différente selon qu'ils possédent 2 ou 3 OH adjacents (acides
caféique, gallique) ou un seul groupement hydroxyl (acide paracoumarique)
(LETHAM, 1978).



- 85 -

Selon FLETCHER (1964), le taux d'IAA 1ibre qui agit en sti-
mulant 1a pénétration de 1'eau, en favorisant 1a respiration, 1'hydrolyse
de 1'amidon et la synthése protéique, est en étroite corrélation avec la
croissance ; mais il ne peut affirmer que seul un taux d'IAA élevé permet
d'assurer celle-ci. I1 est possible que les formes d'existence de cet
acide soient soumises a des équilibres semblables & ceux qui régissent
1'acide abscissique.

UEDA (1969) suggére que 1'indol-acétique n'existe pas ou trés
peu (1 a 10 %) sous forme 1ibre mais serait 1ié 3 des molécules de glucose
reliées par des liaisons B 1 - 4 pouvant é&tre hydrolysées par des cellula-
ses (PISKORNIK, 1972).

2 - DOSAGES DES ACIDES ABSCISSIQUE ET B INDOLYL ACETIQUE

Une des premiéres fonctions connues de 1'acide abscissique a
été son role dans la régqulation des échanges gazeux chez les végétaux et
notamment dans 1'ouverture des stomates (LITTLE, 1968 ; MITTELHEUSER,
1969). Les premiéres estimations de 1'acide abscissique ont été réalisées
par chromatographie sur couches minces (ZEEWART, 1971). La chromatographie
en phase gazeuse avec un détecteur a capture d'électrons (QUARRIE, 1978 ;
ALLEN, 1981) ou associée a la spectrométrie de masse (RIVIER et af., 1981)
s'est révélée comme une bonne technique de dosage mais nécessitant une
préparation longue et fastidieuse de 1'échantillon.

La chromatographie liquide a haute pression permet de doser
1'acide abscissique soit avec une colonne échangeuse d'ions (CARGILE,
1978) soit avec une colonne en phase inversée (DURING, 1975 ; CIHA et af.,
1977 ; RAPP et af., 1976).

Ayant une action physiologique moins spectaculaire, 1'acide
B indolyl-acétique a fait 1'objet d'un nombre plus restreint de travaux.
Sa détection peut s'effectuer par chromatographie sur papier ou couches
minces (UEDA, 1969) ou par chromatogranhie en phase gazeuse (DAVIS, 1968)
en utilisant notamment deux standards internes radioactifs (COHEN, 1981).



2.1. MATERIEL ET METHODE

2.1.1.

Nous avons utilisé une colonne de phase inversée type C
identique a celle recommandée pour les acides phénoliques, ainsi qu'un
détecteur UV @ 254 nm pour la détermination des deux phytohormones.

Nous avons préféré rechercher dans 1'immédiat un solvant
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d'élution permettant de travailler en "suppression d'ion", ce qui impose

un pH relativement bas (compris

colonne.

entre 2,5 et 3) mais compatible avec la

Travaillant sur des mélanges standards d'acides abscissique
et de B indolyl-acétique, i1 est possible d'éluer ces deux composés sépa-

rément en dix minutes sans variation de composition de la phase mobile
et avec un débit fixe de 1 ml/mn

1

(figure

18).
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Figure n® 18 - CHROMATOGRAMME DES ACIDES ABSCISSIQUE

ET INDOLE 3 ACIDE ACETIQUE COLONNE C18 (MCH

phase mobile :

débit 1 ml/mn

45 % wméthanol

pression 1600 psi

10)

55 % solution d'acide acétique 0,2 N
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Dans ces conditions analytiques, le pH de Ta solution d'acide
acétique se situe @ 2,7, les temps de rétention sont les suivants :

acide B indolyl acétique Tr = 6,5 mn

acide abscissique Tr = 8,9 mn

On remarque immédiatement que les deux acides dosés a partir
de solutions de méme concentration possédent des réponses fort différentes,
1'absorption de 1'indol-acétique a 1a longueur d'onde utilisée étant
particuliérement faible.

On vérifie aisément dans ce cas que la hauteur du pic en acide

abscissique est bien proportionnelle & la concentration de la solution
(figure 19).

Hauteur de pic en mm /
500~
400k
300
2005
100,
ac. at.)scissic.;ue en' myg/l

0 5 20 25

5158

Figure n® 19 - ETALONNAGE DE L'ACIDE ABSCISSIQUE

Afin d'améliorer la fiabilité de la méthode analytique, nous
avons recherché un étalon interne et travaillé dans un premier temps avec
1'acide sulfosalicylique dont le temps de rétention est de 3,5 mn. Nous
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verrons que nous avons é€té obligés, par la suite, d'abandonner cet étalon
interne qui ne s'é@luait pas distinctement de certains autres composés.

Les modes d'extraction de 1'acide abscissique (MILBORROW, 1967 ;
SWEETSER, 1976) et de 1'acide indole-acétique font apparaitre 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'interféreraient pas avec les

deux hormones (figure 20).
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Figure n°® 20 - CHROMATOGRAMME D'UNE SOLUTION ETALON D'ACIDES PHENOLIQUES,
D'ACIDE ABSCISSIQUE ET D'ACIDE INDOLE ACETIQUE
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Les acides phénoliques témoins sont effectivement &lués rapide-
ment mais risquent de rendre difficile 1'identification de 1'acide indol-
acétique et masquent 1'étalon interne, 1'acide sulfosalicylique, que nous
avons abandonné et remplacé par un acide &lué aprés 1'acide abscissique ce
qui élimine théoriquement les interférences.

Nous avons d'abord choisi de travailler sur une méthode simple
(ALLEN, 1981) qui évite le stade de chromatographie sur couche mince et
permet une détermination rapide a partir d'un matériel végétal.

L'extraction (figure 21) fait donc appel a une séparation liquide-
Tiquide avec du dichlorométhane qui solubilise 1'acide abscissique a pH 2. La
méthode a été mise au point sur une solution d'acide cis abscissique & 2
mg/1 et contenant un pool d'acides phénoliques.

Echantillon (eau de trempe) 50 ml
lso]ution étalon

- Amener le pH & 2 avec HC1 4 N

- Extraire avec le dichlorométhane 30 ml
(30 mn avec agitation)

- Décanter la phase organique. Pour une eau de trempe,
centrifuger a 2000 Tours/minute 10 mn & 5°C
Répéter 1'extraction au dichlorométhane 3 fois

'

- Réunir les phases organiques dans un Kuderna

- Concentrer 3 40°C pour obtenir un volume final que 1'on
mesure exactement et qui sera compris entre 0,5 et 1 ml.

Figure n° 21 - SCHEMA D'EXTRACTION DE L'ACIDE ABSCISSIQUE
AU DICHLOROMETHANE

Les rendements d'extraction de 1'acide abscissique obtenus
par cette méthode sont de 71 % (figure 22).
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Figure n°® 22 - CHROMATOGRAMME D'UNE SOLUTION CONTENANT 2 mg/1 D'ACIDE ABSCISSIQUE
APRES EXTRACTION AU DICHLOROMETHANE

Dés 1a prise d'un échantillon d'eau de trempe, ou & partir de
la réalisation de 1a solution étalon, toutes les opérations se passent le
plus possible a £'abai de La Lumiere. I1 est en effet primordial d'éviter
d'induire la transformation de 1'acide cis abscissique en son isomére trans,
qui ne se trouve pas a 1'état naturel dans les végétaux et donc dans 1'eau
de trempe et ne posséde pas d'activité biologique. Cette isomérisation est
néanmoins une caractéristique utile pour la justification de 1'identité
de 1'acide abscissique dans un échantillon.

Une exposition de 3 heures sous une lumiére ultraviolette a
254 nm suffit, en effet, pour obtenir un mélange en parties égales de cis
et trans abscissique a partir de la forme cis pure (figure 23).
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Figure n° 23 - ISOMERISATION DE L'ACIDE ABSCISSIQUE

a) ABA pur forme cis
b) ABA aprés une exposition de 3 heures aux
rayons UV & 254 nm.
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IT est ainsi possible de confirmer la présence d'acide abscis-
sique en exposant la fraction restante de 1'extraction aux UV & 254 nm et
d'observer la diminution du pic au temps de rétention 8,9 mn.

Nous avons obtenu des rendements d'extractions proches de 90 %
pour 1'acide abscissique en travaillant au début sur des solutions & 5 mg/1.
Ces rendements n'ont pas été retenus car ils paraissaient disproportionnés
par rapport a ceux obtenus sur des solutions plus diluées, et nous nous
attendons & des concentrations infiniment plus faibles lors des dosages
effectués sur des eaux de trempe.

L'étude de Ta répétabilité s'est faite sur des solutions stan-
dards d'acide abscissique contenant des acides phénoliques & la concentration
de 0,1 mg/1 chacun (Tableau XXIV).

‘mg/1 ABA : 5 2 i 1 : 0,5 : 0,25 : 0, : 0,05
f : 90 69 75 65 73 74 70

‘Rendement :

dextrac- 1 9 1 72 1 72 o6 0 i 72 70
o von 9o L 7 i 70 i 66 + 70 - 74 o+ X

TABLEAU XXIV - REPETABILITE DE L'EXTRACTION AU DICHLOROMETHANE

Les rendements sont donc voisins de 70 % pour la majorité des
solutions comprises entre 2 et 0,05 mg/1 ; seule la série des extractions
sur une solution 3 0,5 mg/1 indique des pourcentages un peu faibles ; 1a
manipulation des solutions &tant probablement d 1'origine de cette différence.

et N Moot S S e e S e e
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2.2. DOSAGE DANS LES EAUX DE TREMPE

Dés les premiéres extractions sur les eaux de trempe, il est
apparu que la méthode mise au point précédemment demanderait des modifi-
cations, 1'extraction étant trop peu spécifique. L'acide abscissique est
le plus souvent repérable mais i1 est impossible d'affirmer la présence
ou 1'absence d'acide indole-acétique.

Nous avons donc abandonné dans 1'immédiat le dosage de 1'acide
B indolyl-acétique et tenté de purifier les extraits obtenus aprés extrac-
tion a pH 2, en adaptant Ta méthode de HUBAC (1981) et CHARNAY (1981).

Nous avons travaillé sur une eau de trempe chargée en acide

abscissique a une concentration voisine de 2,0 mg/1.
Aprés extraction & pH 2 par le chlorure de méthyléne, la phase
aqueuse est chromatographiée, et contient 6 % d'ABA.

La phase organique contenant Tes 94 % d'ABA est amenée & pH 9
avec NH4OH a 5 %. L'acide abscissique passe alors en solution dans la
phase aqueuse qui est évaporée sous vide a 50°C, sous un courant d'azote
en fin de concentration.

L'extrait sec est remis en suspension dans 5 ml de méthanol
acidifié. Le rendement est ainsi de 75 %, donc peu amélioré par rapport
d la méthode précédente, mais la solubilisation compléete de 1'acide
abscissique dans la phase aqueuse 3 pH 9 permet d'éliminer dans la phase
organique quelques impuretés, rendant ainsi le chromatogramme plus dépouillé.

L'inconvénient de cette méthode est une concentration sous vide
et sous courant d'azote d'une phase aqueuse, aussi avons nous cherché a
concentrer préférentiellement une phase organique en effectuant une puri-
fication préalable (figure 24).
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Echantillon amené a pH 9

Stade de purification
(+ dichlorométhane) -~ Rejet de la phase organique
Phase aqueuse conservée

Amener & pH 2 (HC1 4N)
extraire avec CH2C12 ou éther diéthylique
Renouveler 1'extraction 3 fois

Réunir les phases aqueuses dans un Kuderna
concentrer a = 0,5 - 1 ml

Figure n°® 24 - EXTRACTION DE L'ACIDE ABSCISSIQUE
AVEC UNE PURIFICATION PREALABLE EN MILIEU BASIQUE

La pratique de cette extraction avec une purification en
milieu basique n'améliore aucunement les rendements qui sont restés voisins
de 70 % mais permet d'éliminer certaines impuretés contenus dans les eaux
de trempe.

La figure 25 montre le chromatogramme d'une eau de trempe
industrielle contenant 0,012 mg/1 d'acide abscissique.
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Figure n® 25 - DOSAGE D'ACIDE ABSCISSIQUE
SUR UNE PREMIERE EAU DE TREMPE INDUSTRIELLE
Orge 2RH Sonja 164 T dans 70 m® d'eau
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L'identité du pic d'acide abscissique a &té vérifiée en ajoutant
de 1'acide cis abscissique pur d'une part, ce qui nous a permis de recalculer
par différence une concentration en acide abscissique de 0,010 mg/1 et en ex-
posant une fraction de 1'extraction & un rayonnement U.V. d'autre part, afin
de visualiser la diminution du pic d'acide cis abscissique suite & son isoméri-
sation. IT est important de prendre garde aux volumes mis en oceuvre pendant cet-
te exposition ; on se trouve en effet dans un milieu éthéré et il est parfois
nécessaire de réajuster Te volume final afin qu'il soit identique au volume
initial.

En régle générale, toutes les eaux de premiére trempe analysées qui

provenaient d'orge & 2RH Sonja, d'orge & 6RH Nymphe contenaient des tenewtis
d'acide cis abscissique comprises entre 0,008 et 0,015 mg/L.

Le dosage de 1'acide indol acétique par cette méthode a &té provi-
soirement arrété pour plusieurs raisons. Cet acide posséde en effet une trés
mauvaise réponse lors de la détection en UV & 254 nm ; (figure 26) en fonction
du volume de notre injection (10 ul) la solution initiale d'extraction devrait
avoir une concentration voisine de 0,5 mg/1 ce qui est trés improbable.

S S U 2t MU OO O
¥

1

Figure n°® 26 - LIMITE DE DETECTION DE L'ACIDE g INDOLYL ACETIQUE EN UV A 254 nm
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Si 1'on se référe au chromatogramme d'une eau de trempe
(figure 25), on s'apercoit que les acides phénoliques emp&chent par ailleurs
sa détection normale et ce d'autant plus qu'il nous est & 1'avance impossible
de prévoir de fortes concentrations en acides phénols.

Deux solutions relativement simples s'offrent soit pour
extraire 1'acide indol-acétique plus sélectivement soit pour le doser spé-
cifiquement.

Extraire 1'indol 3 acide acétique plus sélectivement, c'est-
a-dire le séparer des acides phénoliques peut se faire aisément par chroma-
tographie sur couche mince de cellulose ou gel de silice (SAGI, 1969).

Des tests effectués sur plaque de cellulose MN 300 (solvant :
phase supérieure du mélange butanol-ammoniaque-eau-4-1-1) et sur gel de
silice Kieselgel G60 (solvant - toluéne - acétate d'éthyle - acide acétique
100 - 60 - 8) indiquent pour 1'acide indol-3-acétique révélé sur UV a 366 nm
des Rf respectivement égaux & 0,40 et 0,66.

La détection UV faite sur des eaux de trempe montre qu'effec-
tivement une grande partie des acides phénoliques est &liminée puisque
migrant au front du solvant. Si la séparation est nettement améliorée, le
probléme du dosage reste ainsi intact car une chromatographie sur plaque
entraine une plus grande dissolution de 1'échantillon & laquelle viennent
s'ajouter des pertes lors de Ta récupération sur le support de couches minces.

IT existe actuellement une technique de choix pour le dosage
de T'acide B-indolyl acétique (CROZIER et af£., 1980 ; SANDBERY, 1981 ;
SWEETSER et af., 1978 ; IINO et af., 1980) qui est 1a fluorescence et
notamment la chromatographie 1iquide & haute pression équipée d'un fluori-
métre. La réception imminente d'un détecteur a fluorescence devrait nous
permettre rapidement de quantifier beaucoup plus facilement cette phyto-
hormone.

2.3. L'ACIDE ABSCISSIQUE INHIBITEUR DE GERMINATION

Parallélement au dosage de 1'acide abscissique et a la démonstra-
tion de sa présence dans les premiéres eaux de trempage, nous avons effectué
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des tests de germination avec des solutions de concentrations croissantes
en acide cis abscissique. Comme la dénomination phytohormone pouvait le
laisser prévoir, les concentrations mises en oeuvre lors de ces tests sont
nettement plus faibles que celles des acides phénoliques (figure 27).

¢ % d’inhibition

100. s —~

80.

60;

40,

20

0- ac abscissigue en mg/i
0 05 f 15 2 25

Figure n° 27 - POURCENTAGE D'INHIBITION DE L'ORGE
EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN ACIDE CIS ABSCISSIQUE LIBRE

Une concentration en acide cis abscissique 1ibre de 0,5 mg/1
entraine des inhibitions de germination de 50 & 60 % sur des graines de
laitue ou d'orge ; mais des solutions contenant 0,05 mg/1 montrent encore
infailliblement un faible pouvoir inhibiteur.

L'inhibition due & 1'application exogéne d'ABA est cependant
réversible puisque 1'inhibition déclenchée par 1'application d'une solution
d 100 mg/1 pendant 40 h est entiérement levée par un lavage des graines
pendant une heure.
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Rappelons que les dosages d'acide ci{s abscissique Tibre dans
les eaux de trempe situent Ta concentration vers C¢,C1C mg/1 en moyenne. I1
n'est donc pas impossible que les inhibitions observées soient dues a la
concentration exogéne d'acide abscissique dans 1'eau de trempe, s'ajoutant
a 1'ABA endogéne et aux acides phénoliques.

3 - DISCUSSION - CONCLUSION

La méthode d'analyse comprenant 1'extraction @ partir d'une
eau de trempe et le dosage par chromatographie liquide a haute pression
de 1'acide c{4 abscissique est parfaitement mise au point et donne de bons
résultats ; diverses améliorations selon des options différentes pourront

peut-&tre y étre apportées dans un trés proche avenir.

3.1, AMELIORATION DE L'EXTRACTION

I1 semble, d'aprés nos résultats qu'il sera difficile d'amélio-
rer le rendement méme de 1'extraction mais i1 doit étre possible de 1a rendre
plus sélective.

Plusieurs solvants organiques ont &té testés lors de la purifi-
cation @ pH 9. Rappelons qu'd ce stade 1'acide abscissique demeure dans la
phase aqueuse, le but de 1a phase organique étant de solubiliser,afin de
pouvoir éliminer,le plus d'impuretés possible. Le butanol saturé d'eau en-
traine lors de la chromatographie une déformation du pic d'acide abscissi-
que, 1'acétate d'éthyle et 1e chloroforme méme 3 pH 9 doivent solubiliser
trop d'acide abscissique puisque les rendements sont respectivement de 45
et 46 %.

IT peut paraitre logique enfin de commencer 1'extraction a
pH 2 et de 1a purifier ensuite & pH 9. Ceci impose si 1'on reste a pH 9
d'étre en présence d'une phase aqueuse qu'il faut concentrer, en présence
d'azote ou plus simplement en présence d'un antioxydant, le butylhydroxy-
toluéne (BHT). Les rendements sont voisins de ceux que nous obtenons par
notre méthode mais lors de la concentration, nous concentrons aussi le BHT
et ses impuretés ce qui nous oblige, aprés élution de 1'acide abscissique,
d'attendre le passage de 1'étalon interne et & 1'aide d'un gradient d'élu-
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tion enrichi en méthanol, d'éluer des impuretés entre 28 et 30 mn.

L'avantage de notre méthode est de travailler de maniére
isocratique ce qui évite de devoir reconditionner la colonne entre deux
injections. I1 suffit d'attendre la sortie de notre étalon interne, 1'a
naphtol (figure 18), &lué a 14,3 mn, qui n'interfére avec aucun autre
composé pour pratiquer rapidement 1'injection suivante.

IT semble que 1'extraction pourrait étre réalisée soit avec
des cartouches Sep-pak garnies de silice (HUBICK, 1980) soit avec du poly-
clar AT (PVP) ou méme en combinant ces deux techniques qui permettraient
d'éliminer une grande quantité d'impuretés et notamment de composés phéno-
liques.

3.2. LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE, ETAPE INTERMEDIAIRE

Aprés extraction et concentration, nous avons essayé de purifier
davantage notre échantillon & 1'aide d'une chromatographie sur cauche mince
de gel de silice contenant un indicateur fluorescent. Le solvant retenu est
1e mélange benzéne / éthyl acétate / acide acétique (75/25/5), le Rf de
1'acide cis-abscissique est de 0,48. Pour mémoire, on peut signaler que Tes
isoméres cis et trans se séparent trés bien par chromatographie sur plaque,
1'isomére transt ayant un Rf de 0,55 et 1'acide B indolyl acétique un Rf de
0,62. Précisons que la détection de 1'acide abscissique se fait exclusivement
avec une lampe UV & courte Tongueur d'onde 254 nm et qu'il est obligatoire
de protéger la migration de 1'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 problémes peuvent surgir :

- cette étape supplémentaire entraine, comme nous 1'avons déja
signalé une dilution de notre échantillon puisque le dépdt ne correspond pas
a la totalité de 1'échantillon 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 1'éthyl acétate saturé

d'eau puis 1'éthyl acétate pur afin de réextraire 1'ABA. Chacune de ces deux
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méthodes entraine un pic parasite sur le chromatogramme & 8,3 mn alors que
1'ABA est &lué a 8,9 mn. Méme un lavage de nos plaques de silica-gel (sol-
vant acétate d'éthyle / acide acétique 95/5) préalablement & la réactivation
des plaques n'@limine pas ce pic parasite ; ce dernier, par contre, n'appa-
rait pas si 1'acétate d'éthyle concentrée est chromatographiée.

Le méthanol nous a, pour 1'instant, donné les meilleurs rende-
ments de récupération soit 48 a 50 %.

Nous n'avons pas abandonné, pour 1'instant, cette technique
de purification par chromatographie sur couche mince car elle se révéle
précieuse si 1'on veut quantifier 1'acide abscissique dans 1'orge.

3.3. DOSAGE DE L'ACIDE ABSCISSIQUE DANS L'ORGE

Précédemment nous avons détecté des quantités importantes
d'acides phénoliques dans les enveloppes de 1'orge. Une purification insuf-

fisante entraine Ta présence de pics importants dus a ces acides qui peuvent
géner la détermination de 1'acide abscissique.

Nous avons réalisé ces dosages sur différentes variétés d'orge
(figure 28), les extractions se faisant selon la méthode mise au point
mais aussi par 1'intermédiaire d'une chromatographie sur couche mince.
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Les résultats correspondant a différentes variétés d'orges
exprimés dans le Tableau XXV montrent que les méthodes avec ou sans chroma-
tographie sur couche mince donnent des valeurs sensiblement identiques avec
un taux de récupération a partir des chromatographies sur plaques de 50 %.

Orges SONJA : NYMPHE . ARAMIR : MENUET
Extraction : 2RH f 6RH f 2RP 5 2RP
pH 9 puis pH 2 : : : ; détecté mais
éther diéthylique : 0,08 mg/kg : 0,06 mg/kg : 0,05 mg/kg :non calculable
chromatographie : : : :
sur couches : 0,10 mg/kg : 0,075 mg/kg : non déterminé : non détecté

minces silica-gel

TABLEAU XXV - DOSAGE DE L'ACIDE ABSCISSIQUE
DANS DIFFERENTES VARIETES D'ORGES

IT nous est donc possible actuellement de doser 1'acide abscis-
sique dans les premiéres eaux de trempe et dans 1'orge méme. Nous pensions
au début de notre travail que les acides phénoliques jouaient un réle pré-
dominant dans 1'inhibition de germination. Leurs concentrations, faibles par
rapport a celles exigées pour induire une véritable inhibition indiquent
que, seuls, ils ne suffisent probablement pas pour inhiber la germination
de semences.

L'acide abscissique, phytohormone responsable de 1'induction
de la dormance s'est révélée étre un composé possédant un pouvoir inhibiteur
beaucoup plus important. Cette hormone peut alors nous intéresser pour deux
raisons différentes.

Nous avons montré que lors de la trempe, 1'acide cis abscis-
sique libre, donc actif, pouvait étre solubilisé dans 1'eau de trempage,
a des concentrations faibles certes (0,015 mg/1) mais néanmoins proches
de concentrations entrainant encore un faible pouvoir inhibiteur (0,05 mg/1).

Lors de 1'épuration physico-chimique, nous avons montré qu'il
y avait élimination d'acides phénoliques, ce qui réduirait le risque de voir

e e e S M e M S N e S N N
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ces acides se concentrer au cours de recyclages successifs et parvenir ainsi
a des concentrations inhibitrices. Le méme risque est couru avec 1'acide
abscissique mais la différence de concentration entre une solution possédant
un pouvoir inhibiteur (0,05 mg/1) et 1'eau de premiére trempe (0,015 mg/1)
est infime par rapport & celle des acides phénoliques.

IT faut préciser que les trempes ultérieures sont beaucoup
plus diluées en composés inhibiteurs et lors de 2 essais, nous ne sommes
jamais parvenus a mettre 1'acide abscissique en évidence. I1 nous restera
cependant a vérifier, lors d'essais au stade pilote qui devraient avoir
lieu prochainement que 1'acide abscissique s'élimine bien en totalité ou
au moins en partie lors du traitement. La premiére eau de trempe qui est
la plus chargée, en acides phénoliques et en acide abscissique est d'ailleurs
diluée une premiére fois avec 1'eau des trempes ultérieures, et une seconde
fois avec un appoint d'eau propre nécessaire.

Une prochaine expérimentation en pilote devrait nous permettre
de tirer les premiéres conclusions & un niveau quasi industriel sur 1'épura-
tion des eaux de trempe, mais aussi sur la possibilité de les recycler sans
risques pour les germinations futures.

Notre étude nous ayant conduit vers le dosage d'une phytohormone,
le deuxiéme axe d'intérét se trouvait étre la dormance, soit le potentiel
de germination d'une semence & un moment donné. Cette dormance revét un
aspect essentiel pour le malteur, et rappelons nous que 1'une des princi-
pales phases du maltage est précisément une germination. Chaque année,
1'industriel doit donc attendre que la dormance soit levée avant de fabriquer
du malt & partir d'orge de la derniére récolte. Nous avons vu que des moyens
physiques telles une basse température peuvent lever la dormance ; il n'est
bien slr pas possible de mettre en oeuvre de tels moyens au stade industriel.
Peu de composés chimiques, méme parmi les hormones permettent de Tever

complétement cet état (figure 29).
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Figure n°® 29 - EFFETS DE L'ACIDE ABSCISSIQUE ET D'UNE CYTOKININE
SUR LA GERMINATION EN PRESENCE D'ACIDE GIBBERELLIQUE
(d'aprés KHAN, 1968)

L'application de cytokinine et d'acide gibbérellique ne permet
pas une germination normale en présence d'acide abscissique, méme lorsque
les doses de ces phytohormones de croissance sont 10 fois plus élevées que
les concentrations d'acide abscissique.

IT est apparu qu'il serait difficile de coreller, ainsi que
nous pensions le faire, la levée de dormance avec une diminution de la teneur
de 1'orge en acide abscissique. Si 1'action de cette phytohormone dans
1"'induction de la dormance est unanimement reconnue, son réle dans le maintien
d'un état dormant reste trés discuté.

L'état de dormance pourrait, en effet, résulter de Ta présence
d'une substance inhibitrnice active qui pourrait &tre 1'acide abscissique, mais
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aussi 1'acide B indolyl acétique a forte concentration et enfin de £'absence
d'une substance de croissance essentielle.

L'embryon serait donc sous la dépendance d'un équilibre dynamique
qui s'instaure entre plusieurs hormones, leurs systémes de régulation et pro-
bablement 1a présence d'acides phénoliques jouant un rdle d'effecteurs de
certaines réactions d'activation ou d'inactivation hormonale.

Dans cette hypothése, Te dosage de 1'acide abscissique en tant
que composé "marqueur" permettant de déterminer rapidement la Tevée ou non
de Ta dormance se révéle nettement insuffisant, mais on peut apercevoir
1'intérét d'un "biLan hormonat" comprenant le dosage de phytohormones cibles
qui pourraient étre dans un premier temps 1'acide abscissique, 1'acide
B indolyl acétique et 1'acide gibbérellique.
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Le but de cette étude était d'une part de participer & la mise
au point de 1'épuration par voie physico-chimique de 1'eau de trempe en
malterie et d'autre part, de rendre compte de la composition de cette eau
en acides phénoliques.

Le traitement d'épuration devrait étre testé trés prochainement
au stade pilote puis au niveau industriel et s'accompagnera alors d'un
recyclage de 1'eau épurée pour les trempes suivantes.

Lorsque 1'eau traitée est recyclée, il s'avére nécessaire d'en
connaitre la composition le plus complétement possible afin de détecter
et de prévenir d'éventuelles concentrations en composés inhibiteurs de la
germination. Gardons en souvenir, a cet effet, les problémes engendrés
dans Te bon fonctionnement d'une station d'épuration biologique, problémes
résultant peut-étre de 1'activité antimicrobienne due & Ta concentration
des acides phénoliques lors de recyclages suecessifs.

L'eau de premiére trempe contient des composés beaucoup plus
actifs que les acides phénoliques, ce sont les phytohormones et parmi celles-
ci 1'acide cis-abscissique.

L'acide cis-abscissique posséde une action antagoniste vis-a-vis
de toutes les hormones de croissance, et notamment de 1'acide gibbérellique,
hormone d'importance primordiale pour le malteur puisqu'elie contrdle la
synthése d'enzymes dont 1'a-amylase. Le dosage et 1'étude de 1'acide abscis-
sique pose un nouveau probléme qui est celui de la dormance. Des variétés
d'orges caractérisées par une trés faible dormance possédent des taux d'acide
cis abscissique particuliérement faible (GOLDBACK, 1977), ce qui permet de

relier la dormance ou plus exactement son induction & la concentration
hormonale.

Le mode d'action complet des phytohormones reste cependant
encore méconnu, mais il apparait comme certain que la réduction seule de
1'acide cis abscissique ne suffit pas & lever la dormance et donc a permet-
tre la germination. I1 semble que 1'embryon répondrait & un état d'équili-
bre qui s'instaurerait entre les différentes phytohormones d'ol la nécessité
de pratiquer un véritable bilan hormonal permettant de suivre les concentra-
tions en acides abscissique, gibbérellique, B indolyl acétique et éventuel-
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lement les cytokinines. Il faudrait €tablir des relations avec les dif-
férents acides phénoliques qui, s'ils ne sont pas directement responsables
de la totalité de 1'inhibition, créée par 1'eau de trempe, influent sur
différentes activités hormonales.

Par ailleurs, i1 ne faut pas négliger les renseignements apportés
par une analyse chimique plus classique, mais la plus compléte possible
de 1'eau de trempe (CUVELLIER, 1980).

Une concentration élevée en ions potassium peut freiner 1'action
inhibitrice de 1'acide cis4 abscissique (DAVIES, 1980) or nous savons que
les premiéres eaux de trempe sont particuliérement riche en potassium
(200 & 500 mg/1 et parfois méme 1 g/1). Ces concentrations &levées pourront
avoir une grande importance si 1'on considére avec TREWAVAS (1976) que les
substances de croissance peuvent initialement par une modification de flux
ioniques induirent les transformations biochimiques attribuées aux hormones.
On ne peut, en effet, réfuter a priondi 1'hypothése selon laquelle les hormones
agiraient en induisant une modification des transports ioniques et simultané-
ment par action directe sur des composants cellulaires, les membranes et des
enzymes ce qui ouvre un trés large éventail de recherche.

La compréhension de ces phénoménes et surtout des modes d'action
est vraiment fondamentale afin d'appliquer les résultats de ces travaux de
recherches dans 1'industrie de la malterie, en minimisant les risques d'er-
reurs. Cela pourra conduire a des incidences en sélection, en agronomie et
sur les aspects économiques en malterie.
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ANNEXE 1

DETERMINATION DE LA DEMANDE CHIMIQUE EN OXYGENE DCO

La

- e ma = o v e e e e - e A e - A -

"demande chimique en oxygéne" (DCO) est la quantité d'oxy-

géne exprimée en milligrammes, qui est consommée par les matiéres, oxydables
dans les conditions de 1'essai, contenues dans 1 litre d'eau.

PRINCIPE

Les matiéres oxydables dans les conditions de 1'essai, contenues
dans 1'eau sont oxydées par un excés de dichromate de potassium en milieu
acide et & 1'ébullition, en présence de sulfate d'argent (jouant un role
de catalyseur d'oxydation) et de sulfate de mercure (agent complexant des

chlorures).

L'excés de dichromate est déterminé & 1'aide d'une solution
titrée de sulfate de fer (II) et d'ammonium.

REACTIFS

1)
2)

Sulfate de mercure (1I) en cristaux (Hg SO,)

Acide sulfurique dans lequel est dissous du sulfate d'argent :
Dissoudre du sulfate d'argent en cristaux, dans de 1'acide
sulfurique (d 1,84) a raison de 6,6 g/

Solution de sulfate de fer (II) et d'ammonium, environ

0,25 N :

Dissoudre 98 g de sulfate de fer (I1) et d'ammonium (Fe 504
(NH4)2 504.6H20) dans de 1'eau

Ajouter 20 ml d'acide sulfurique (d 1,84) et compléter a

1 Titre avec de 1'eau distillée

Déterminer chaque jour le titre de la solution a& 1'aide de

la solution de dichromate

Dichromate de potassium 0,25 N

Dissoudre dans de 1'eau 12,2588 g, pesés a 0,1 mg prés de
dichromate de potassium (KZCr207) préalablement séché a 110°C
pendant 2 heures. Diluer & 1000 ml en fiaule jaugée
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5) Solution de ferroine
Utiliser une solution commercialisée ou dissoudre 1,485 g
de 1.10 phénantroline et 0,695 g de sulfate de fer (FeSO
7H20) dans de 1'eau. Compléter a 100 ml.

4

MODE OPERATOIRE

V = 50 ml Lorsque 1'échantillon a une DCO supérieure a
800 mg d'oxygéne par litre, procéder a& une dilution avec de 1'eau avant de
prélever la prise d'essai.

Introduire la prise d'essai dans le ballon. Ajouter 1 g de sul-
fate de mercure puis 5 ml d'acide sulfurique (2) et dissoudre.

Ajouter 25 ml exactement mesurés de solution de dichromate
(4) puis 70 ml d'acide sulfurique (2).

Introduire quelques billes de verre, adapter un réfrigérant et
faire bouillir pendant deux heures.

Laisser refroidir et étendre a 350 ml environ avec de 1'eau,
ajouter quelques gouttes de ferroine et réduire 1'excés de dichromate a
1'aide de la solution de sulfate de fer et d'ammonium (3). La coloration
passe du vert au rouge violacé.

Essai a& blanc : Effectuer pour chaque série, un essai a blanc
en remplacant 1a prise d'essai par 50 ml d'eau.

EXPRESSION DES RESULTATS

Soient :

Vq 1e volume en millilitre de solution de sulfate de fer et
d'ammonium utilisé pour la détermination

V0 le volume en millilitre utilisé@ pour 1'essai a blanc

T le titre exprimé en normalité de la solution de sulfate
de fer et d'ammonium
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V 1e volume en millilitre de la prise d'essai
La demande chimique en oxygéne, exprimé en milligrammes d'oxy-

géne par litre est donnée par 1'expression

8000 (Vg - V1) T

v
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~ ANNEXE 2

TEST DE GERMINATION

MATERIEL

Boite de Pétri diamétre 9,0 cm
Filtre sans cendres diamétre 9,0 cm
Semences de laitue

MODE OPERATOIRE

Placer deux filtres superposés dans la boite de Pétri ; les
humecter avec 4 ml de l1a solution a tester. Déposer sur les filtres 50 se-
mences de laitue, le plus réguliérement possible. Fermer la boite de Pétri
et mettre a 1'obscurité a 20° = 1°C pendant 42 heures, avant de dénombrer
les semences germées.

On calcule Te pourcentage d'inhibition par rapport a un essai
témoin réalisé avec 4 ml d'eau distillée.

germination dans 1'eau % - germination dans la solution test %

% Inhibition =

germination dans 1'eau %

REFERENCE

Seed Science and Technology, 1976, 4, 4, 664-680.
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ANNEXE 3

DOSAGE GLOBAL DES COMPOSES PHENOLIQUES

MATERIEL

Spectrophotométre en lumiére visible avec cuvettes de 10 mm
Laine de verre

REACTIFS

Tungstate de sodium Na2w04, 2H O

Acide phosphomolybdique H3 [ M03O10 ;]
Acide phosphorique H3P04, 85 %

Carbaonate de sodium (anhydre) Na2CO3
Carbonate de sodium (hydrate) Na2C03, 10H20
Acide tanique

PREPARATION DU REACTIF DE FOLIN-DENIS

Le réactif est obtenu en mélangeant 750 ml d'eau, 100 g de
tungstate de sodium, 20 g d'acide phosphomolybdique et 50 ml d'acide
phosphorique. On chauffe sous reflux pendant deux heures et aprés refroi-
dissement, on compléte a 1 Titre.

On utilise aussi une solution de carbonate de sodium préparée
en dissolvant, a 70 ou 80°C, 35 g de carbonate de sodium anhydre dans 100 ml
d'eau. Aprés avoir laissé refroidir pendant une nuit, on provoque la cristal-
lisation dans la solution sursaturée en ajoutant un cristal de Na2CO3, 10H20.

Aprés cristallisation, on filtre sur laine de verre.
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MODE OPERATOIRE

Pour effectuer le dosage, on part d'une prise d'échantillon
de 10 ml que 1'on place dans une fiole jaugée de 100 ml contenant environ
70 m1 d'eau. On ajoute 5 ml de réactif de Folin-Denis et 10 ml de 1la
solution de carbonate de sodium ; on dilue avec de 1'eau jusqu'a 100 ml.
Aprés agitation, on détermine la densité optique & 750 my dans une cuvette
de 10 mm par rapport a un blanc préparé & partir d'eau distillée.

Le résultat s'exprime en mg/1 d'acide tanique, en comparant
avec une courbe étalon préparée a partir d'une solution de référence obtenue
en dissolvant 100 mg d'acide tanique dans 1 litre d'eau.

REFERENCE

Pascal RIBEREAU-GAYON, 1968
"Les composés phénoliques des végétaux"
Dunod, Paris, 52-53.
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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 Foca (Merck) avec 65 ml d'eau distillée.

Agiter aussitdét le mélange manuellement pendant 60 secondes
et verser la suspension assez fluide mais homogéne dans 1'étaleur réglé au
préalable sur 250 u d'épaisseur.

IT est important, pour obtenir des épaisseurs de couches rigou-
reusement constantes de fixer le temps d'agitation avec précision car la
suspension contient du pléatre et "prend" en quelques minutes.

On laisse les plaques en place jusqu'a ce que la surface devienne
mate ce qui demande environ 15 mn.

L'activation se fait & 105°C pendant 45 mn. Afin de faciliter
la circulation de 1'air lors de cette opération, les plaques sont déposées
verticalement sur leur portoir pendant le passage a 1'étuve.

Le stockage se fait dans un dessicateur garni de gel de silice

bleu afin d'éviter une perte d'activité a 1'air humide.

PLAQUES DE CELLULOSE

P

On pése 17 g de cellulose MN 300 (Macherey-Nagel) qu'il 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 1'homogénéisation est électrique. Nous avons utilisé

=

un homogénéiseur Virtis & couteaux pendant 2 mn.
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On étale ensuite la suspension pour obtenir des couches de
350 u d'épaisseur. Bien que ne contenant pas de liant, la cellulose adhére
trés fortement aux plaques de verre.

On Taisse les plaques sécher une nuit a@ la température ambiante.

Pour obtenir une ligne de front réguliére, on &limine & 1'aide
d'une spatule une bande marginale d'environ 3 mm avant 1'utilisation.

REFERENCES

RANDERATH K., 1971
"Chromatographie sur couches minces"
Gauthier-Villars, Paris, 285-43.

STAHL E., 1969

“Thin Layer Chromatography"

Egon Stahl, 2éme Ed., Berlin Heidelberg New-York,
8-23, 37-39, 52-70.
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