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DETERMINATION DE LA COMPOSITION GLUCIDIQUE
DE LA GRAINE DE COLZA (Brassica napus)
ET DES PRODUITS DERIVES

M. -T. Tollier et A.Guilbot

s

Le tourteau de colza obtenu aprés broyage et déshuilage de la graine, est
de plus en plus utilisé en alimentation animale, en particulier pour celle
des ruminants. Son taux d'incorporation dans les rations des pores et
volailles reste encore assez limité par le fait qu'il convient des substan-
ces défavorables b l'appétance et b la croissance de ces animaux. Jusqu'a
présent, les recherches relatives & la composition du tourteau de colza
ont surtout été orientées vers la connaissance des fractions protéiques
(LO et HILL, 1972; Van ETTEN et al., 1965; KODAGODA et al., 1973),
des lipides résiduels et des glucosinolates (ETTEN v. et al., 1966;
GASSET, 1967; DURKEE et HARBORNE, 1873). Par contre peu de tra-
vaux existent concernant la composition glucidique du colza (SIDDIQUI et
al., 1973) et ses répercussions éventuelles sur sa valeur nutritionnelle.

L'objet de ce travail a été de préciser des méthodes d'exiraction et de
dosage chimique permettant de déterminer, avec un maximum de préci-
sion, la quantité de glucides présents dans le tourteau. Par ailleurs, des
méthodes chromatographiques sur couche mince et sur gel de polyacryl-
amide sont adaptées pour identifier les principaux constituants.

Matériel et méthodes

' L'étude a 6té effectude sur un lot de colza (Brassica napus) de variété.
bien référencée, le colza Sarepta. Afin de mieux suivre la répartition des
différents constituants entre les diverses parties morphologiques de la
graine, peliicule et amande + germe, nous avons été amenés A procéder
3 un dépelliculage manuel.

La Fig. 1 schématise le mode de préparation des différentes fractions de
la graine de colza.

Les produits ainsi dbtenus, pellicule, amande plus germe, aingi que la
graine entidre ont ensuite ét€ broyés puis délipidés & 1'hexane chaud.
Apr¥s élimination du solvant, ils sont finalement analysés.

Les teneurs en eau, en matidres minérales, en matidres protéiques et en
lipides résiduels ont 6t§ déterminées selon les méthodes de référence
mentionnées dans ''Méthodes analytiques des Céréales” du CNERNA.

I.'amidon a ét€ dosé par la méthode 3 1'amyloglucosidase (THIVEND et al.,
1972) et les pentosanes totaux par la méthode 2 1'acétate d'aniline.
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Figure 1: Préparation des échantillons
Graine de colza
Dépelliculage

Coque Cotylédon plus
germe

Broyage

Délipidation par
1'hexane & chaud

Elimination du solvant

Analyses

Les hemicelluloses, la cellulose et la lignine ont éi€ dosées globalement
par les méthodes utilisant les détergents neutres ou acides selon les mé-
thodes de VAN SOEST (1963) et VAN SOEST et WINE, (1867) ou par la
méthode 2 1'acide formique (TOLLIER et al., .Résultats non publiés).

Le principe et le processus opératoire de ces différentes techniques sont
rassemblés dans la Fig. 2.

Figure 2: Schema d'analyse
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La fraction glucidique de faible poids moléculaire,
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c'est-i-dire d'un DP

inférieur & 12-14 unités glucose, a été obtenue par des extractions répé-
tées avec de 1'éthanol & 80 % bouillant. Les glucides ainsi extraits ont

été déterminés par la méthode & 1'anthrone sulfurique (LOEWUS, 1952;
TOLLIER, '1865) et leur identification a été effectuée par chromatagraphie
sur couche mince {(de STEFANIS et PONTE, 1968). De plus, les princi-
paux constituants glucidiques de ces extraits ont €t€ fractionnés par ta-
misage moléculaire sur une colonne de polyacrylamide (Biogel Py)

(JOHN et al.,

1969) et dosés automatiquement dans l'effluent par la mé-

thode & 1'orcinol-sulfurique. Le pourcentage des glucides est calculé en
se référant b des gammes d'étalonnage établies, dans les m&mes condi-
tions, avec des sucres purs (TOLLIER, Résultats non publiés a).

Le résidu sec de cette extraction alcoolique a été soumis b des hydrolyses
acides successives selon SALO (1965), procédé permettant d'étudier les
polyholosides de constitution (Fig. 3). La premidre hydrolyse est effectuée
en milieu acide chlorhydrique 0, 7 pendant 5h au bain-marie bouillant et
dans ces conditions, ne concerne que les hemicelluloses Sur l'hydrolysat

Figure 3: Méthodes de dosage global des hemicelluloses, celluloses
et lignine
Méthodes |Substance dosée Réactifs Protocole opératoire
Weende Cellulose HZSO4 0,25 N 0,5 & 3g échantillon +
(18O - 100 ml H_SO, ébullition
AFNOR) OHNa 0,31 N /o tiltrition, reprend-
re résidu par NaOH
ébullition 1/2h filtration,
séchage, calcination
Acide for- |[Cellulose HCOOH 80 % lg échantillon + 50'ml
mique lignine HCOOH 80 % - B. M.
1009751 filtration, sé-
chage, calcination
Van Soest (Hemicelluloses |Laurylsulfate de Na, lg +100 ml de réactif,
déiergents |+ cellulose EDTA sel disodique,| ébullition, 1h filtration,
neutres + lignine borate de sosium, [séchage, calcination
(196'7) . . Po, H Na,, 2 éth- .
oxyéthanozl
Van Soest [Cellulose Cetyltrimethyl- Ig + 100 ml réactif,
détergents | + lignine ammonium bro- ébullition 1h, filtration,
acides - mure en milieu séchage, calcination
(19863) stO 4

neutralisé & 1'aide de résine Duolite A 102D sont déterminés: .
- les glucides réducteurs totaux par la méthode de NELSON (1944); dans

les conditions précises de cette méthode,

clest-a-

dire un chauffage au
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bain-marie bouillant de 30 minutes, les différences observées avec le
glucose, xylose, arabinose sont négligeables (TOLLIER, Résultats non
publiés b);

- les pentoses par la méthode & 1'acétate d'aniline (CERNING et GUIL-
BOT, 1973);

- 1le glucose par la méthode % la glucose-oxydase (LLOYD et WHELAN,
1969). :

Au résidu sec obtenu aprds le précédent traitement d'hydrolyse sont
ajoutés 5 em? de Hy S04 & 72 % que l'on laisse agir A la température or-
" dinaire pendant 5h en agitant de temps en temps; aprds cette période qui
permet un début de gonflement des polyholosides, sont ajoutés 170 cm
d'eau et 1'hydrolyse est poursuivie par chauffage 2 reflux pendant 4h. La
composition quantitative de 1'hydrolysat neutralisé est déterminée comme
précédemment: le résidu final séché, dont on a défalqué les cendres
appréciées par calcination, représente la lignine brute. Parall®lement
aux déterminations quantitatives, les différents constituants Iibérés au
cours de ces hydrolyses sont identifiés par chromatographie sur couche ,
mince (DE STEFANIS et PONTE, 1968) et sur colonne de résine échan-
geuse d'ions (KESLER, 1967).

Résuliats obtenus

La figure 4 représente la composition chimique globale des coques de
i'amande plus germe et de la graine entidre du colza Sarepta. La quantité

Figure 4: Composition chimique globale du tourteau de colza Sarepta
et de ses constituants: coques et cotylédon plus germe
résultats exprimés % de substance séche

c Cotylédon Graine
oques .

+ germe entidre
Matidres minérales 4,9 7,8 7,0
Matidres protéiques N x 6, 25 16,4 55,1 43,7
Lipides résiduels 0,3 0,6 1,3
Pentosanes 14,5 9,1 11,86
Amidon 0,2 1,1 1,0
Cellulose 32,4 5,0 12,7
Lignine 27,7 4,5 7,1
Glucides 3,8 14,6 12,6
Total 100, 2 97,8 99,0

de glucides de la graine entidre n'est pas négligeable; 12,6 % sont consti-
tués de petites molécules solubles dans l'alcool & 80° GL. La chromato-
graphie sur couche mince montre qu'ils sont surtout composés de saccha-
rose, de raffinose, de stachyose et autres o -galactosides. Des quanti-
tés tres faibles de glucose et d'autres substances non identifies sont
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également présentes. De plus, elle contient 11,6 % de pentosanes, 12,7 %
de cellulose et 7,7 % de lignine.

La coque est trds riche en glucides totaux mais ceux-ci sont surtout des
polyholosides de constitution, telles cellulose et lignine, et n'ont de ce

fait qu'une valeur de ballast sur le plan nutritionnel. L'amidon est quasi
inexistant quelle que soit la partie de graine. Les bilans cbtenus tant avec
la graine enti®re qu'avec ses constituants, coque et amande, sont assez
satisfaisants surtout si 1'on tient compte du fait que certains dosage tels
celui des glucides de faible poids moléculaire et des pentosanes, sont ex- ~
primés arbitrairement, respectivement en glucose et en xylose.

Figure 5;
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Le profil des dlagrammes d'élution des extraits éthanolosolubles obtenus
sprds tamisage moléculaire sur une colonne de Biogel et dosage b l'auto-
enelyseur Technicon sont présentés sur la figure 5, pour la coque, l'aman-
de et la graine entidre. Les résultate confirment ceux obtenus par chro-
matographie sur couche mince. Les principaux constituants identifiés

sont le saccherose, le raffinose et le stachyose. Les oses comme le glu~
cose ou autres osides de feible DP non identifids sont b L'état de traces.
Dans tous les chromatogrammes, on constate Mexistence dtune quantité
non négligesble de glucides de poids moléculaire élevé se sltuant au volu-
me mort de ls colonne, Ceux-ci sont sens doute constitués de galactosides
du gaccharose d'un degré de polymérisation voisin d'une gquinzaine d'uni-
tés, Actuellement, une étude plus poussée de cette fraction est en cours.

Dans le tableau 6 gont rassemblées les quantités de glucides obtenues
aprds séparstion sur la colonne de Biogel et quantification des pics du dia-
gramme d'élution. Ces résultats sont exprimés en % de substance sdche
et sont calculds A partir des courbes d'étalonnage obtenues apres chroma-
tographie d'un mélange synthétique. Seules les substances corresgpondant
sux alpha-galactosides sont déterminées par la différence entre les glu-
cides totaux et la somme correspondant aux teneurs en saccharose, raffi-
nose, stachyose. Le saccharose ainsi que ses galactosides supérieurs,
raffinoge et stachyose, sont importents & considérer au niveau de la nu-
trition animale 8i l'on considére le phénomdne de flatulence qu'ils peuvent
provoquer,

Figure 8 Quantité de glucides éthanclosolubles déterminés par chro-
matographie sur colonne biogel (résultats exprimés %
substance stche)

oL ~galac- | Stachy- Raffi- Saccha- |Glucose et
tosides ose nose rose autres
Coque Sarepta 1,08 0,46 0,20 2,06 -
Cotylédon ) )
Sarepta 3,16 2,81 - 8,63 -
Graine entidre (6,66 (1,41 (0,33 (4,25 -
Sarepta (6,40 (1,46 (0, 33 (4,46 -

Le tableau 7 illusire les résultats obtenus au cours des hydrolyses acides
successives effectudes aprds extraction alcoolique; ceux-ci sont expri-
més en % de matidre sdche initiale. Leg quantités d'hémicelluloses de
13,90 % pour les coques, de 9,20 % pour l'amande plus germe et de
11,25 % pour la graine enti®re, sont exprimés arbitrairement en glucose
4 partir du pouvoir réducteur déterminé par la méthode de NELSON. Le
dosage spécifique des pentoses montre qu'ils constituent plus de la moi~
tié de cette fraction, D'ailleurs, la chromatographie sur couche mince
de cet extrait acido-soluble met en évidence l'arabinose et le xylose dans
les proportions 2/1 mais également des hexoses constitués de galactose,
mannose et de traces de glucose et des methyloses: rhamnose et probable-
ment fucose.
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Figure 7: Résultats obtenus par hydrdlyses acides successives,
exprimés % de substance s®che (colza Sarepta)

Hydrolyse (HCL 0,7 N) Hydrolyse (HZSO4) Lignine

Total | Pentoses | Glucoses| Total Glucose brute

Coques 13,90 8,45 0,77 16,1 13,45 31,2
i"tglei‘igz 9,20 | 6,55 0,80 6,25 4,75 3,43
Graci’xnteiére 11,25 | 5,80 0,74 10, 70 9,5 - 7,75

Des essais sont actuellement en cours pour séparer ces différents sucres
par chromatographie échangeuse d'ions et les doser A l'auto-analyseur
Technicon.

Les pourcentages de glucides réducteurs exprimés en glucose obtenus
apres une nouvelle hydrolyse sulfurique, et qui, selon les conditions opé-
ratoire, permet pratiquement d'hydrolyser compldtement la cellulose,
sont de 16,1 - 6,25 et 10, 70 % respectivement dans le cas de la coque,

de 1'amande et de la graine enti®re. Le dosage spécifique du glucose par
voie enzymatique indique que ce dernier est le principal constituant de
cette fraction. La chromatographie sur couche mince expligue la diffé-
rence observée entre la quaniité totale de glucides réducteurs solubilisée
et la quantité de glucose dosé€e. En effet, on observe:

- d'une part, la présence de glucides au niveau des pentosanes provenant
sans doute de pentosanes 1liés & la cellulose;

- dlautre part, des substances au niveau des di et triholosides en faible -
quantité, Par contrentation et sé€paration sur colonne, nours envisageons-
d'identifier ces différents produits de manidre plus précise,

Les teneurs en lignine brute, résidu obtenu aprés cette deuxidme hydro-
lyse acide, sont tout A fait comparables & celles déterminées par la mé-
thode VAN SOEST.

Cette méthode d'hydrolyse acides d'application un peu longue est toutefois
trds intéressante car en plus des valeurs globales en hémicellulose, cel-
lulose et lignine, elle permet de connaitre la compogition chimique de
ces différents polyholosides, ceci en utilisant des méthodes chromato-
graphiques de partage et d'échange d'ions et des dosages chimiques spé-
cifiques.

Le tableau 7 est relativ aux valeurs obtenues par les différentes méthodes
de dosage des hémicelluloses, cellulose et lignine sur variété Sarepta
(graines entidres). Malgré la diversité que présentent ces méthodes tant
par leur définition que par leur principe, on constate que les résultats
obtenus sont finalement du m@me ordre de grandeur. A ce stade, il con-
vient donc de faire un choix et de ne retenir que celle dont l'application

est la plus simple, tout en donnant des chiffres représentatifs et reproduc-
tibles.
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En conclusion, ce travail qui peut &re considéré comme préliminaire,
nous a permis de metire au point ou d'adapter des méthodes dlextraction
et de dosage des glucides & ce matériel assez complexe qu'est le tourtean
de colza. Ces premiers résultats donnent un aper¢u de la composition
glucidique d'une variété de colza et de la répartition des différents consti-
tuants entre la pellicule et 1'amande plus germe.

L'étude qui se poursuit a pour objectif:

- diidentifier avec plus de précision certaines substances contenues soit
dans les extraits éthanoliques, soit dans les extraits acido-solubles;

‘"~ de suivre l'évolution des différentes fractions glucidiques en fonction
du caractdre génétique des colzas ou en fonction de divers traitements
technologiques subis par le colza.

Par ailleurs, nous nous propesong de choisir parmi les méthodes d'extrac-
tion et de dosage mises en oeuvre jusqu'a présent, ou qui peuvent en dé-
couler, celles qui pourront, tout en étant assez spécifiques, &tres utili-
sables en série au niveau de la sélection ou du contr8le technologiques.

Figure 8: Dosage des hemicellulose - cellulose - lignine
(résultats exprimés p.100 de substance seche)

Echantillons
Méthodes MAJOR SAREPTA PRIMOR
Weende (cellulose) 12,7
Acide formique
(cellulose + lignine) 19,1 17,2
Van Soest D. Acides
(cellulose + lignine) 23,25 20,2 21,20
Van Soest D. Neutres
(H+C +1L) 26,4 24,8 25,5
Van Soest Lignine - 8,5 - 9,0 8,10
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