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INTRODUGTION

Pour couvrir les besoins en protéines de l'alimentation tant humaine qu'animale, la
Communaute Economique Européenne est lourdement dépendante des importations de
matiéres premiéres riches en protéines. En 1990, la CEE a utilisé prés de 20 millions de
tonnes de soja dont la majorité est importée des USA.

Cette forte dépendance des importations d'aliments riches en protéines oblige la
Communauté Economique Européenne a stimuler l'utilisation des productions locales de
sources de protéines et a mettre en place un systéme d'aide a !a production. Cela
concerne essentiellement le pois (Pisum sativum L) et la féverole (Vicia faba L).

Durant |la période de 1987 a 1991, f'utilisation annuelie du pois et de ia féverole en
alimentation animale atteint les 5,4 et 0,75 millions de tonnes respectivement (Eurostat

1991).

Lorsque des sources de protéines, comme le pois et la féverole, sont utilisées dans
I'alimentation des monogastriques, les performances des animaux restent ie plus souvent
en de¢a de celies obtenues avec les rations traditionnelles a base de larges proportions de
soja (Eggum, 1980 ; Peterson et Schultz, 1980 ; Huisman, 1989).

La présence des facteurs antinutritionnels (FAN) dans les graines de Légumineuses
est, en partie, responsable de ces effets. Ces composés sont définis comme étant des
substances naturelles des tissus Végétaux et qui ont des effets négatifs sur les
performances et la santé de 'homme et des animaux. Les facteurs antinutritionnels que
l'on trouve dans les Légumineuses sont essentiellement des inhibiteurs de protéases
digestives, des lectines, des inhibiteurs d'amylase, de la vicine, de la convicine, des
phytates, des oligosaccharides et des tannins (Liener, 1989, Marquardt, 1989 ; Huisman et

Jansman, 1991).

Parmi les facteurs antinutritionnels, les tannins méritent une attention toute
particuliere. Les tannins ou composés polyphénoliques constituent sans doute les
métabolites secondaires les plus répandus ; chez les Légumineuses a graines, ce sont les
téguments qui en sont généralement pourvus. Ces molécules se caractérisent par la
propriété de s'associer et de se combiner avec les protéines, non seulement de la ration
alimentaire mais aussi avec les protéines enzymatiques ou de structure du tractus digestif;
ceci expliquerait les pertes de valeur alimentaire observées pour les aliments riches en
ces composés. Les effets négatifs des tannins condensés sur la valeur nutritive de ia



féverole ont contraint les producteurs a sélectionner des variétés sans tannins.
Malheureusement, la production de féveroles dépourvues de tannins engendre non
seulement une baisse de la productivité mais également une mauvaise résistance aux
conditions environnementales (Bond et al., 1986). En effet, les tannins jouent un réle de
défense pour le végétal lui méme en particulier vis-a-vis attaques des micro-organismes et
prédateurs (Salunke et al .,1990).

Pour pallier ce probléme, la sélection devra s'orienter vers la recherche de nouveaux
genotypes dont la teneur en tannins autoriserait une bonne teriue au champ et serait sans
effet néfaste pour I'alimentation.

Notre projet de recherche s'est inséré d'une part dans un programme de travail
général sur les Féveroles en collaboration avec I''NRA de DIJON et d'autre part clans le
cadre des programmes ECLAIR de la Communauté Economique Européenne, qui ont pour
but d'accroitre I'utilisation du Pois et autres Légumineuses a graines par I'amélioraion de
la composition et de la valeur nutritionnelle de leurs graines a l'aide de la génétique et de
divers procédés techniques.

Ce programme européen de recherche des protéagineux importants pour la CEE
regroupe les volets d'activités suivants :

- recherches génétiques et multiplication des graines,
- nutrition animale,
- analyses biochimiques,

- procédés techniques,

et réunit des laboratoires des pays suivants :

- Angleterre : génétique, aspects méthodologique et statistique
- Belgique : analyse par Infra rouge

- Danemark : valeur nutritionnelle, composition chimique

- Espagne : agronomie, alcaloides

- France - INRA : aspects nutritionnels, composition chimique, génétique
- Organismes privés : agronomie, nutrition animale
- Université : facteurs antinutritionnels phénoliques

- Hollande : facteurs antitrypsiques, lectines

- lHalie : protéines.

La mission qui a été confiée au Laboratoire de Biologie Micromoléculaire et
Phytochimie a consisté en I'expertise des facteurs antinutritonnels phénoliques de 2
ressources vegeétales : le pois et la féverole. Au sein du programme technique dont les
principaux aspects ont été présentés ci-dessus, notre contribution a concerné les ]points
suivants :




1. A laide d'une méthodologie faisant appel a un ensemble de dosages chimiques,
biologiques et physiques des composés polyphénoliques, un screening des graines de
pois Pisum sativum L. et de la féverole Vicia faba L. a été effectué afin de :

- dévoiler la diversité variétale

- appréhender la variabilité phénotypique.

2. Etude génétique des caractéristiques tannantes des graines de féverole ( Vicia faba L.)
en relation avec la couleur des téguments ;

3. Validation des méthodes physiques de dosages non destructives par rapport aux
méthodes chimiques ;

4. Connaissance des structures phénoliques de la graine.

Dans le premier chapitre nous rappelons l'importance des Légumineuses étudiées,
en insistant particuliéerement sur les facteurs antinutritionnels phénoliques que
représentent les tannins ou proanthocyanidines. Bien que leur action ne soit pas encore
parfaitement élucidée, nous essayerons de rapporter les principales informations en
suivant le cheminement de ces molécuies dans le tube digestif.

Les chapitres 2 et 3 consisteront en la mise au point et I'application d'un panel de
méthodes concernant les facteurs antinutritionnels (F.A.N) phénoliques.

Cette méthodologie sera appliquée pour évaluer la composition en tannins d'une collection
de Féverole et de Pois et étudier le déterminisme génétique des caractéristiques
tannantes en relation avec la couleur des téguments chez la féverole (chapitre 4 et 5).

Nous présenterons au chapitre 6 les résultats préliminaires des méthodes de dosages non
destructives des facteurs antinutritionnels phénoliques : spectrométrie proche infra rouge
et colorimétrie.

Au chapitre 7 et dans le but de connaitre de fagon approfondie la composition phénolique
des téguments de la graine de protéagineux, une étude analytique des différentes classes
polymeériques de tannins est effectuée tant chez le pois que chez la téverole.
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CHAPITRE 1 3
DONNEES GENERALES ET BIBLIOGRAPRIQUES

A. LES LEGUMINEUSES A GRAINES

1. La botanique

L'ordre des Léguminales ou Légumineuses comprend plus de 12000 especes
réparties entre 600 et 700 genres. Ces plantes sont cultivées dans le monde entier et
principalement dans les régions chaudes. En effet les Légumineuses constituent une part
non négligeable de I'alimentation de nombreuses populations & travers le Monde et
représentent une source de protéines intéressante tant pour I'homme que pour I'animal.

Les Légumineuses possédent la capacité de fixer I'azote par symbiose avec les
bactéries du sol. Outre I'aspect macro-économique pour |a culture, cette propriété confére
aux Légumineuses une importante richesse en protéines et particulierement en lysine,
acide aminé essentiel, déficient chez la plupart des aliments d'origine végétale.

Cet ordre comporte 3 familles : Les Mimosacées, les Césalpinacées, et les
Papilionacées ou Fabacées. La derniére famille est celle qui nous intéresse plus
particulierement puisqu'elle regroupe les genres Glycine, Cicer, Lens , Phaseolus,
Lathyrus, Pisum et Vicia, tous d'importance économique .

Dans le cadre de cette étude, notre intérét s'est porté essentiellement sur le pois et

la féverole.
1. 1. Vicia faba L.

Les variétés a grosses graines sont cultivées depuis longtemps dans les régions
méditerranéennes sous le nom de féve. Elle est devenue depuis peu une grande culture
protéagineuse en Europe, principalement en Angleterre. La moitié des volumes mondiaux,
soit 4 millions de tonnes, sont produits par la Chine.



7
Espeéce Gms Pisum sativum L
Stade de récolte Pois secs Pols frais
des graines (récoltés & maturité) (récoltés en vert)
Forme des Graines lisses Graines ridées
graines Cas général Rarement utilisés en alimentation
animale
Fréquents pour les semences di pois
récoltés en vert

Mémes subdivisions possibles
au sein des pois ridés

‘ -

Couleur des

fleurs Fleurs blanches Flgurs colorées (rose, pourpre)

Pois protéagineux Pois fouragers

Pisum sativum ssp sativum | | Pisum sativum ssp arvense .

- Absence de tannins - Présence de tannins dans les grains
:fa‘::'eel: aae Grains jaune-blancs Grains bleu-verts Grains tachés de brun

Figure 1 : Classification des pois et principales subdivisions a distinguer du point de vue qualité
UNIP/ITCF 1991.




Il existe plusieurs sous-especes et variétés de Vicia faba ou I'on reconnait essentiellement
trois groupes définis par Ia taille des graines qui peuvent étre trés petites

(variété minor ), moyennes (equina) ou grosses (variété major ). Le terme "major" est
utilisé pour désigner les féves alors que "minor" correspond aux féveroles. Il existe au sein
de la sous-espéce "minor" une grande diversité de coloration des fleurs et des graines :
-les fleurs blanches et graines non colorées qui correspondent aux espéces dépourvues
de tannins ;

- les fleurs colorées et graines & tégument gris, beige, brun, rouge, fauve, violet ou vert,
pour les formes pourvues de tannins. Les graines sont parfois ornementées de taches ou
ponctuations.

Ces descripteurs phénotypiques servent de base non seulement a la classification mais
aussi a la sélection comme moyen de tri.

1. 2. Pisum sativum L.

Sélectionné comme plante potagere, le pois est devenu trés récemment une
grande culture protéagineuse en Europe, premiére source de matiére riche en protéines
pour les élevages de monogastriques (porcs, volailles, lapins ) en France et au Danemark.
Il est également cultivé en Chine et surtout en Russie qui représente la moitié de la
production mondiale soit 16 millons de tonnes.

La figure 1 illustre les principales subdivisions rencontrées chez Pisum sativum L.

Tous les types de pois, qu'ils soient récoltés en grains frais, en grains secs ou en
plantes entiéres comme fourrage, appartiennent a la méme espéce botanique : Pisum
sativum L.

Les principales subdivisions de |'espéce concernent d'une part la forme de la graine
(pois lisses, pois ridés), d'autre part la couleur de la fleur (fleurs blanches et fleurs
colorées). Les graines des pois a fleurs blanches ne contiennent généralement pas de
tannins et sont classés comme sous espece "Pisum sativum ssp sativum”.

L.es graines des pois a fleurs colorées contiennent des tannins et sont classées dans une
sous espece a part : "Pisum sativum ssp arvense”.
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Féverole Pois Blé Tourteau de soja
M.A.T 300-310 240 131 519
Amidon 440 512 689 34
Cellulose 85 61 26 60
Matiéres grasses 15 18 24 23
Acldes aminés
Lysine 19,8-19,2 17,9 3,7 33
Méthionine 2,2-2.1 24 2,1 T
Cystine 41-4,0 3,6 3,2 8,3
Thréonine 11-10,6 9,3 4 20,2
Tryptophane 2,6-2,5 2 1,6 7

Tableau 1 : Compositions chimiques moyennes des féveroles et pois, comparées a celles du blé
el du soja en matiéres azotées, amidon, cellulose, matiéres grasses et acides aminés en mgy/g ms
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2. Les facteurs nutritionnels

La haute teneur protidique des Légumineuses justifie en partie le caractére vital que
revétent ces plantes en alimentation animale et humaine. Leurs protéines fournissent les
acides aminés indispensables a la vie avec des teneurs en lysine avoisinant 18 g Kg -1 de
matiére séche, constituant ainsi un bon complément pour les céréales qui en sont
déficientes.

2. 1. Les composants protéiques

La matiére azotée du pois est en majorité de nature protéique puisque la part de
I'azote non protéique est estimée entre 1,6% et 4,3% de I'azote total ; cet azote non
protéique est a 65% dans les acides nuciéiques (Mossé, 1990 ; Holt et Sosulki, 1981).
Aussi assimile-t-on en général la teneur en matiére azotée totale (M.A.T) a la teneur en
protéines.

Les deux Légumineuses que sont la féverole et le pois ont des teneurs en MA.T
intermédiaires entre celle du blé et celle du tourteau de soja. Cette MAT (calcuiée par la
quantité d'azote multipliée par le coefficient 6,25) est en moyenne de 300 g Kg -1 MS et
240 g Kg -1 Ms respectivement pour ia téverole et le pois d'aprés UNIP-ITCF (1993).

Les connaissances relatives & la nature des protéines de pois ont fait i'objet de
synthéses récentes (Gueguen, 1990 ; Casey et Domoney, 1992). Les protéines solubles
du pois peuvent étre séparées en 2 groupes :

- les albumines représentant 25% des protéines totales,

- les giobulines (60 %).

Chez Pisum sativum, le rapport albumines / globulines peut varier de 0,26 a 0,42
(Gueguen et al., 1988). Les globulines sont constituées de viciline et légumine dans des
proportions variables. La variabilité de la composition protéique du pois, qui a été souvent
mise en évidence, n'est généralement pas due uniquement aux caractéristiques
génétiques mais aussi aux facteurs environnementaux (Baniel et al .,1992).

La valeur nutritionnelle des graines de pois dépend de la proportion des globulines et
essentieliement de 1a viciline.
En industrie alimentaire, I'étude des propriétés fonctionnelles des protéines de pois
utilisant aussi bien des isolats protéiques que les globulines, montre l'importance du
rapport viciline /legumine.

Le contenu en acides aminés essentiels est présenté dans le tableau 1 pour la
feverole et le pois en comparaison avec celui du blé et de tourteau de soja. La teneur en
lysine est largement supérieure & celle des céréales ; cependant les acides aminés
soufrés et le tryptophane constituent le facteur limitant.
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2. 2. Les composants glucidiques

L'amidon est le constituant glucidique essentiel chez les deux Légumineuses. Du
point de vue structure moléculaire, I'amidon des Légumineuses est proche de celui des
céréales puisque I'amylopectine représente en moyenne 70%.

Outre I'amidon qui constitue la fraction glucidique facilement assimilable par
l'organisme, les parois de Légumineuses renferment des teneurs élevées en fibes. La
cellulose et la lignine sont en quantités assez faibles et les autres fibres sont
essentiellement des substances pectiques. Les arabinogalactanes et rhamnogalectanes
sont localisés au niveau des cotylédons tandis que les téguments sont pourvus
d'associations cellulose-hemicelluloses.

2. 3. Les composants lipidiques

La teneur moyenne en lipides est faible et ne dépasse guére 2%, aussi bien pour la
féverole que pour le pois. Les triglycérides représentent 90% des lipides toteux. La
composition des lipides des Légumineuses est proche de celles de céréales avec un
caractére polyinsaturé marqué et une prédominance de l'acide linoléique (Grosjean,
1935).

2. 4. Les vitamines et éléments minéraux

Les Légumineuses constituent une bonne source de vitamines du groupe B, d'acide
nicotinique et d'acide folique, mais sont dépourvues, du moins a I'état sec, d'acide
ascorbique. Enfin les légumes secs sont riches en fer et leur teneur en calcium avoisine
celle du blé.

3. L.es facteurs antinutritionnels

La qualité des protéines des Légumineuses dépend de 3 éléments majeurs:
- leur composition, principalement en amino-acides essentiels,
- la présence dans la graine des facteurs antinutritionnels, qu'ils soient de nature protéique
ou phénolique
- el finalement de la disponibilité des acides aminés.

La disponibilité des aminoacides des protéines au niveau du tractus digestif dépend
de I'action des enzymes protéolytiques. La présence des substances antinutritionnelles (de
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nature protéique et/ou phénolique ) par action directe sur les enzymes ou par combinaison
aux protéines de réserve pour former des complexes insolubles (polyphénols-protéines),
affecte la disponibilité des aminoacides, rend ces protéines inaccessibles et amoindrit de
fagon non négligeable leur valeur alimentaire .

3. 1. Les facteurs antinutritionnels de nature protéique

Comme pour la plupart des Légumineuses, leurs graines contiennent des
substances antinutritionnelles qui font partie du groupe général des inhibiteurs naturels de
protéases, protéines ou peptides se liant spécifiquement et de maniere stable aux
enzymes hydrolysant les protéines. La graine de féverole contient également de la vicine
et convicine qui sont des glycosides reponsables du favisme chez 'homme.

Les inhibiteurs protéasiques sont dotés d'activité spécifique antitrypsine et
antichymotrypsine. Chez le pois, ils sont localisés essentiellement au niveau des
cotylédons ou l'activité antitrypsique (TIA) est 13 fois supérieure a celle du tégument.
Chez la féverole, la présence d'autres substances inhibitrices dans les téguments rend
difficile I'é¢tude de la distribution précise de l'activité antitrypsique dans les grains
(Valdebouze et al., 1980).

il semble que Yactivité antitrypsique des graines de pois et de féverole est de 5 a
20 fois inférieure a celle du soja. Cette activité est trés variable, non seulement entre les
différentes Légumineuses mais également entre les variétés. C'est ainsi que, pour le pois,
les variétés d'hiver, plus riches en protéines, sont également beaucoup plus riches en
antitrypsiques que les variétés de printemps (Leterme et al ., 1990). Il semble egalement
que les pois lisses contiennent plus d'inhibiteurs antitrypsiques que les pois ridés, tandis
que les cultivars a graines colorées semblent avoir une teneur plus faible que les cultivars
de pois non colorés (Grosjean et al .,1991).
Ces différences variétales prennent une importance particuliére, notamment en ce qui
concerne les isolats protéiques dans lesquels se retrouve une grande partie des
inhibiteurs (Gueguen et a/ .,1980).

L'activité antitrypsique pour ia féverole est moins variable entre variétés et similaire
a celle des pois de printemps avec une légére différence entre les cultivars d'hiver et de
printemps {Valdebouze et Gaborit, 1985).

Ces substances antinutritionnelles sont généralement présentes dans les
cotylédons et peuvent étre responsables de déréglements métaboliques et de la baisse du
poids chez les animaux dont la ration alimentaire est essentiellement a base de
Légumineuses (Kossa 1977).
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3. 2. Les facteurs antinutritionnels de nature phénolique

Parallélement aux composés antiprotéasicues thermolabiles des cotylédons, les
graines de Légumineuses sont pourvues d'autres types de substances antinutriticnnelles
de nature phénolique thermostables et qui sont localisées exclusivement dans les
téguments. Si les premiers composés appartiennent au meétabolisme primzire qui
concerne les molécules essentielles a la vie cellulaire (acides nucléiques, protéines,
glucides, lipides), les seconds sont issus du métabolisme secondaire spécifique au monde
des Végétaux.

Les composés phénoliques rencontrés chez les Légumineuses fourragéras ou a
graines sont représentés par la classe des flavonoides dont les tannins condensés ou
proanthocyanidines dérivent directement. L'étude physiologique de ces dérivés a fait
I'objet de plusieurs publications : ils participent a la régulation de la maturation des fruits
(Billot 1983), a la croissance cellulaire (Nitsch 1970) et aux réactions de défense des
plantes (Bate-smith 1973, Mole et al.,1990a ).

Sur le plan nutritionnel, Iimportance des tannins réside dans leur double propriété :
- d'une part, les tannins ont une grande affinité pour les protéines de la ration alirnentaire
(insolubilisation),
- et d'autre part, ils réagissent avec les enzymes du tractus digestif (inactivation).

En effet ces composés polyhydroxylés interagissent avec les protéines en formmant des
complexes polyphénols-protéines les rendant ainsi indisponibles.

Au niveau du tractus digestif, ces composés polyphénoliques peuvent réduire le processus
d'activation des enzymes et inhiber I'activité des principales protéases digestives en créant
des complexes avec ces mémes enzymes.

Les facteurs antinutritionnels de nature protéique étant thermolabiles, les
traitements thermiques adéquats ont généralement un effet bénéfique sur la valeur
alimentaire des Légumineuses. En revanche, ceux de nature - phénolique - ne sont pas
sensibles a I'action de la chaleur, aussi est-il important de rechercher, via la sélection, des
variétés qui présenteraient des composés polyphénoliques en quantité suffisante pour la
valeur culturale et de qualité non déprimante pour la valeur nutritionnelle.
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B. LES TANNINS

1. Définition

Les tannins naturels sont des molécules polyphénoliques hydrosolubles, de masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000 et, qui outre les réactions habituelles des phénols,
provoquent la précipitation des protéines (ou d'autres polyméres).

A cette définition correspondent deux classes structurales distinctes, pouvant étre
présentes simultanément chez les Végétaux :

- les tannins hydrolysables,
- les tannins condensés.

Les tannins hydrolysables sont des hétéropolyméres dont I'hydrolyse chimique ou
enzymatique libére outre la molécule de glucose, de I'acide gallique (cas des gallotannins)
ou ses formes dimériques : acide m-digallique, acide ellagique (cas des ellagitannins). La
figure 2 montre la structure de base d'un tannin hydrolysable.

Les tannins condensés résuitent de la condensation de molécules élémentaires
flavanes-3-ol (telles que 1a catéchine) ou flavanes-3,4-diols (leucoanthocyanidines). Les
liaisons formées sont de type carbone-carbone ce qui rend ces molécules trés
difficilement hydrolysables.

Les tannins condensés sont également appelés proanthocyanidines (Freudenberg et
Weignes 1960) ; en effet leur oxydation en milieu alcooi-acide a chaud entraine la
formation de pigments anthocyanidiques tels que cyanidine et delphinidine. C'est
certainement ce type de molécule qui est dotée de caractéristiques antinutritionnelles
chez les Légumineuses ; c'est la raison pour laquelle nous allons leur consacrer la suite
de ce chapitre.

2. Structures des proanthocyanidines naturelles

Les unités structurales des proanthocyanidines sont essentiellement :
- l'afzéléchine et son isomére I'épiafzéléchine (monohydroxylée sur le noyau B) ;
- la catéchine et son isomére I'épicatéchine (dihydroxylée) ;
- la gallocatéchine et son isomére I'épigallocatéchine (trinydroxylée).

A chaque classe peuvent correspondre quatre stéréoisomeres (figure 3).
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Figure 2 : structure de l'acide gallique (a), de l'acide eliagique (b) et d'un tannin

hydrolysable (c)

RI

-OH (1) R=OH,R'=H (4)R=0OH,R'=H
(2) R=R'=0OH (5)R=R=0H
(3 R=R'=H (6)R=R=H
R
OH OH
HO a HO R
(7’R=0OH,R=H -OH (10)R=OH,*'=H
& (8) R= R= OH (11)R=R'=0H
(O)R=R=H (12)R=R=H
Fgure 3 : flavanes-3-ol et nomenclature
(1) :(-) épicatéchine (2R, 3R) (2) : () épigallocatéchine (2R, 3R)

(3) :(-) épiafzéléchine (2R, 3R) (4) : (+) épicatéchine (25,3S)
(5) : (+) épigallogatéchine (2S, 3S) (6) : (+) épiafzéléchine (2S, 3S)
(7) : (+) catéchine (2R, 3S) (8) : (+) gallocatéchine (2R, 3S)
(9) : (+) épiafzéléchine (2R, 3S) (10) : (-) catéchine (2S, 8R)

(11) : (-) gallocatéchine (2S, 3R) (12) : (-) épiafzéléchine (2S, 3R)
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Ces monoméres peuvent étre acylés, généralement en position 3 de I'hétérocycle, ou
glycosilés. L'estérification des monomeres tels que I'épicatéchine ou I'épigalloctéchine se
traduit par une astringence plus marquee (Okuda et al., 1985).

2. 1. les proanthocyanidines dimeéres

Les proanthocyanidines diméres, qui correspondent au degré de polymérisation le
plus faible, peuvent servir de modéle pour la compréhension des structures plus
complexes, de degré de polymérisation plus élevé.

Elles résuitent de la condensation de deux sous-unités flavanes 3-ol, liées entre elles
par l'intermédiaire d'une liaison de type C4-C8 ou C4-C6. On les classe en deux de
catégories:

- les proanthocyanidines dimeéres de type B
- les proanthocyanidines diméres de type A

2. 1. a. les proanthocyanidines dimeéres de type B

La liaison carbone-carbone interflavane est rompue en milieu acide HCI 5N. Dans le
cas de la procyanidine B2, on obtient la (-) épicatéchine provenant de la sous-unité
flavane inférieure et un 4 flavanyl carbocation a partir de la sous-unité supérieure qui se
transformera en cyanidine par oxydation (Haslam 1977).

Grace aux progrés réalisés dans linterprétation des spectres TH et 13C RMN, il est
possiblie d‘attribuer une configuration définitive a un nombre important de
proanthocyanidines dimeres (Fletcher et al., 1977 ; Metche 1980).

Type [sous-unité sous-unité ligison Contfiguration
supérieure inférieure interflavane du C4
B1 (-)épicatéchine  (+)catéchine C4-C8
B2  (-)épicatéchine (-)épicatéchine C4-C8
B3  (+)catéchine (+)catéchine C4-C8
B4  (+)catéchine (-)épicatéchine  C4-C8
B5 (-)épicatéchine (-)épicatéchine C4-C6
B6  (+)catéchine (+)catéchine C4-Cé
B7  (-)épicatéchine (+)catechine C4-Cb
B8  (+)catéchine (-)épicatéchine  C4-C6
Tableau 2 : stéréochimie des proanthocyanidines dimeres

w DWW DWW DD
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Procyanidine B4 Procyanidine B1

Figure 4 : structure de quelques procyanidines diméres

Figure 5 : structure d'une procyanidine dimére de type A
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La figure 4 illustre quelques proanthocyanidines dimeres.
2. 1. b. Les proanthocyanidines diméres de type A

Les proanthocyanidines A sont apparemment moins fréquentes que celles de type B
(Haslam 1987). Leur traitement en milieu alcoolique par HCI 5N conduit a un rendement
anormalement faible en anthocyanidines. Ce type de structure (figure 5) est résistant
aussi bien a l'attaque par le toluéne a-thiol en milieu acétique que par le phloroglucinol.
Ces observations tendent a confirmer I'existence de deux liaisons interflavanes et ont
conduit les chercheurs & affecter aux dimeres de type A |a configuration d'un 2,8"-epoxy-
4,7"- biflavane (Jacques et Haslam 1974 ; Nonaka et al,, 1983, Karchesy et Hemingway
1986).

Les derniéres découvertes dans ce domaine sont celles de Porter et al.,1981 qui
isolent de Cacao bean 3 nouveaux dimeres de types A:
- épicatéchine(2B-5, 4B-6)-épicatechine, premier dimére avec une liaison étheren 5 ;
- les 2 autres composés sont les premiers diméres de type A glycosilés :

- 3-O-L-arabinopyranosyl-ent-epicatechine-(2a-7, 4a.-8)-épicatéchine

- et 3-O-b-D-galactopyranosyl- ent-épicatéchine-(2a-7, 4a-8)-épicatéchine.
La premiére prodelphinidine dimére de type A ayant comme structure : épigallocatéchine-
(20-7, 40-8)-épigallocatéchine-3-O-gallate est isolée de Camellia sinensis (Hashimoto et
al., 1989).

L'étude des proanthocyanidines des plantes médicinales (Rheum ssp roots) a revélé
la présence de procyanidines oligomeéres galloylées ; ce type de composés est
responsable d'activités biologiques (Nonaka et al., 1981 ; Kashiwada et al.,1986).
Ricardo-Da-silva et al., 1991 ont isolé également une procyanidine trimére monogailoylée
des pépins de raisin.

L'établissement des structures fait appel a la spectrométrie de masse pour la
determination du poids moléculaire, a la RMN 13C et au clivage par thyolise pour
lidentification du type de procyanidines et de leurs monomeres.

2. 2. Les proanthocyanidines polyméres
Les molécules proanthocyanidiques peuvent atteindre des degrés de polymérisation trés

élevés. L'étude des tannins condensés de diverses espéces de Legumineuses (Jones et
al., 1976), révéle des degrés de polymérisation importants allant de 19 a 29 chez Trifolium
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Figure 6 : structure d'une procyanidine polymére

Tannins condensés (mg/100g)

Légumineuses graine entiére cotylédon

Black gram @ Phaseolus mungo L. 540-1197 13-33

Chick pea@  Cicer arietinum 78-272 16-38
Cow pea @ Vigna sinensis L. 175-590 28

Faba beans b Vicia faba L. 750-2000 740-910
Green gram @ Phaseolus aureus L. 437-799 21-39
Lima bean ©  Phaseolus lunatus 650-930 .-

Peas b Pisum sativum L. 500-1050 460-560
Pigeon pea@ Cajanus cajan 380-1710 22-43
Soybean 2 Glycine max L. 45 34

a tannins condensés en équivalents catéchine
b tannins condensés en équivalents acide tannique

Tabeau 4 : Teneurs en tannins (essentiellement catéchiques) de quelques Légum neuses
selon Reddy et al.,1985.
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affine L., et pouvant atteindre jusqu'a 94 chez le sainfoin, Onobrychis viciafolia (Scop)
(tableau 3)

Espéce tissu Poids Nombre de
moléculaire monomeres
Trifolium affine feuille 5800-8700 19-29
Trifolium arvense feuille 7900-8200 26-27
Coronilla varia feuille 10100-13200 34-44
Onobrychis viciafolia feuille 17000-28100 57-94

Tableau 3 : Poids moléculaire et nombre d'unités monoméres des
proanthocyanidines hautement polymérisées de quelques Légumineuses (Jones et al.,
1976).

La figure 6 illustre un polymeére de Proanthocyanidines.

2. 3. Importance des tannins chez tes Végétaux

La nature, les teneurs et la localisation des tannins chez les végétaux varient
considérablement en fonction de I'espéce considérée ; on les trouve généralement chez
les dicotylédones, les Légumineuses en sont particulierement bien pourvues (Salunke et
al., 1990).

Les tannins sont bien représentés dans la composante végétale des rations
alimentaires a base de graines de sorgho (Sorghum bicolor), de millet (Panicum
miliaceum L.), d'orge (Hordeum vulgare L.) et de colza (Brassica napus).

Chez les Légumineuses, les tannins sont présents chez le haricot (Phaseolus
vulgaris L.), le pois (Pisum sativum L.) le pois-chiche (Cicer arietinum L), la féverole ( Vicia
faba ), et les lentilles (Lens culinaris ).

Comme pour le sorgho, les proanthocyanidines constituent chez les Légumineuses
fa majeure partie des tannins (Reddy et al., 1985) ; elles sont localisées essentiellement
dans la testa de la graine. Leur présence est étroitement correlée a la coloration des
téguments. De I'examen du tableau 4 dans lequel figurent les teneurs en tannins
condensés des principales Légumineuses, il ressort que pour certaines espéces, comme
le pois (Pisum sativum) ou la féverole (Vicia faba), leur richesse en ces composés peut
interferer avec la valeur alimentaire.
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Figure 7 : Schéma résumant I'action des polyphénols dans I'organisme animal.
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3. Effets antinutritionnels des tannins

Le principal intérét des études in vitro et in vivo réside dans la compréhension des
mécanismes d'action des tannins provoquant des effets néfastes sur I'organisme.

Bien que l'action des tannins condensés ne soit pas totalement élucidée, nous
résumerons les principaux travaux en suivant le cheminement de ces composés dans
I'organisme et leur devenir avec les aliments de la ration.

La figure 7 résume I'action des polyphénols sur I'organisme animal.

3.1. Au niveau buccal :

Les premieres interactions entre les tannins condensés (ou polyphénols) et les
protéines se déclenchent au niveau de la bouche. Il en résulte un phénomeéne
d'astringence qui découle de la formation des liaisons hydrogénes entre les groupements
ortho-diphénols des tannins et les protéines de la cavité buccale ; ceci provogue une
sensation de sécheresse au niveau de la bouche et un refus de ['aliment.

Ce phénomeéne d'astringence induit une réponse des glandes parotides qui
synthétisent d'avantage des protéines salivaires riches en proline constituant un important
systéme de défense contre la toxicité des tannins (Osawa et al., 1987 ; Robins et al.,
1987; Butler et Mole 1988).

3.2. Au niveau du tractus digestif (estomac)

Au niveau stomacal, les tannins de Ia ration alimentaire se trouvent en contact avec
les glycoprotéines des sécrétions, les protéines alimentaires et les protéases.

3.2. a. Interactions tannins-protéines

La formation des complexes polyphénols-protéines (CPP) serait la cause de
l'indisponibilité des aminoacides des protéines. En effet ces complexes ne sont pas
dégradés aux pH physiologiques et seront excrétés, ce qui conduit & une réduction de
l'azote absorbé (Mitjavila et al .,1971, Deshampe et al., 1983 ; Bressani et al .,1988).
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Cultivar IVDMD % |% Lignine |%Tannins condensés [

tégument __ |tégument [% tegument
Vicia faba
Major
Triple White 80,6 2,9 £0,1 0 13+0,4
|Kodrim 79 2,8 £ 0,1 0 13+ 0,2
Fidrim 79,4 2,8 £ 0,1 0 13+£0,4
Exhibition 73,4 48 £+ 0,1 2,3 £ 0,1 15+ 0,2
Small Pod 75 48 + 0,1 3,8 £0,2 15+0,3
Broad Windsor 75,6 52 £ 0,1 2,4+ 0,1 14+£0,3
Vicia faba
Minor
Hertz-freya 71 55 % 0,1 6,0 £ 0,1 14 £ 0,3
Diana 75,5 6,3 £ 0,1 44 + 0,2 13+0,3

Tableau 5 : IVDMD (Digestibilté de la matiére séche in vitro), teneurs en lignine
et en tannins condensés des graines de féverole (Buckley et al., 1983.

% Inhibition (test in vitro)
Espéces couleur Trypsine Amylase
PVP(-) PVP(+) PVP(-) PVP(+)

Vicia faba Blancs 5 6 4 3
Colorés 51 0 43 2
Pisum sativum Blancs 7 8 ) 5
Colorés 66 9 55 1

Tableau 6 : Inhibition de la trypsine et de |'amylase par des extraits de Pisum
sativum L. et de Vicia faba L. (Griffits 1986).
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In vitro, Griffits (1979,1981) montre que la présence de tannins dans les téeguments
colorés tend & décroitre la solubilité des protéines aussi bien pour les échantillons de pois
que de féverole. Laurena et al., 1984 montrent aussi que les tannins condensés du pois
diminuent la digestibilité des protéines.

Buckley et al., 1983 comparent huit génotypes de féverole dont les teneurs en
tannins condensés s'échelonnent de 0 & 6,4%. La digestibilité de la matiére végétale est
appréciée en présence d'un complexe enzymatique représenté par une aliquote de fluide
du rumen. Les résultats exprimés dans le tableau 5 montrent que la digestibilité est
d'autant plus grande que la teneur en tannins est plus faible ; en effet, I''VDMD
représentant la pourcentage de disponibilité de la matiére séche in vitro dans les
conditions expérimentales est significativement plus forte chez les variétés sans tannins.
Ces auteurs ont en outre démontré que I'apport des tannins condensés au milieu de la
digestion in vitro abaisse la digestibilité de la matiére végétale. Ces résultats montrent
également que la proportion de lignine dans la composition des téguments est plus
importante chez les varités colorées.

3.2. b. Tannins et activités des enzymes digestives

Les tannins forment des complexes non seulement avec les protéines de la ration
alimentaire mais ils peuvent également se combiner aux protéines enzymatiques du
tractus digestif entrainant une baisse de leur activité biologique.

Criffits (1986) (tableau 6) démontre clairement que la présence, dans une ration
alimentaire, de tannins dans les téguments colorés de graines de pois et de féverole
inhibe l'activité enzymatique de la trypsine ainsi que celle de l'a-amyiase. La perte
d'activité atteint 50-60% ; cet effet inhibiteur peut étre réduit par addition de PVPP
(Polyvinylpolypyrrolidone) ; en effet ce polymere a la propriété de se lier fortement aux
polyphénols. L'inhibition des enzymes par les tannins condensés est certainement de type
non competitif (Griffits 1981).

Singh (1984) trouve une bonne corrélation entre la concentration en polyphénols du
pois-chiche (Cicer arietinum) et l'inhibition de 1a trypsine et chymotrypsine.

OH et Hoff (1986) montrent que les inactivations de la pepsine, de la trypsine et de
la chymotrypsine, dans les conditions gastriques, sont fortement influencées par les
tannins.

Horigome et al., 1988 purifient les tannins sur colonne de sepharose LH-20 et
montrent que [‘activité inhibitrice des tannins est linéairement corrélée au degre de
polymérisation.
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La réduction de la digestibilité des aliments s'expliquerait donc par l'action des
tannins qui affectent les enzymes soit en réduisant leur solubilité par formation de
complexes tannins-protéines enzymatiques soit en inhibant leur activité par biocage des
sites actifs.

3.3. Liaisons participant a la formation des complexes tannins-protéines-
enzymes.

Plusieurs types de liaisons participent a la formation du complexe tannins-protéines
parmi lesquelles :
- les liaisons hydrogénes entre les atomes d'oxygéne des groupements peptidiques des
protéines et les hydroxyles des fonctions phénoliques ;
- les liaisons ioniques entre les groupements chargés positivement tels que les
groupements o-aminés des résidus lysine et les groupements hydroxyles des polyphénols
chargés négativement ;
- les liaisons covalentes ; celles-ci peuvent se former par oxydation des hydroxyles
phénoliques en quinone et étre a l'origine d'une association avec les groupements
nucieophiles -NH2, SH des aminoacides ou les OH polyosidiques ;
- liaisons hydrophobes entre acides aminés hydrophobes tels que la proline, le
tryptophane, la phénylalanine, la tyrosine, et les structures arématiques des composés
phénoliques.

Le mode d'association des polyphénols avec les protéines est donné dans la figure 8.

Selon Haslam (1989), en milieu aqueux, les liaisons hydrogénes et les liaisons
hydrophobes sont probabiement les plus importantes dans les contacts entre tannins et
protéines.

3.4. Devenir des complexes formés

Les complexes qui résultent de la combinaison tannins-protéines sont pratiquement
insolubles aux pH physiologiques ; ils sont résistants aux protéases digestives et sont
éliminés au niveau des féces, sans étre dégradés.

Hernandez (1979) montre chez le rat, I'existence de corrélations entre la richesse
en tannins des variétés de haricot entrant dans le régime et la quantité d'azote excretée.
Les mémes tests en alimentation humaine aboutissent a des tendances similaires mais
moins marquées.

Selon Bressani et al.,1988 la présence de tannins dans les rations alimentaires
conduit & une augmentation de I'azote fécal.
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3.5. Origine de I'augmentation de I'azote fécal

Jusqu'a présent, les effets antinutritionnels des tannins ont toujours été interprétés
en terme d'inhibition de la digestion des protéines alimentaires dle aux tannins
condensés. Cependant, la supplémentation a l'aide d'acides aminés ne peut compenser la
perte de poids due aux tannins (Rogler et al., 1985).

D'aprés Harold et al., 1988, Butler et Rogler (1992) l'inhibition de la digestion par
les tannins ne peut pas expliquer a elle seule l'origine de 'augmentation de I'azote {écal et
de la diminution de I'énergie métabolisable.

En expérimentant le rat & l'aide de caséine marquée au 14C, Butler et Rogler
(1992) montrent que l'augmentation de I'azote fécal observée lorsque les tannins sont
présents dans I'alimentation, n'est pas d'origine alimentaire, mais résulterait de I'altération
de la muqueuse du tube digestif et non de la précipitation des enzymes digestives puisque
l'augmentation de l'azote fécal ne s'accompagne que de traces de radioactivité. Ces
résultats ont été confirmés par l'utilisation de protéines marquées a I''SN ou au 14C et
d'acides aminés marqués a I'' SN en présence de tannins de thé ou de féveroles.

Parmi les sources des protéines endogénes, une attention particuliére est accordée
aux protéines salivaires riches en résidus proline possédant une grande affinité pour les
tannins (Mole et al ., 1990).

Aussi peut-on conclure avec Butler et Rogler (1992) que, tant que l'origine de
l'augmentation de I'azote fécal ne sera pas élucidée, on ne pourra fournir d'arguments
fiables expliquant la diminution de la valeur alimentaire des aliments riches en tannins
condensés.




28
CHAPRITRE 2 :
METHODES GENERALES D'ETUDE DES
POLYPHENQLS DES GRAINES DE LEGUMINEUSES

A. METHODES D'EXTRACTION ...t 29
1. Matériel vEQetal...........ooommeeeieii e 29
2. Préparation des échantillons ... 30
3. Extraction proprement dite ... 30
B. METHODES CHIMIQUES DEDOSAGE...........ccovviieieieeeeeeeeeeeee, 32
1. Dosages spectrophotometriques...........ccceveeiiiiiiiiiiricceeccceeee 32
1. 1. Dosage des phénols totauX ..............ccccceevvivvveernnircineen. 32
1.1.a. Méthode au bleude Prusse .............cc.ccceriiccniae 32
1.1.b. Adsorption sur PVP .........cccririiniireciiiicceeae 33
1. 2. Dosage des tannins condensés ..................cocceeeieeennn. 33
1.2.a. Testvanilline ........cccoooeeierninni e 33

1.2.b. Production d'anthocyanidines par oxydation a
ChaUd ... ..o e e e s 35
2. Dosages biologIqQUES........ccorrrerecrecc i e 37
2.1 HEMANAIYSE ..ot e 38
2. 2. Complexation a la gélatine.......................... rneennecaanaaaa 38
3. Relation entre les méthodes utilisées ..............occccvveeviveciininns 39
3. 1. LeS UNIES ... e ne e 39
3.2. Spécificités et limites des méthodes utllisées................ 39
3.2.a. Les phénois totauX............cccriririiciiiiiiicecnnnne 39
3.2.b Les tannins condensés .............ccoccevveeeeeiinnneeeee. 39
3.2.c.Lepouvoirtannant ...................ceiviiiiiencenneienenn. 43
3.3.INdIices CalCUIES .........ooviiiiiiiiiiiiee e e 43

4. Effet des conditions de stockage sur les tannins

condensés des teguUMEeNtS.........couiiiiiiiiiii s 45
4.1, Préparation des échantillons ..............c.ccovvveinverinnninnnenn. 45
4.2. Résultats......... e ee e ee e eeeeeete e —a—eeeea e e ntraeaessaeseeeeeaeaann 45
4.3. CONSEQUENCES ...coeevirmniieeiiiiecitiie et cecnieeie s e e snasens s 46
C. METHODES PHYSIQUES DEDOSAGE ...........cooiviieecvee e 46
1. La méthode colorimétrique...........cccooiii e 46
2. La méthode de spectrométrie proche infrarouge (SPIR) ............. 49
3. Les conditions de mise en oeuvre de la validation...... e 51
D. METHODES D'ANALYSES DESDONNEES ..., 51
1. Analyse en Composantes Principales...................c...coivvninn 52
2. Analyse de variance a 2 facteurs controlés ...............c...ccoceiiniane 52
3. Analyse factorielle discriminante...............cccccoociciciinienn 52






29

CHAPRITRE 2 : METRODES GENERALES D'ETUDE
DES POLYPHENOLS DES GRAINES DE
LEQUMINEUSES

A. METHODES D'EXTRACTION
Remarques préliminaires conditionnant le choix du protocole d'extraction :

- la difficulté d'extraction des composés polyphénoliques est accrue notamment dans le
cas des tannins dans la mesure ou ces tannins stockés dans certains compartiments
celiulaires (vacuoles, membranes et parois) seront, lors du broyage mis en contact avec
Fensemble des métabolites cellulaires et en particulier des protéines pour lesquelles ils ont
un grande affinité ;

- le choix des solvants spécifiques pour ce type de composés est également déterminant
pour l'efficacité de l'extraction. Des solvants polaires tels que le methanol, I'éthanol ou
I'acétone sont souvent utilisés (Hagerman et Butler, 1978 ; Davis et Hoseney, 1979 ;
Magnolato et al., 1986). Marquart et al., 1977 utilisent I'eau pour I'extraction des tannins
des téguments de féverole (pour mimer la situation rencontrée dans le tractus digestif).
Nous avons écarté volontairement I'utilisation des acides tels que I'acide chlorhydrique
comme le préconisent plusieurs auteurs (Price et al., 1978 ; Carmona et al.,1991) ; en effet
la fragilité de la liaison interflavane peut entrainer des modifications du degré de
polymérisation intial par clivage de certains polyméres ou oligoméres ;

- I'extraction doit rester simple et peu colteuse en temps pour une application a des
échantillonnages importants.

1. Matériel végétal

Les échantillons de Pois et de Féverole cultivés dans différentes localités (Espagne et
France) sont distribués par le John Innes Institute, Norwich (Angleterre ; Programme PEA
ECLAIR). Nous présenterons a la page 98 le protocole d'échantillonnage des lots de
graines au sein de ce programme.

Une autre collection de Féverole provient de la station de génétique et d'amélioration des
plantes de I'INRA de Dijon. Pour appréhender la variation génétique, les cultures sont
effectuées sur des parcelles généralement choisies dans le méme lieu ; la récolte globale
concerne 100 plantes et le lot de graines a analyser est prélévé sur cette récolte.



30

Conditions Solvant |T°C Temps | Phénols Tannins candensés
d'extraction mn totaux IBuOH-HCIIVanIIIine %résidus
0,5 gde MS MeOH/eau |ambiante |2x20 |32,8 +2,1 |52,5+35 |[36,1 £1,7 27,4
Volume : (70/30) ébullition |2x20 |€8,3+32 |28,8+1,3 |[50,1 0,4 13,5
2x100ml

acétone.eajambiante [2x20 |28,5+22 |51,2+36 |[29,3+1,4 34,8

(70/30) ébullition [2x20 |78,3+22 |[116,5£3,3 |58,4 +0,2 11,4
1 ¢ de MS MeOH/eau |ambiante |2x20 |33,5t0,8 |[58,1+4,5 [33,9 +1,1 37.1
Volume : (70/30) ébullition |2x20 |73,8+25 |106,1 +0,9 |45,4 +2,3 9,2
2x100ml

acétone.eajambiante |2x20 |35,0+1,4 |62,4 +43 |41,1 £3,2 29,5

(70/30) ébullition |2x20 |83,5+03 |107,1 41,7 |54,4 £2,2 12,4

Tableau 7 : Teneurs en phénols totaux (égs catéchine), tannins condensés (en mg.g‘1
pour le BUOH/HCI et en éqgs catéchine pour le test vanilline) des téguments du pois
(Pisum sativum V 256 S1) exprimées en mg g-! de tégument, calculées aprés diverses
procédures d'extraction.
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2. Préparation des échantillons

Les graines regues sont stockées dans des dessiccateurs a 'obscurité et 4 4°C. Afin
d'éviter ies problemes de complexation des tannins avec des protéines, nous avons jugé
nécessaire de séparer les téguments des cotylédons : les graines sont débarrassées des
impuretés et décortiquées manuellement. Les téguments sont broyés en présence d'azote
liquide juste avant leur extraction afin de limiter les phénomeénes d'oxydation.

3. Extraction proprement dite

La mise au point du protocole d'extraction a été réalisée sur une variété de pois
Pisum sativum arvense (variété n° 256 S1) riche en tannins condensés.
Diftérents protocoles ont été essayés en faisant varier la température, le type de solvants
et la quantité de matiére premiere végétale.

Les résultats sont regroupés dans le tableau 7.

Il apparait tout a fait clair que ia méthode & chaud sous reflux améliore sensibiement
I'extractibilité des composés polyphénoliques. Le taux d'extraction a chaud est en moyenne
de deux fois supérieur par rapport & un mélange & froid. L'efficacité du mélange méthanol-
eau semble toutefois moins nette que celle de I'acétone a 70%.

L'augmentation de la matiére premiére pour un méme volume de solvant ne pénalise
pas le rendement global d'extraction. Cependant, dans tous les cas, I'extractibilité des
tannins n‘est jamais totale. Le dosage par oxydation en milieu butanoi-acide pratique
directement sur les résidus secs apres extraction montre que plus de 27 % (a froid) et 8 %
(@ chaud) des tannins ne sont pas encore extraits. Ces teneurs correspondent
certainement a des molécules trés polymérisées et tixées sur des structures de parois

cellulaires.

Nous avons décidé de travailler avec un mélange acétone-eau a chaud sous reflux
appliqué sur 0,5 g de matiére séche pendant 2 x 20 mn. Afin d'éviter le phénomeéne
d'oxydation dans les extraits polyphénoliques on utilise du métabisulfite de sodium & 0,2%
dans I'eau a raison de 1 ml par 100 mi du mélange solvant.
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B. METHODES CHIMIQUES DE DOSAGE

De nombreux essais ont été développés pour quantifier les composés
polyphénoliques et notamment les tannins chez les plantes. On peut les classer en deux
groupes : les méthodes colorimétriques et les dosages biologicues.

1. Dosages spectrophotométriques
1. 1. Dosage des phénols totaux

Le pouvoir réducteur des composés polyphénoliques a le plus souvent été mis a
profit pour leur dosage. Les méthodes d'oxydo-réduction incluent les méthodes de Folin-
Denis (Swain et Hillis 1959), Folin-ciocalteu (Marigo 1973) et la méthode au bleu de
Prusse (Price et Butler 1977). Ces méthodes qui mesurent le potentiel rédox des phénols,
ne sont pas spécifiques d'une famille structurale particuliére. Elles intéressent les tannins
aussi bien que d'autres composés phénoliques y compris les acides aminés aromatiques
et également des composés non aromatiques tels que l'acide ascorbique.

Pour rendre ces dosages plus spécifiques, on les associe a un passage sur PVPP
(Folyvinylpolypyrrolidone) insoluble (Lomis et Bataille 1966). Ce polymére posseéde la
propriété d'adsorber spécifiquement les composés polyphénoliques et permet la réglisation
de dosages différentiels.

Ces divers dosages ont été comparés par Brun (1991) qui conclut que la technique
au bleu de Prusse (couplée au passage sur PVPP) est la plus efficace.

1.1.a. Méthode au bleu de Prusse

Cet essai est basé sur la réduction de I'ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+) par
les tannins et autres composés phénoliques, qui conduit a la formation d'un complexe de
couleur bleu de Prusse d'ou le nom de la méthode. L'absorbance de ce complzxe est
mesurée a 725 nm. L'intensité de la réaction colorée est fonction du degré d'hydroxylation
et de polymérisation des composés polyphénoliques présents.

Le protocole de dosage que nous avons appliqué est le suivant :

- une prise d'essai de 7 ml d'extrait est additionnée de 10 ml d'eau distillée ;

- aprés ajout de 1 ml de réactif de chlorure ferrique (FeCl3 0,1 M dans HCI 0,1 N) suivi
Aimmédiatement de 1 ml d'hexacyanoferrate de potassium (K3Fe(CN)g-0,008 M dans I'eau),

la réaction se développe pendant 10 mn exactement a température ambiante ;
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- l'absorbance est mesurée a 725 nm puis soustraite de la valeur du blanc (H2O+réactifs)

dosé aprés le méme temps.
Une gamme étalon est établie avec une solution de catéchine standard (Sigma).

1.1.b. Adsorption sur PVP

Cette technique est basée sur la capacite du polymére polyvinylpyrrolidone
d'adsorber la totalité des phénols par le biais des liaisons hydrogenes.
Aprés centrifugation, le surnageant contenant les molécules non phénoliques mais pouvant
réagir avec la bleu de Prusse, est dosé de la méme maniére que précédemment.
Protocole :
a) Conditionnement du PVP : dans un récipient, on fait bouillir ie PVPP dans une solution
aqueuse d'acide chlorhydrique a 10% pendant 10 mn. Le PVPP est rincé a l'eau distillée
puis a l'acétone et finalement séché a I'étuve a 70°C.
b) Adsorption : 25 mi d'extrait dilué 4 fois moins que pour le premier dosage au bleu de
Prusse sont ajustés a pH 3,5. 2 g de PVP conditionné sont mis en contact avec l'extrait
sous agitation magnétique pendant 10 mn. Aprés décantation ou centrifugation a 3500
t/mn, une aliquote du surnageant est prélevée et dosée au bleu de Prusse.
* La différence des résultats des deux dosages réalisés avant et aprés adsorption sur PVP
donne la teneur exacte en phénols totaux.

1. 2. Dosage des tannins condensés

Pour caractériser les tannins condensés ou proanthocyanidines deux méthodes
complémentaires ont été retenues : le test & la vanilline et la production d'anthocyanidines
par oxydation en milieu alcool-acide et a chaud .

1.2.a. Test vanilline

Le test vanilline est largement employé comme meéthode de détermination
quantitative des tannins condensés dans le sorgho, les fourrages et les graines de
Légumineuses (Broadhurst et Jones,1978 ; Price et al.,1978a ; Brun et al.,1992).

Ce test est basé sur la réaction de condensation des composés polyphénoliques
avec la vanilline en milieu acide. Il est spécifique des flavane-3-ols, dihydrochalcones et
proanthocyanidines (Burns, 1971 ; Price et al ., 1978)

La vanilline se combine avec un cycle benzénique des flavanes selon le mécanismes de
condensation des aldéhydes et des phénols. La condensation se fait sur les sommets des
cycles benzéniques selon le mécanisme proposé par Ribereau Gayon (1968).
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La condensation de la vanilline sur une leucoanthocyane ou flavane-3,4-diols est illustrée

par la Figure 9.

Ce mécanisme montre le rdle privilégié que joue le carbone 6 du noyau A des flavan-
3-ols dans la réaction avec la vanilline. En effet, sous l'action des groupements hydroxyles,
les électrons se concentrent sur cet atome de carbone créant une charge négative qui
facilite les substitutions par les réactifs électrophiles. Vraisemblablement pour les mémes
raisons, les positions 6 et 8 sont privilégiées dans les liaisons interflavaniques lors des
réactions de condensation.

D'aprés Csochanska et al.,1979, Foo et Porter 1980, Haslam 1887 les liaisons entre
les molécules flavanoliques au cours des processus de condensation ont lieu
préférentiellement entre les carbones 4 et 8.

Les travaux de Butler et al., 1982 ont montré que lorsque l'acide acétique glacial
remplace le méthanol comme solvant d'extraction, la coloration est la méme pour des
concentrations équimolaires de monomeres, dimeres ou triméres de flavanes.

Le protocole utilisé est le suivant :

- le réactif est préparé extemporanément, a volumes égaux, d’'une solution de vanilline a
5,8% dans le méthanol et d'une solution d'acide chlorhydrique a 24% dans le méthanol ;

- 5 ml de réactif vanilline-HCI sont ajoutés & 1 mi d'extrait phénolique ,

- la réaction se déroule au bain marie a 30°C pendant 20 mn ;

- I'absorbance est lue & 500 nm ;

La catéchine (flavan-3-ol monomeére) est le plus souvent utilisée comme standard.

1.2.b. Production d'anthocyanidines par oxydation a chaud

La production d'anthocyanidines est un dosage spécifique des tannins condensés.
En effet une des propriétés caractéristiques des proanthocyanidines est la formation
d'anthocyanidines par chauffage en milieu acide et alcool, ce qui les différencie le mieux
des flavan-3-ols monomeéres. La procédure originale est décrite par Bate-Smith (1973). Par
la suite, de nombreux auteurs ont utilisé cette propriété des polymeéres de flavanols pour
les mettre en évidence dans de nombreux végétaux (Haslam, 1977 ; Porter et al., 1986).
Haslam 1977, propose le schéma d'oxydation suivant dans le cas de la procyanidine B3
(Figure 10).
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Dans un premier temps il y a formation, a partir du composé de départ d'un dimére
protoné. La rupture de la liaison flavanolique C4-C8 favorise, la formation de la catéchine
et un carbocation trés réactif. Finalement ce composé intermeédiaire se transforme par
perte de proton en anthocyanidine. On notera que pour supprimer complétement cette
derniére étape, il suffit d'opérer en milieu privé d'oxygéne.

Ce dosage dénombre toutes les unités catéchiques engagées dans la formation des
liaisons interflavanoliques et ne réagit pas avec les monoméres libres (Figure 11)

Pour ce dosage les conditions retenues sont les suivantes :

- 0,5 mi de I'extrait polyphénolique sont ajoutés a 6 ml d'une solution de BuOH-HC!

concentré (95/5).

- un catalyseur de réaction est alors ajouté (sulfate ammonium ferrique )

- la solution est portée & 100° pendant 2 heures au bain marie.

Les deux anthocyanes principalement formées lors de 'oxydation compléte des extraits de

Pois et de Féverole sont la delphinidine et la cyanidine avec des maxima d'absorption dans

le milieu butanol acide respectivement de 547 nm et 558 nm.

Ainsi pour la lecture au spectrophotocolorimétre des hydrolysats la valeur moyenne de 550

nm a été retenue. La densité optique a cette longueur d'onde permet le calcul de la teneur

en proanthocyanidines, exprimées en mg/g d'anthocyanidines grace a la formule :
T=A/E.Vd/ P.

A = Absorbance a la A max

E 1% 1 cm = coefficient d'extinction massique = 150 (bate-Smith 1973)

V= volume de l'extrait total

d = facteur de dilution

P = poids de la matiére séche.

2. Dosages biologiques

La propriété des tannins de former des complexes avec les protéines constitue le
principe de base de nombreuses méthodes biologiques de détermination des tannins
(Makkar 1989, Deshpande et al .,1986). Ces méthodes de complexation ont en outre
l'avantage de fournir des informations sur l'activité biologique des tannins dans
I'alimentation (Hagerman et Butler, 1989), c'est 4 dire sur le pouvoir tannant des extraits.
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Pour quantifier les tannins via la précipitation protéique, différentes protéines sont
employées comme la gélatine, la caséine, I'albumine de sérum bovin (BSA), I'hémcglobine
ainsi que différentes enzymes. Chaque méthode de complexation tannins-protéines
apportera une réponse différente pour une méme source de tannin. Ceci est da au fait que
la tendance des tannins a former des complexes insolubles avec les proteines est
influencée par plusieurs facteurs comme les caractéristiques des tannins eux némes
(degré de polymérisation, hétérogénéité de la structure), la nature de la protéine
(glycosilation, composition en aminoacides, poids moléculaire) et les conditions de réaction
(facteurs de I'environnement physico-chimique : pH, température, temps de réaction,
concentrations relative des produits) (Asquitl et Butler, 1986 ; Asquitl et al ,1987
;Hagerman et Butler, 1989). Les tannins ont une grande affinité pour la gélatine, riche en
résidus proline (Mole et al., 1990a).

Afin d'estimer le pouvoir complexant des tannins vis a vis des protéines nous avons
éprouvé deux méthodes : le test a I'hémoglobine que I'on nomme hémanalyse ou pouvoir
tannant et la complexation a la gélatine

2.1. Hémanalyse

Les tannins précipitent I'hémoglobine du sang frais d'ovins ; il s'ensuit une perie de
coloration qu'il suffit de doser et de quantifier grdce a une garnme étalon préétablie avec
un tannin standard.

Schultz et al., 1981, Porter et Woodruffe 1884, indiquent qu'il existe une relation
linéaire entre I'absorbance a 578 nm du surnageant, obtenu par centrifugation, et la
concentration en tannins. L'utilisation d'un milieu tamponné a parfois été recommandé
(Perter et Woodruffe 1984), mais nos essais dans ce sens n‘ont pas montré d'amélioration
de la courbe étalon.

Le protocole utilisé est le suivant :

- @ 2 ml d'extrait phénolique dilué dans I'eau, on ajoute 2 ml de sang de mouton frais &
environ 1,2 % dans de I'eau distillée ;

- le mélange est agité, puis laissé au repos pendant 10 mn ;

- apres centrifugation 20 mn & 4000 t /mn, I'absorbance du surnageant est lue a 578 nm.

2. 2. Complexation a la gélatine

Cette molécule présente I'intérét de posséder une forte affinité pour les tannins par sa
richesse en résidus prolines (Hagerman et Butler 1981 ; Kleiber 1990). Elle est
probablement une des méthodes les plus sensibles.

Le protocole utilisé est le suivant :
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- a4 10 ml d'extrait phénolique dilué, ajusté a pH 4,5 sont ajoutés 0,2 ml d'une solution
protéique & 1% de gélatine dans de I'eau salée a 10% de NaCl ;

- aprés agitation et centrifugation, on effectue un dosage du surnageant par le bleu de
Prusse. La teneur en tannins actifs est donnée par la différence entre les dosages réalisés
avant et aprés précipitation.

3. Relation entre les méthodes utilisées
3.1. Les unités

Les calculs de teneurs sont référencés a une droite de calibration réalisée a partir de

(+)-catéchine ou d'acide tannique selon le dosage considéré :
- les phénols totaux sont exprimés en équivalents catéchine ou acide tannique ;
- les tannins condensés :

- en équivalents catéchine pour le test vanilline ;

- en mg d'anthocyanidines par g de matiére séche en utilisant le E1%= 150

proposé par Bate-Smith 1973 pour le test BuOH-HCI.
- le pouvoir tannant (hémanalyse) en équivalents acide tannique.

3.2. Spécificités et limites des méthodes utilisées
3.2.a. Les phénols totaux

La méthode au bleu de Prusse est trés sensible et reproductible (coefficient de
variation = 1,4%), et la réponse est linéaire pour la majorité des composés, pour des D.O.
n'‘excédant pas 1,0.

Le réactif réagit avec une gamme étendue les substances phénoliques et ne fait pas de
discrimination entre les polyphénols tannants et les phénols simples.

La figure 12 représente la réactivité du bleu de Prusse avec une solution catéchique
temoin.

3.2..b Les tannins condensés

a) Production d'anthocyanidines par oxydation au BuOH-HCI et a chaud : cette
méthode est trés spécifique car elle concerne uniquement les tannins condensés. Elle
donne une estimation de la quantité de proanthocyanidines présentes dans les extraits
tégumentaires. La méthode a été validée par Brun 1991 qui observe une reproductibilite
superieure a 95%.
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Figure 12 : Courbe étalon de la catéchine avec le réactif de bleu de Prusse.
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Figure 13 : reproductibilité du test vanilline sur une solution de (+) catéchine.
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La présence d'alcool augmente le rendement de la réaction et permet ainsi de travailler
avec de faible quantité d'acide. BRUN (1991) constate que le volume du réactif influe
également sur le rendement en anthocyanidines et que la coloration peut étre intensifiée
par addition d'ions métalliques, en particulier de fer, sous forme de sulfates d'ammonium
ferrigue ; celui ci agit comme catalyseur de |a réaction (Tableau 8).

Tannins de Volume du réactif

Mimosa (mg/ml) |3 mi 6 ml 9 ml 12 ml 6 ml + Fe+++
[0,5 0,15 0,17 0,15 0,15 0,21

1 0,33 0,33 0,31 0,29 0,41

1,5 0,39 0,49 0,44 0,41 0,57

2 0,64 0,65 0,59 0,53 0,74

3 0,92 0,99 0,88 0,82 1,01

Tableau 8 : Effet du volume de réactif sur le rendement en anthocyanidines produites par
traitement au BUOH-HCI, exprimé en mg par ml de solution de tannins de Mimosa (d'aprés
le E1%/1cm = 150 de Bate-Smith), (Brun 1991).

b) Vanilline : cette méthode ne dose que la catéchine libre ou terminale. Eile mesure
donc le nombre de molécules de polyméres quelque soit le degré de polymérisation, mais
aussi le nombre de molécules de catéchine monomére libre. Nous avons testé la
reproductibilité de cette méthode sur la catéchine, elle s'est avérée bonne (Tableau 9).

Concentration Absrbance a 500 nm
catéchine(mg/I) 1 2 3 4
50 0,05 0,04 0,04 0,06
100 0,16 0,14 0,15 0,15
200 0,28 0,29 0,28 0,29
300 0,44 0,42 0,42 0,42
400 0,63 0,61 0,61 0,62
500 0,81 0,81 0,80 0,83

Tableau 9 : reproductibilité du test vanilline sur 4 gammes étalon de catéchine.

La figure 13 représente la reproductibilité de la vanilline par rapport a une solution de
catéchine.
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Figure 14 : Réponse de la précipitation de I'hémoglobine a une solution d'acide tannique.
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Figure 15 : spécificité des méthodes analytiques eu égard aux différentes classes
chimiques des polyphénols.
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3.2.c. Le pouvoir tannant

Le test de I'hémoglobine permet I'estimation de la capacité tannante des extraits
tégumentaires. |l existe une trés forte spécificité de cette réaction tant au niveau des
protéines (Hagerman et Butler 1981) que des tannins (Asquith et Butler 1986). Ainsi ,
I'nydroxylation supplémentaire de la prodelphinidine par rapport & la procyanidine accroit
son potentiel tannant, et paraliélement, la complexation est fonction de la taille des
protéines, de leur richesse en certains acides aminés tels que la proline. D'autres produits
peuvent entrer en compétition avec les protéines pour se lier au tannins et biaiser la
détection du pouvoir tannant ; c'est le cas des polysaccharides ou des alcaloides (Haslam
1987, Ozawa et al.,1987).

La fraicheur du sang s'est révélée étre un facteur important pour la reproductibilité de ia
réaction. Celui ci a été conservé a I'obscurité a 4°C et n'est utilisé qu'extemporanément. La
stabilité de 'némoglobine verifiée par spectrophotometre est alors bonne.

La figure 14 représente la réponse de précipitation de I'hémoglobine a une solution d'acide
tannique standard. La courbe étalon obtenue n'est jamais linéaire, en raison de la
nécessité d'une quantité minimum de tannins en dega de laquelle la précipitation n‘'a pas
lieu (d'ou apparition d'un trouble), ainsi qu'en raison du mécanisme réactionnel,
probablement coopératif (1a fixation d'une molécule de tannin sur une protéine favorisant la
fixation des suivantes). La zone de linéarité est comprise entre 2 et 5 mg/ml, les prises
d'essai devront donc étre ajustées de fagon a donner des absorbances correspondant &
cette zone. La courbe étalon est établie a chaque série de dosages.

La figure 15 résume la specificité des méthodes analytiques eu égard aux différentes

classes chimiques des polyphénols.
3.3. Indices calculés

Ces dosages permettent d'estimer 2 indices :

- Rapport "résultats Production d'Anthocyanidines sur résuitats du test vanilline” = PA/Van.
La comparaison des résuitats des deux dosages, d'une part celui du test vanilline qui est
sensible aux unités terminales des tannins condensés ainsi qu'aux monomeres
catéchiques libres et d'autre part celui de la production d'anthocyanidines par oxydation qui
dénombre toutes les unités flavanes des seuls polyméres peut nous donner une idée du
degré de polymérisation moyen des proanthocyanidines ( Butler et a/,1982 ; Stickland,
1984 ; Brun, 1991).

- Rapport "resuitats du dosage a I'hémogiobine (pouvoir tannant) sur les teneurs en
phénols totaux"= PT/Pht, nous renseignera sur l'efficacité tannante des phénols de I'extrait.
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Figure 16 : Evolution des composés polyphénoliques en fonction des conditions de stockage
(température et temps )
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4. Effet des conditions de stockage sur les tannins condensés des téguments

Les tannins condensés s'oxydent facilement et peuvent de ce fait s'altérer lors des
diverses manipulations qui ménent de la gousse au champ aux téguments dans un mortier

en vue d'extraction.

Marquart et al., 1978 ont mesuré linfluence du temps de stockage des graines
entiéres de Vicia faba aprés récolte sur la concentration en tannins condensés, évaluée
par le test vanilline. Cette teneur chute de 11% entre les deux séries de mesures
effectuées respectivement aprés 2 et 14 mois de stockage.

Cansfield et al.,, 1980, ont observé, au cours de l'entreposage des graines de
féverole, des changements de couleur des téguments. Ces changements de couleur
traduisent probablement au niveau moléculaire une évolution ou une oxydation du contenu
polyphénolique principalement des tannins.

Arpentine et al.,, 1992 soulignent la trés grande réactivité des composés
polyphénoliques en milieu aqueux, a la lumiére et en présence d'oxygéne.

4.1. Préparation des échantillons

Des téguments de Pisum sativum arvense (variété n° 256 S1) sont broyés finement
en présence d'azote liquide. Une partie est stockée dans un dessiccateur a 4°C en
chambre froide, l'autre est laissée dans un récipient a 'air libre. L'extraction est réalisée
selon le protocole décrit précédemment et les dosages effectués au temps 0, aprés 7
jours, 15 jours, 30 jours et enfin 90 jours de stockage.

4.2. Résultats

Les dosages ont concerné les phénols totaux (Bleu de Prusse), les tannins
condensés (par oxydation au BuOH-HCI), le pouvoir tannant (par hémanalyse) et sont
représentés sur ia figure 16.

Les téguments broyés et stockés a température ambiante perdent rapidement de leur
efficacité tannante.

Si aprés 15 jours d'expérimentation, les dosages ne détectent pas de différence
sensible pour les deux modes de stockage, il n'en est pas de méme aprés une durée de 30
jours de stockage. Comparativement aux conditions basse température, les pertes a
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‘ambiante sont surtout nettes aprés 15 jours de stockage ; Ce phénoméne est encore
accentué aprés 90 jours : la perte moyenne en tannins est de l'ordre de 25%.

4.3. Conséquences

Consécutivement pour notre étude nous avons adopté la régle suivante :

- le broyage des téguments, en présence d'azote liquide, se fait juste avant l'extraction.

- I'extraction proprement dite se déroule en présence d'un antioxydant (le métabisulfite de
sodium)

- les séries de dosages sont effectuées dans la méme journée.

C. METHODES PHYSIQUES DE DOSAGE

Pour répondre a la démarche de tri du sélectionneur, il est important de disposer de
méthodes non destructives, rapides et fiables permettant d'estimer le contenu phénolique
des génotypes engagés dans des programmes de sélection.

L'objectif de notre approche est de vérifier si les méthodes physiques pzauvent
remplacer les dosages chimiques trés colteux en temps. Pour cela chaque graine a été
appréhendée a l'aide de deux types d'analyses : des analyses physiques non destrictives
(spectrocolorimétrie et spectrométrie dans le proche infra rouge) et des analyses
chimiques destructives, les deux devant s'adresser aux composés phénoliques des
téguments , c'est a dire la composante facteurs antinutritionnels (FAN) phénoliques.

La comparaison des résultats des méthodes chimiques avec ceux des méthodes
physiques non destructives doit permettre de vérifier s'il peut y avoir validation des
meéthodes non destructives que sont spectrocolorimétrie et spectroscopie proche
infrarouge.

1. l.a méthode colorimétrique

Cette technique déja utilisée par de nombreux auteurs dont le pdle d'intérél est la
couleur florale (Jay et al., 1993) repose sur une analyse spectrale de la lumiére réfléchie
par le tégument éclairé par une source lumineuse standard. _es courbes de réflectance
(entre 400 et 700 nm) sont de véritables données de base de la colorimétrie & partir
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desquelles la couleur est ensuite exprimee dans I'‘échelle ClIELab définie en 1976 par I3
Commission Internationale d'Eclairage (CIE 1985).
Les informations physiques peuvent étre utilisées directement (valeurs de réflectance
versus longueur d'onde) ou indirectement alors traduites dans le systéme CIELab.

Chague couleur y est exprimée par ses coordonnees, dans un espace tridimensionnel
(L*,a*, b"):
- l'axe vertical L* exprime la clarté de la couleur dont les valeurs sont comprises entre 0
(noir absolu) et 100 (blanc parfait) ;
- le plan de chromaticité est défini par deux axes perpendiculaires a* (balance entre le
magenta + et le vert -} et b* (balance entre le jaune + et le bleu -).
Ces coordonnées donnent accés a de nouveaux indices, plus parlants :
- 'angle de teinte (h) = arctan (b*/a*) ou couleur de base,
- le chroma (C*) = (a'2 + b'2)°-5 ou saturation (qui renseigne sur 1a pureté de la couleur).
Ces coordonnées colorimétriques sont calculées par rapport a une source de référence
I'lluminant (ici CIE D65) et un Observateur de référence (Observateur CIE 10°). Cette
analyse supprime toute subjectivité liée & ['appréciation visuelle de la couleur.

L'appareil utilisé pour les mesures est un spectrocolorimétre CHROMA SENSOR-5

(CS-5 ), associé & un calculateur IBM. Pour l'enregistrement des caractéristiques
spectrales, les graines sont placées devant un port de mesure correspondant a un orifice
de 3 mm diamétre.

Quelques valeurs

Pour chaque variété, tes mesures de colorimétrie sont réalisées directement sur la
graine entiére. A titre d'exemple, nous présentons dans la figure 17 les courbes de
réflectance et les coordonées CIELab de 4 variétés de féveroles.

Il en ressort que :

- la variété blanche représentée par Blandine réfiéchit les radiations lumineuses de fagon
importante ; ce qui se traduit par des valeurs de clarté L* de l'ordre de 65,5 sur une échelie
de 100 ;

- inversement, le génotype 245 présentant un tégument noir ne réfléchit pratiquement pas
la lumiére ; cela se traduit par des valeurs de clarté L* faibles de l'ordre de 24,5 ;

- le tégument vert représentant le génotype n°® 893 réfléchit globalement beaucoup plus de
lumiére que le tégument beige (949T) ce qui se traduit par une clarté plus élevée chez le
génotype a tégument vert.
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gti%tirse 17 : courbes de réfléctance des graines des génotypes de féverole : blandine, €93, 949 T

CIELAE Coordonnées & a* b* C3 h

Blandine 66,50 5,42 28,39 28,90 79,19
893 47,13 5,18 23,65 24,20 THE K
949 T 31,85 14,48 10,58 17,93 36,16

245 24,50 0,56 0,18 0.59 18,02
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Si I'on tient compte des valeur de h (couleur de base), on s'apergoit que la classification de
la couleur des graines estimée par l'oeil ne correspond pas vraiment aux mesures
physiques données par le spectrocolorimétre.

En effet, dans le cas du génotype Blandine, la valeur h (couleur de base) de 79,19
correspond plutdt a une couleur jaune (jaune pur = 90).

De méme pour le génotype 245 couleur noir, une valeur (h) de 18,02 correspond & une
couleur rouge. Il faudra également tenir compte de la valeur de C* qui, dans ce cas est
proche de O ce qui traduit une couleur terne.

Le génotype 949 T qui a une valeur h de 36,16 semble correspondre a une couleur
marron-fauve au lieu de la couleur beige (donnée par appréciation visuelle).

H est donc a noter que I'attribution d'une couleur par I'oeil humain n'est pas fiable, car
dépendante de paramétres inhérents a I'opérateur et a son environnement.

2. La méthode de spectrométrie proche infrarouge (SPIR)

La spectrométrie dans le proche infrarouge (SPIR) est une méthode physique
d'analyse permettant le dosage rapide et non destructif des constituants organiques de la
matiére végétale. Cette technique est largement appliquée aux céréales et aux fourrages
apres séchage et broyage préalable (Dardenne P, 1990). Elle a également été envisagee
pour I'analyse des composés majeurs dans les protéagineux (Biston et al., 1992).

L'évolution des techniques de mesure mettant en oeuvre soit 1a réflectance soit la
transmittance permet aujourd’hui la mesure d'échantillons en graine entiere isolée
(Dardenne et al., 1991).

Grace a la collaboration de I'équipe “"spectrométrie Infrarouge” de Libramont-
Beigique (Mrs R. Biston et G. Sinnaeve), les mesures sur graine entiére de Pisum sativum
ont été effectuées en mode réflexion (1100-2500 nm) avec un spectrometre proche
infrarouge PSCo 6250. Une cellule adaptée a la mesure de graines individuelles a éte
congue.

Parallélement, les graines individuelles ont été mesurées en mode transmission avec
un spectrométre Tecator Infratec 1255. Ce spectromeétre couvre une gamme de longueurs
d'onde allant de 850 a 1150 nm.

Le traitement des données spectrales et analytiques a été effectué avec le logiciel
ISI-NIRS-3 (infrasoft International, Port Matolda PA-USA).
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Les calibrations ont été obtenues par la méthode des carrés partiels (MPLS)
optimisant le traitement mathématique des spectres. Cette technique de régression
nécessite une validation croisée afin d'éviter un surajustement des modéles (Shenk et
Westerhaus, 1993).

L'évaluation statistique des résultats est donnée par les coefficients de détermination
sur les tests de calibration et de validation (RZC et R2V), par les erreurs standard de
calibration (SEC), de validation croisée (SECV) et par le rapport de I'écart type de la
population étudiée sur le SECV (SD/SECV). Ce rapport permet un tri (screening) des
échantilions lorsque sa valeur est comprise entre 2,5 et 3,0 et permet un dosage quantitatif
lorsque les valeurs sont comprises entre 3 et 5 ou plus (Williams et Sobering, 1992).

Quelques résultats

La figure 18 illustre le spectre proche infra rouge de la catéchine (flavane-3-ol) et d'un
échantillon de graine a tannins.

En se basant sur la catéchine, on observe des pics caractéristiques des liaisons OH a
1460, 1506, 2068, 2102, 2144 nm et des pics a 1132, 1650, 2144, 2306, 2350 nm pour les
ligisons CH.

3. Les conditions de mise en oeuvre de la validation :

Cette étude a concerné 90 échantillons choisis pour représenter l'echelle de
variation des teneurs en tannins des variétés de pois de la collection 1992.

Chaque graine a été étudiée a l'aide de deux types d'analyse :

- une double analyse physique au spectrocolorimétre et au spectromeétre proche infrarouge
- une analyse qualitative et quantitative des moiécules impliquées dans l'expression de la
notion des facteurs antinutritionnels phénoliques des téguments (dosages chimiques ). Les
molécules sont essentiellement des flavonoides et tannins condensés.

D. METHODES D'ANALYSES DES DONNEES

1. Analyse en Composantes Principales

L'analyse des composantes principales est une méthode statistique , essentiellement
descriptive. Elle autorise la représentation graphique de linformation contenue dans un
tableau de données, tableau formé d'individus ou de groupes d'individus sur lesquels des
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mesures de variables quantitatives ont été effectuées. L'ACP permet de visualiser la
siructuration des variables les unes par rapport aux autres, et repartir les individus les uns
. par rapport aux autres vis-a-vis de ces variables.

Le principe de I'analyse en composantes principales est simple : si on a p variables,
on peut en théorie représenter les individus dans un espace a p dimensions ; en pratique il
est bien sur impossible de visualiser une telle représentation guand p devient supérieur a
3. L'ACP va donc permettre de représenter les données dans un ou plusieurs espaces a
deux dimensions, c'est-a-dire sur des plans. Pour cela elle va construire des combir aisons
linéaires a partir des variables, pour lesquelles la variance sera la plus grande pcssible.
Ces combinaisons sont appelées composantes principales .

Les parametres choisis pour I'étude de nos collections de légumineuses sont les
variables mesurées sur chaque variété & savoir : la teneur en phénols totaux, I'estimation
des tannins condensés par oxydation au butanol-HCI, le test vanilline et le pouvoir tannant
par I'hnémanalyse. Les logiciels utilisés pour les analyses de données sont :

- ADE base version 3.1 : HyperCard © Stacks et QuickBasic Microsoft ©;Programme
Library for the Analysis of Environmental Data ; D. CHESSEL et S. DOLEDEC, URA CNRS
1451, UCB Lyon |.F-69622 VILLEURBANNE Cedex, France.

2. Analyse de variance a 2 facteurs controlés

Cette analyse nous a permis de voir si le contenu phénolique des graines pouvait
étre influencé par I'effet environnement ou I'effet année de culture.

Pour le test de comparaison de moyenne nous avons utilisé le test de Newman-
Keuls. Ce test permet de constituer des groupes homogénes de traitements ; ainsi les
traitements appartenant & un groupe donné sont considérés conmme non différents au
risque (o = 0,05). La constitution des groupes homogénes se fait & partir des plus petites
amplitudes significatives (p.p.a.s) : lorsque I'amplitude observée entre les moyennes
extrémes d'un groupe de K moyennes sera inferieure & la p.p.a.s pour k moyennas, on
déclarera que ces K moyennes constituent un groupe homogeéne.

3. Analyse factorielle discriminante

L'analyse factorielle discriminante recouvre 2 aspects : elle permet de séparer "au
migux" I'ensemble des g groupes a l'aide de p variables et effectuer un classement de
difiérentes observations. Les logiciels utilisés pour ces analyses statistiques sont ceux de
I'Institut Technique des Céréales et de Fourrages : STAT-ITCF (75116 PARIS).
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CHAPRITRE 8 ¢
METHODES PATICULIERES D'ANALYSE QUALITATIVE
DES PROANTHOCYANIDINES DES TEGUNMENTS DE
Vieia taba L. et de Plsum sativum L o

Les difficultés liées & I'extraction et & {a purification d’'une par, a l'instabilité et a fa
complexité structurale des proanthocyanidines d'autre part, font que leur étude structurale
est relativement récente. La plupart des structures chimiques, connues aujourd'hui
résultent de travaux des équipes de Sheffield avec Haslam (Angleterre), de Montpellier
avec Moutounet (France} et enfin d'Afrique du Sud avec Roux et Ferreira. La plupart des
identifications structurales ont été menées sur le sorgho (Strumeyer et Malin, 1975 ;
Williams et al .,1983; Putman et Butier, 1989). On assiste actuellement a un
développement accru de la recherche des proanthocyanidines du raisin et du vin (Bourzeix
et al., 1986 ; Rigaud et al ., 1991, Ricardo-Da-Silva et al ., 1991¢c, 1992 ; Balas, 1992 ;
Prieur et al ., 1994). Les etudes structurales des proanthocyanidines des Legumineuses
sont peu nombreuses et concernent les graines de la féverole (Marquart et al., 1977 ;
Hussein et al ., 1990 ; Helsper et al,, 1993 ) ou les fourrages (Koupai et al ., 1992, 1933).

A. METHODES DE SEPARATION
1. Extraction des polymeéres phénoliques

Les proanthocyanidines sont extraites des téguments de la téverole Vicia faba.L
(génotype Alfred) et du pois Pisum sativum ssp arvense (génotype V 256 S1).
15 g des téguments sont broyés en présence d'azote liquide ; I'extraction proprement dite
est conduite de la méme maniére que pour I'étude quantitative dans un mélange solvant
acétone-eau (70-30) en présence de métabisulfite de sodium. Cette extraction n'est pas
spécifique et entraine aussi les composés phénoliques non proanthocyaniques.

2. Partition des polyméres phénoliques entre solvants
Le protocole suivi est schématisé dans la figure 19.

Afin d'éliminer les substances non tanniques, nous avons appliqué la méthode proposee
par Jones et al., 1976, utilisée par Foo et Porter 1981, Czochanska et al., 1979 b,1980, et
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Téguments broyés

Extraction acétone-eau
(70/30)

Solution aqueuse @

Ether de pétrole
Acétone + NaCl
a saturation
Hypophase aqueusesc - Epiphase acétonique
TANNINS
‘ Lo
Composés Pelyphéneliques
Partition entre solvant
¢ Ether diéthylique
Phase Ether diéthylique
¢ Méthyléthylicétone
Phase Méthylethyledtone @
| )

Figure 19 : procédé de préfractionnement et de purification des polyphénols des téguments du
pois et de la féverole.
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reprise par Brun 1991. La solution aqueuse (100 mi) est additionnée de 400 mi d'acétone :
ie mélange est saturé en chlorure de sodium sous agitation puis laissé au repos.

L'hypophase aqueuse, concentrée sous vide, est reprise par un volume connu d'eau
distillée. L'épiphase acétonique, riche en polymeéres phénoliques, est évaporée sous
pression réduite & température inférieure a 35°C puis reprise par 100 ml d'eau distiliée. Les
substances indésirables (lipides, chlorophylles) sont éiiminées de la phase aqueuse
tannique par affrontement & I'éther de pétrole.

Aprés cette étape, de nombreux auteurs préconisent I'acétate d'éthyle comme solvant
spécifique des tannins de faible poids moléculaire (Karchesy et Hemingway 1986, Brun
1991, Helsper et al. 1993). Vu la complexité de nos extraits tanniques bruts aprés
diagnostic par HPLC et CCM, nous avons opté pour une protocole beaucoup plus sélectif.

L'extrait tannique brut est affronté a I'éther diéthylique, solvant communément utilisé pour
les aglycones flavoniques (3 fois a un égal volume).

- 'épiphase d'éther diéthylique est récupérée puis évaporée.

- I'hypophase aqueuse contenant les molécules polymérisées est affrontée par la
méthyléthylcétone au lieu de I'acétate d'éthyle (3 fois a volume égal). Les phases
organiques sont réunies, déshydratées par addition du sulfate de sodium anhydre puis
évaporées sous pression réduite a température inférieure a 35°C.

Finalement nous obtenons une phase aqueuse, riche en proanthocyanidines
polymeres. Cette phase aqueuse est dialysée en vue d'eliminer le se! et évaporée sous
pression reduite.

Les différents résidus secs sont stockés sous azote a -18°C a I'abri de la tumiére jusqu'a
leur utilisation.

3. Séparation des poiyphénols sur tamis moléculaire

L'obtention de produits natifs purs impose au préalable une séparation globale des
proanthocyanidines. Différents supports chromatographiques sont utilisés : le polyamide
(Jerumanus, 1979), le gel de silice (Deshpande et Patil, 1981), le Fractogel TSK HW 40 S
(Porter et al ., 1991 ; Ricardo-Da-Silva et al., 1992), le Sephadex LH20 (Porter, 1974 ;
Kolodziej, 1991 ; Kleiber, 1990 ; Brun, 1991 ; Helsper, 1993). Les meilleurs résultats sont
obtenus avec des colonnes de Sephadex LH20. D'aprés Okuda et al.,1989, Kleiber 1990,
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la séparation des tannins s'effectue sur la base des différences d'adsorption des composeés
polyphénoliques sur le gel et non sur |a base de filtration.

Pour séparer les proanthocyanidines, nous avons fait appel a la chromatcgraphie
sur gel de Sephadex LH20.

3. 1 Le gel Sephadex LH20

Le Sephadex est un gel de dextranes obtenus a partir du dextrane polyholoside

polymérisé résultant de cultures de bactéries (Leuconostoc mesenteroides) dans des
solutions de sucre de canne ou de saccharose.
Il faut préciser que le gel Sephadex LH20 présente une grande affinité pour les substances
aromatiques en général et pour les polyphénols en particulier. Cette propriété a pour
conseéquence d'inverser son fonctionnement normal. En effet les molécules les plus
polymérisées sont retenues par le gel de Sephadex et I'utilisation d'un gradient d'¢lution a
base d'acétone permet de rompre les liaisons gel de Sephadex - flavanols polymérisés
(Kleiber 1990).

3. 2. Le dispositif

La colonne en verre remplie de gel de Sephadex LH20 (Pharmacia) est reliée a un
circuit automatisé comprenant les éléments suivants :
- une pompe péristaltique ( P-1, Pharmacia ) placée en sortie de colonne permettant de
contrbler le débit d'élution ;
- un détecteur (HPLC detector 742, Kontron Instrurnents ) ; détection a 280 nm.
- un enregistreur
- un collecteur de fractions.
Aprés plusieurs essais relatifs au débit & imposer a la pompe, au volume de solvants
nécessaire a I'élution de la presque totalité des composés polyphénoliques et a la
reproductibilité, nous nous sommes fixés les conditions opératoires suivantes :
- le gel Sephadex est renouvelé pour chaque nouvel extrait ;
- le volume d'élution pour chaque type de solvant est de 1000 ml pour un débit de 0,60 ml
mn-1:
- une colonne de 50 cm de longueur et 2,6 cm de diamétre interne.

3.3. Protocole d'élution

Les objectifs visés par la mise au point du protocole d'élution sont d'une: part la
séparation des composés flavaniques des autres polyphénols présents dans I'extrait
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tégumentaire et, d'autre part, le fractionnement de ces proanthocyanidines en fonction de
leur poids moiéculaire.

Lors des essais préliminaires, différentes observations ont attiré notre attention :

- I'élution a I'éthanol permet de "décrocher” les acides phénols, les flavonoides et les
monomeres flavaniques ; les proanthocyanidines forment un anneau en téte de colonne ;
['augmentation du volume d'élution n'améliore pas la séparation ;

- 'élution a I'éthanol suivi de méthanol @ 100% est trop forte et entraine beaucoup de
composés flavaniques en un méme bloc, ce qui rend la poursuite de opérations difficile ;

- aprés |'élution au méthanol, des proanthocyanidines restent accrochées en sommet de
colonne ; un mélange de méthanol et d'acétone permet de "décrocher” ces polymeéres.

Ces observations nous ont aidé a mettre au point un protocole qui nous semble le mieux
adapté au fractionnement et & !'élution progressive des composés polyphénoliques des
extraits des téguments de pois et de la féverole.

Le protocole d'élution appliqué est le suivant :

- Elution a I'éthanol (1000 ml )

- Ethanol -méthanol 50-50 (1000 ml )

- Méthanol 100% (1000 ml )

- Méthanol -acétone 70-30 ( 1000 mi )

En effet I'application de ce protocole aux extraits permet de désorber la totalité des

composés polyphénoliques de la colonne de Sephadex LH20.

B. METHODES DE CONTROLE DU FRACTIONNEMENT

1. Méthodes globales
1.1. Méthodes quantitatives
Le suivi quantitatif des substances polyphénoliques est réalisé a l'aide des méthodes
de dosages suivantes : les phénols totaux (bleu de Prusse), les tannins condensés (BuOH-
HCI a chaud) et le test vanilline, et enfin le pouvoir tannant (hémanalyse).

1.2. Méthodes qualitatives

L'analyse qualitative est réalisée par chromatographie liquide haute performance et
par chromatographie sur couches minces.
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1.2.a. Analyse par CLHP couplée a un détecteur a barrette de diodes

Le couplage de la CLHP & un détecteur a barrette de diodes permet d'obtenir le spectre
U.V. visible de chacun des pics du chromatogramme. Cette technique nous donne une
premiére indication sur l'identité des composés détectés.

Daux types de colonne sont utilisées :
- colonne LiCrospher Li 100 RP-18 (5 um) pour les composés polyphénoliques natifs et
aprés dégradation en présence de phloroglucinol ;
- colonne analytique p Bondapack C18, 5u m pour les anthocyanidines.

Les conditions utilisées pour les produits natifs sont présentées dans le tableau suivént :

CLHP analytique CLHP semi-préparative
Appareillage Kontron HPLC System 600 idem
Précolonne phase ODS -Hyperguard idem
Colonne LiCrospher Li 100 LiCrospher Li 100
Température ambiante ambiante
Solvant : A Acide formique 4% dans |'eau | Acide formique 1% dans l'eau
Solvant : B Méthanol Méthanol
Gradient tps(mn) 0 45 60 75 idem
%MeOH 0 30 60 80
Débit 1 ml/mn
Détection 280 nm idem
Reconditionnement idem
de la colonne 15 mn
idem

1.2. b. Chromatographie sur couches minces

LLa chromatographie sur couches minces présente un grand intérét pour compléter
les informations apportées par les dosages globaux.

CCM sur gel de sllice

LLa chromatographie sur gel de silice (Merck), avec comme éluant a base de toluéne,
c'acetone, d'acide formique (60/60/10) permet de séparer les proanthocyanidines en
fonction de leur poids moléculaire (Lea 1978).

Aprés migration, le diagnostic se déroule en 2 étapes :
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- examen & la lumiére de Wood pour la révélation des composés phénoliques simples
(classes des flavonoides et acides phénols) ;

- examen aprés pulvérisation du réactif vanilline-HCI (solution méthanolique a 5%HC! et
1% de vanilline) pour la détection des monomeéres, oligomeres et polyméres catéchiques.
Aprés chauffage a I'étuve 75°C pendant 15 mn, les catéchines apparaissent de couleur
rouge, les oligomeéres rouge-mauve et enfin les polymeéres en rouge intense avec un Rf

pratiquement nui.
CCM sur cellulose

La chromatographie sur cellulose microcristaliine (en présence de témoins) permet de
nous renseigner sur le degré d'hydroxylation du noyau B des anthocyanidines formeées
aprés oxydation. Les plaques de cellulose microcristalline sont confectionnées au
laboratoire et le solvant de migration utilisé est le Forestal (acide acétique, HCI, eau, 30v,

3v, 10v).
2. Méthodes de microdégradation

Sur chaque extrait phénolique, 2 types de traitement sont effectués :
- oxydation compléte par I'acide chlorhydrique HCI 2N.
- hydrolyse partielle en présence du phloroglucinol.

2.1. Oxydation complete

L'hydrolyse des tannins condensés (proanthocyanidines) en milieu acide (Bate-Smith
1973, 1975, 1981) nous renseigne sur le degré d'hydroxyiation des noyaux B des sous-
unités flavanes autres que l'unité terminale.

Protocole : 2 mg de proanthocyanidines sont dissous dans 5 ml HCI (2N) et hydrolysés
sous reflux pendant 1 heure. L'hydrolysat est concentré et filtré sur membrane millipore
0,45 um en vue de son analyse.

Les conditions opératoires de l'analyse par chromatographie liquide haute
pertormance sont celles utilisées par Hebrero 1988 :
- Colonne p Bondapack C18, 5p m
- solvants : A = solution aqueuse a 4,5% d'acide formique ; B = acétonitrile ;
- gradient : 10% & 15% de B dans A en 10 mn ; puis 15% a 20% B dans A en 10 mn ; et 20
% a 30%de Bdans Aen 17,5 mn ;
-débit: 1,5mimn1 :  détection : 525 nm.
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Figure 21 : Chromatogramme CLHP d'un mélange de flavane-3cls standards et leurs résidus
phloroglucyls. Pics : 1 = (+)-gallocatéchine-4-phloroglucinol ; 2 = (-)-épigallocatéchine-4-
phloroglucinol ; 3 = (+)-gallocatéchine; 4 = (- )épicatéchine-4-phioroglucinol ; 5 = (+)-cateéchine-4-
phloroglucinol ; 6 = (-) épigallocatéchine ; 7 = (+) catéchine; 8 =(-)-gpicatéchine (Koupai 1992).
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2.2. Hydrolyse partielle en présence du phlorogiucinol

Le clivage des proanthocyanidines en milieu acide conduit a la rupture de 1a liaison
C-C interflavanique. On obtient I'unite terminale non modifiée et des 4-flavanyl-
carbocations correspondant aux unités d'extension. Ces intermeédiaires peuvent étre piégés
par un nucléophile tel que le toluéne-o-thiol pour donner des flavanyls 4-benzyl thio-éther
(Hemingway et al., 1982 ; Ricardo-Da-Sylva et al., 1991 ; Rigaud et al., 1991), ou par le
phloroglucinol pour donner des flavanyis phloroglucyl éthers (Foo et Porter 1978 ;
Czochanska et a/.,1979 a ; Foo et Karchesy 1989 ; Koupai et al., 1992,1993 ).

La vitesse de réaction dépend de Ia liaison interflavane et de la stéréochimie des
sous unités. Par exemple la réaction est plus rapide pour un dimére formé de sous -unité
2,3 cis dont la liaison interflavanique est de type C4-C8 que pour un dimére formé de sous
unités 2,3 trans et dont la liaison interflavanique est de type C4-C6 (Hemingway et Mc
Graw 1983).

Les tannins condenseés du pois et de la féverole sont basés sur 4 unités structurales :
la catéchine et son isomeére I'épicatéchine, la gailocatéchine et son isomeére
I'épigallocatéchine. La différence entre ces 2 couples concerne I'nydroxylation du noyau B :
composés dihydroxylés pour le premier couple et trinydroxylés pour le second couple. Ces
unités sont classiquement liées par les C4 et C8 ou C6.

Dans le cas de la procyanidine B3 (Figure 20), le traitement au phloroglucinol génere
2 dérivés : I'un correspondant a l'unité terminale de la catéchine et le second a l'unité
d'extension liée au phlorogiucinol. Ces composés sont facilement repérables en CLHP en
présence de témoins.

Les conditions opératoires pour I'élution des composes aprés dégardation au
phlorogliucinol sont les suivantes :
- colonne Licrospher Li 100 RP-18 (5 um)
- solvants utilisés : A = solution aqueuse a 1% d'acide formique ; B = méthanol ;
- gradient d'élution : de 0 4 30 mn : 0 & 30% de B dans A ; de 30 4 50 mn : de 30% a 60%
de B dans A et retour en conditions initiales en 10 mn.
- température ambiante, détection 280 nm et débit de 1 m! mn-1.

La Figure 21 représente un profil chromatographique reconstitué d'aprés Koupai et al.,
1992.
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Les temps de rétention des principaux composés de ce profil sont donnés dans le {ableau
9.

N° |Nom du composé position configuration |[Temps de
des OH absolue rétention
1 |(+)-Catéchine 3,453 .4 2R:3S 39,5 mn
2 |(+)-Gallocatéchine 3,573,45 |2R:3S 23,0 mr
2 |(-)-Epicatéchine 3,453 4 2R:3R 44,7 mr
4 |(-)-Epigallocatéchine 3,4,53,4.5 [2R:3R 38,5 mr
£ |(+)-Catéchine-4- phloroglucinol 3,453 4 2R:3S 26,5 mn
€ |(+)-Gallocatéchine-4-phloroglucinol |3,5,7,3',4'5' |2R:3S 13,6 mn
7  |(-)-Epicatéchine-4-phloroglucinol 34534 2R:3R 25,8 mn
& _|(-)-Epigallocatéchine-4-phloroglucinol3,4,5,3'4',5' |2R:3R 16,7 mn

Tableau 9 : Temps de rétention des principaux flavan-3-ols et de leurs résidus phloro-
-glucinols. Conditions CLHP : colonne Lichrospher 100 R-P18. débit 1ml.mn"
détection 280 nm (Koupai et al., 1992)

Nous remarquons la position de la catéchine (39,5 mn) par rapport a I'épicatéchine
(44,7 mn) et celle de la gallocatéchine (23 mn) par rapport a I'épigallocatéchine (3€,5 mn).
En effet le type de la configuration absolue de I'hydroxyl en 3 crée une différence de temps
de rétention de 5 a 15 mn respectivement pour le premier et le second couple.

Protocole : 2 mg d'extrait et 0,5 mg de phloroglucinol sont pesés dans un pilulier; 1 ml de
méthanol & 1% HCI est alors ajouté et I'hydrolyse se poursuit pendant 2 heures a
température ambiante. Aprés évaporation sous azote, le résidu sec est repris par 1 ml
deau distillée. La solution est alors affrontée a l'acétate d'éthyle (3 x v/v), les phases
organiques sont réunies et évaporées sous azote. L'hydrolysat est repris par 0,5 ml d'un
meélange eau distillée méthanol (v/v), filtré sur membrane millipore 0,45 pm en vue de son
passage en CLHP.

C. ISOLEMENT DES PROANTHOCYANIDINES OLIGOMERES

Pour isoler les proanthocyanidines, nous avons fait appel a la chromatographie
liquide haute pression semi-préparative sur colonne LiChrosper Li 100 RP-18 (5 pm). Les
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proanthocyanidines correspondant a chaque pic sont recueillies dans des tubes 3
hémolyse, évaporées a la pompe a palette en vue d'éliminer les solvants et toute trace
d'acide. Les résidus secs sont stockés a I'abri de la lumiére, sous azote a -18°C en vue de
leur analyse .

D. METHODES D'IDENTIFICATION DES PROANTHOCYANIDINES

1. Méthodes chimiques
1.1. Méthodes de microdégradation

Le méme protocole (partie B.2.2) est appliqué aux produits purs. Nous donnons en
exemple (figure 22) le clivage de la procyanidine B2 (témoin) en preésence de
phioroglucinol. Le profil chromatographique révele un pic a 11,5 mn correspondant au
phloroglucinol et 2 autres pics aux temps de rétention 25,9 mn et 47,0 mn correspondant
respectivement a I'épicatéchine-4-phloroglucinol (unité d'extension) et a I'épicatéchine
(unité terminale). La procyanidine B2 est donc constituée de 2 sous unités épicatéchiques.

1.2. Cochromatographie

Les composés purs et leurs produits d'hydrolyse sont chromatographiés sur CCM de gel de
silice en présence de témoins. Les Rf sont calculés et comparés aux témoins et a ceux de

la littérature flavonique.
2. Méthodes physiques : Spectrométrie de masse (ES-MS)

La spectrométrie de masse utilisant méthode d'ionisation par électrospay (ES-MS)
constitue une technique de choix en raison de douceur de l'ionisation. La solution
contenant la proanthocyanidine & analyser est injectée dans la source et la formation des
ions a lieu lors de la volatilisation. On obtient alors un spectre présentant des pics
moléculaires le plus souvent sous forme d'ions quasi moléculaires [MH]* et des fragments
caractéristiques. Des ions du type [M + ion métallique] tels que [MNa]*+, [MK]* et [MLi}*
peuvent se former. Cette technique permet d'accéder & la masse moléculaire des
proanthocyanidines oligoméres.
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CHAPRITRE 4 : LES FAGCTEURS ANTINUTRITIONNELS (F.A.N)
PHENOLIQUES CHEZ Viela faba L. : DIVERSITE ET
REGULATION

Dans ce chapitre nous présenterons et commenterons les résultats de différentes
approches de l'expression des molécules phénoliques (FAN) responsables des effets
antinutritionnels chez la féverole.

Ensuite & travers I'analyse chimique du contenu phénolique d'une descendance F3 de
féverole, issue de croisements dialiéles, nous étudierons I'héritabilité du pattern phénolique
de la féverole Vicia faba L.

A. LE MATERIEL VEGETAL

Les génotypes de féverole proviennent de 2 sources :
- d'une part des génotypes de la station de génétique et d'amélioration des plantes de
'INRA de Dijon ;
- d'autre part des génotypes multipliés en France (INRA de Rennes, Dijon) et en Angleterre
(Cambrige) ; les semences sont collectées et distribuées par le John Innes Institute
(Norwich, Angleterre, PEA programme).

L'échantillonnage a été constitué a partir des récoltes 1991, 1992 et 1993. Ce
matériel végétal a été retenu en fonction de certains objectifs :
1. diversité générale du patron phénolique de la féverole : I'ensemble de la collection

2. déterminisme génétique de la biosynthése des tannins : il concerne des génotypes de
féveroles recoltées en 1991. Tous ces génotypes sont homozygotes pour les génes qui
gouvernent la couleur des fleurs et des graines :

- des génotypes, porteurs du géne n°1, 0 Tannin a fleurs blanches et graines blanches
sans tannin : les populations Blandine et Albatros ; SWi, 949 0T qui sont des lignées
pures,

- des génotypes porteurs du géne n°2 (N2MA), 0 Tannin : PB-OZ et EK-OT et EE-OT, &
fleurs blanches et graines blanches sans tannin (aprés 3 générations d'autofécondation) ;

- des génotypes a tannins : issus au moins de 3 autofécondations successives : 245(9)(4),
893(4)(6), D(1)(4), 319 (7)(8),1212, 1214, FD1, FD2 ; des cultivars Alfred, Ascott, Ticol,
Minica, Troy, Victor ; SCI et 949T qui sont des lignées pures (récolte 1991).

- des génotypes issus d'un croisement dialléle entre les lignées n°945T, n°893(4)(6) et
n°245(9)(4) analysés au niveau F3 (récolte 1993).
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n° code Couleur | Couleur |Phénols totaux Tannins condensés (mg/g ) '
Variétal tesla fleur Bleu de Prusse BuOH/HCI Vanilline
1 SWI blanc blanche 7,2 + 02 0 110+ 0.1
= swi* blanc 1/ 7.2 0 2,0 '
2| Blandine blanc 1/ 75 06 0 0,8 + 0.6
2" Blandine* blanc 1/ 853 +03 0 ol 070
3 Albatros blanc /I Wl £ 0 0 iyl 02 '
3" Albatros* blanc 1/ 70 +£0,7 0 2:2 £.0,1
4 PB 0T gris /Il 78 +1,0 0 0,7+ 0,2
4° PB OT* gris /Il 88 +0,0 0 1,5 £ 0,1 '
5| 94907 gris " 66 +0,9 0 1,0 + 0,2
5% 949 OT* aris /! 6,5 10,1 0 S £ 0,1
6 Victor beige |macule noir| 81,2 +53 140,5 +33 87,3 + 42 '
6° victor* beige Vi 828 +23 138,5 +48 69,6 + 2.3
7 SCI beige |macule noir 66,5 + 1,2 121,8 £5.2 583 +49
7° scCI* beige I 74,5 115,8 59,7 l
8 Alfred beige |macule noir 87,0 + 1.8 138,1. 8.7 64,8 + 0,4
8* Alfred* beige /I 813 +29 152,1 +5/4 63,6 + 3,8
9 Ascott beige /l 60,0 + 37 101,8 + 2.1 45,1 £ 4,5 l
9° Ascott* beige / 575 +3,0 116,6 +6,5 50,4 £ 0,1
10 Minica beige Vi 93,7 +5,2 100,8 + 3,5 29,5 £ 4,5
10* Minica* beige / 69,9 +49 1164 +33 543 +.3.5 l
11 Troy beige 1l 92,1 +4,6 119,1" 85,3 53,5+ 6,7
i i By Troy* beige 1 989 +14 173,0 +4,1 78,6 + 6,4
12| 949 T beige |macule noir] _ 104,8 = 3,6 1703 £1,5| 81,2+ 4.1 l
12° 949 T* beige /4 1326 +75 191,5 £2.2 102,2 + 5,5
13 245(9)(4) brun 1 25,5 + 0,7 38,9 +21 183 £ 0,7
13°|  245(9)(4) brun P 249 +1,0 5§76 +3,1 15,7 + 0,9 '
14|  893(4)(6) vert /I 45,0 + 2.1 70,2 38,3 40,7 £ 1,9
14°|  893(4)(6) vert /" 559 3,1 80,1 £1,9 34,2+25
15|  EK-0T blanc | blanche 7,1 03 0 1,2 £ 0,9 '
16 Medes blanc 1 7 + 1.9 0 0,8 £0,1
17 Torret blanc 1 @0 £ 1.1 0 1,4+04
18] QHx VA blanc 1l 79 £1.2 0 1,3 03 .
19 LPSP beige |macule noir 822 +55 126,1 1.4 68,8 + 4,1
20 PBI 220 marron /I 517 + 4.0 109,9 +52 59,4 + 2.8
21| Robin rouge /I 859 + 40 1153 +23| 55019 l
22 alll beige ] 548 +172 86,7 £22 36,6 + 53
.23 LTI rouge / 69,2 +49 113,4 £6,6 58,5 * 4.5
24| L LECI rouge I 733 +55 116,3 + 7,1 523 + 2,7 .
25 Chine beige /" 60,2 £+ 09 1048 + 65,8 42,1 + 0,6
26 AFC beige I 68,5 + 44 88,7 + 3.1 27,0 = 3,0
27| (F1xF1)79(58)| beige /" 109,4 + 4,2 125,9 3,5 30,6 + 2,5 '
28 1268 beige / 72,5 + 3.1 70,0 +20 248 + 4,0
29 EK-T beige 1 49,0 £ 0.2 82,51 &3 40,3 + 4,5
30 106 beige i 783 +58 106,0 + 5,9 498 + 33 '
31|AEC Brun brun [macule noir 82,7+ 21 1459 + 3,2 730+ 46
32|AEC Fauve fauve |macule noir 852+ 62 1295+ 6,4 765+ 23
Tableau10. Caractéristiques variétales, teneurs en phénols totaux (eqs catéchine), tannins l
condensés (éqgs catéchine pour le test Vanilline, mg/g d'aprés le E1% de Bate-Smith pour
le BuOH-HCI) et pouvoir tannant (égs ac.tannique) des téguments de graines de féverole '



n° code Pouvoir tannant (mg/g) Rapport
Vartétal Hémanalyse Gélatine PA/Nan |PT/PhT
1 Swi 11,7+ 35 0
1° swi* 13,0 0
2 Blandine 12,3+ 29 0
2° Blandine* 17,2 0 -
3 Albatros 145+ 25 o .
3 Albatros* 17,4+ 04 0 -
4 PB 0T 1511+ 13 0 - -
4* PB OT* 16,2+ 0.3 0
5 949 0T 154+ 24 "]
5° 949 07" 16,9 + 0.2 0
6 Victor 90,0 + 4,5 536 + 65 1,6 1,1
6" victor* 87,5+ 1.3 56,2 + 53 2,0 1,1
7 SCl 8998+ 25 60,7 + 37 2,1 1,5
7° scy 101,1 - 1,9 1,4
8 Alfred 120,0 + 372 72,7 + 24 2,1 1,4
8° Alfred* 120,56 + 2.4 68,7 + 23 2,4 1,
9 Ascott 855+ 23 329 + 55 2,3 1,4
9° Ascott* 91,9+ 4,1 36,6 + 45 2,3 1,6
10 Minica 119,5 £ 7,14 56,8 = 4,7 3,4 1,3
10° Minica* 83,5+ 1.9 358 + 64 2,2 1,2
11 Troy 1200+ 2.9 459 + 57 2,2 "3
11" Troy* 1089+ 2,2 56,0 + 4,9 2,2 1,1
12 949 T 126,0 £ 5,1 92,2 + 34 2,1 1,2
12° 949 T* 1533+ 1.3 110,0 + 5.7 1,9 1,2
13 245(9)(4) 38,7 + 16 176 = 09 2,9 1,5
13° 245(9)(4) 492+ 0,2 133 + 1,7 3,7 2,0
14 893(4)(6) 53,5 £ 35 328 + 1.8 1,7 1,2
14° 893(4)(6) 70,1 £ 26 270 + 28 2,3 1,3
15 EK-0T 168+ 23 0 - -
16 Medes 16,3 + 2.5 0
17 Torret 128+ 05 0
18 QH x VA 11,5+ 13 0 -
19 LPSP 87,0+ 0.8 470 + 53 1.8 1,1
20 PBI 220 68,8+ 25 273 = 23 1,9 1,3
21 Robin 959+ 25 538 + 48 2.1 1,1
22 Hil 859+ 33 295 + 6.1 2.4 1,6
23 LT 870+ 456 440 + 03 1,9 1,3
24 L LEC! 92,9 + 6.1 43,4 + 54 2,2 1,3
25 Chine 795+ 1.5 19,3 + 3.2 2,5 1,3
26 AFC 96,7 + 6,7 31,6 + 0.2 3,3 1,4
27| (F1xF1)79(58) 1270 + 4.4 493 + 53 4.1 1,2
28 1268 999+ 6,5 425 t 1,0 2,8 1,4
29 EK-T 96,2+ 4,5 31,3 + 4.8 2,0 2,0
30 106 111,7 £ 4,9 385 + 6.2 2,1 1,4
31|AEC Brun 95,0 + 34 60,4 + 58 2,0 11
32|AEC Fauve 92,6 + 18 485 + 39 1,7 1,1

de la collection 1981, exprimées en mg/Q de matiére seche.
{*)= Génotypes analyses en 1988 (Brun N)
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= Phénols totaux 0 Tannins condensés (BuOH-HCI)

m
180 9/g

160

140
120 -

100 +
80
AN
604 ]
a0+
20 +

L L L l 1 L 1 1 1 1 1 Lol L I L L : L. ] ' 1
L L) Al L) L) L L) Ll Ll L] L) . L] L) L) I L = T L} Ll e o

6 7 8 9 101112 13 14 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Génotypes

Figure 23 : Teneurs en phénols totaux et en tannins condensés (PA) des variétés colorées
de la collection de féverole 1991 (en mg/g de MS).
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Figure 24. Comparaison des rapports PA/Van et-PT/ PhT des génotypes-de févercles
de la collection 1991.
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3. Essai des combinaisons de caractéres : Fleur a macule jaune-Tégument beige, Fleur g
macule jaune-Tégument rouge et Tannins : des génotypes F3 provenant des croisements
dialléles (FD(1)(1), FD(1)(3), FD(1)(9), FD(1)(22), FD(2)(10), FD(2)(11), FD(2)(15),
FD(2)(17), FD(4)(1), FD(4)(7), FD(4)(9) et FD(2)(8) récoltés en 1992.

4, déterminisme de Ia relation entre 2 facteurs antinutritionnels , Vicine et Tannins : deux
quadruplets isogéniques EE et EB (récolte 1991) ; les formes EB sont reproduites en 1992.

B. RESULTATS DE L'ANALYSE QUANTITATIVE DU PATRON PHENOLIQUE
DE LA FEVEROLE (Tableau 10)

L'échantiilonnage des variétés et des lignées recouvre & peu prés l'ensemble des
couleurs de tégument de graine : blanc, gris, vert, marron, fauve, rouge, beige et brun. Sur
ces couleurs de fond peuvent se superposer des taches vertes ou des macules noires.

Pour les phénols totaux et pour 'année 1991, I'amplitude de variation des teneurs se
situe entre 6%. et 104 %o, équivalents catéchine par gramme de matiére séche.

Les propriétés tannantes de cette collection sont rendues quantitativement par le
dosage des proanthocyanidines en mitieu BuOH-HCI & chaud avec des teneurs comprises
entre 0 a 170%. ; qualitativement et par hémanalyse, les pouvoirs tannants varient de 12%-.
a 126%. équivalents acide tannique par gramme de matiére séche.

La figure 23 présente, en superposition pour les 23 variétés a fleurs colorees, les
teneurs en phénols totaux et en tannins condensés. Ces profils dévoilent la richesse
polyphénolique des téguments de féveroles et montrent que la majorité des phénols
détectés sont des proanthocyanidines ; La corrélation semble effet assez bonne entre les 2

familles de composés.

En ce qui concerne les variations entre les génotypes, on reléve une large gamme de
valeurs :
- des génotypes qui présentent des teneurs fortes en proanthocyanidines parmi lesquels le
n°12 (lignée 949T) avec 170 mg/g, et & un degré moindre les génotypes n° 31 (AEC brun),
n°6 (Victor) et le n°8 (Alfred) avec des valeurs avoisinant les 140 mg/g de MS ;
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- des génotypes présentant des teneurs en tannins condensés les plus faibles : c'est le cas
du n° 13 & tégument brun (génotype 245), du n°28 a tégument beige (génotype 1268) et le
n° 14 a tégument vert (génotype 893) avec respectivement 57, 70 , 80 mg de
proanthocyanidines par g de matiére séche ;

- et enfin entre ces 2 groupes des variétés a teneurs moyennes en proanthocyanidines
comme les n° 9, 10, 22, et 26 avec des teneurs voisines de 95 mg/g de matiére séche.

La figure 24 donne les résultats d'une approche plus fonctionnelle reposant sur le
degré de polymérisation moyen des proanthocyanidines et sur l'efficacité tannante :
- dans le premier cas, le degré de polymérisation est rendu par le rapport des teneurs en
proanthocyanidines (PA) et les valeurs du test vanilline (Van)
- dans le deuxiéme cas, I'évaluation de l'efficacité tannante est faite par le rapport des
teneurs du pouvoir tannant estimé par hémanalyse (PT) et des teneurs en phénols totaux

(PhT).

Au sein de cette collection, comme le montre la figure 24, le degré de polymérisation
moyen calculé varie de 1,6 a 4,1 soit de 1 a 3 alors que I'efficacité tannante varie du simple
au double. Les variations de ces rapports traduisent en réalité la présence de classes de
proanthocyanidines différentes selon les génotypes étudiés. A titre d'exemple la collection
1991 fait ressortir quelques types chimigues bien caractérisés :

- génotypes présentant a la fois un haut degré de polymérisation et une faible efficacité
tannante (génotype n°27 (F1xF1)79(58) et n° 10 Minica ) tracluisant la présence cans les
téguments de trés hauts polyméres catéchiques, moins efficaces pour complexer les
protéines ;

- @énotypes a faible rapport PA/Van et faible efficacité tannante (n° 6 Victor, n°19 LPSP, n°

20 PBI 220) ; ils représentent un type chimique riche en oligoméres et monoméres
catéchiques ;

- @énotype a efficacité tannante forte et & degré de polymérisation moyen (n°29 EK-T) ; il
forme un type chimique riche en oligoméres catéchiques dont I'efficacité & complexer les
protéines est reconnue.

Cas des représentants a génes zéro tannins (0T)

Tous les génotypes a fleurs blanches présentent une teneur faible en phénols totaux,
de I'ordre de 7 mg./g équivalents catéchine. Malgré I'absence de Proanthocyanidines, leurs
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extraits phénoliques présentent une légére réactivité vis-a-vis de 'hémoglobine donc un
pouvoir tannant mesurable.

Ce qu'il faut surtout noter c'est la forte ressemblance d'expression des génes n° 1 et
n° 2. En effet le dosage des phénols totaux ou I'estimation du pouvoir tannant par
I'hémanalyse ne montrent pas de différence entre I'expression de ces 2 génes. Mais il faut
étre prudent car méme si le phénotype phénolique final apparait identique, cela ne veut
pas dire que les voies de biosynthése soient les mémes ou soient soumises & la méme
régulation métabolique. Il faudrait travailler & un niveau plus fin d'analyses chimiques et
expertiser quelques intermédiaires de biosynthése (dihydroflavonol ou dihydroflavone)
avant le phénomeéne de polymérisation conduisant a formation des tannins. Ceci pourrait
se réaliser par l'analyse de téguments avant maturité et par le suivi de I'évolution du
contenu phénolique jusqu'aux stades de récolte.

1. Vérification de la stabilité des patrons phénoliques de Vicia faba

Cette étude a porté sur 14 variétés récoltées au moins 2 fois comme cela a été
montré dans la description de la collection.

Sur cette base, une analyse en composantes principales (ACP) des génotypes de 1991 a
été réalisée a partir des résultats des 3 dosages : phénols totaux (bleu de Prusse), tannins
condensés (production d'anthocyanidines), et pouvoir tannant (hémanalyse). A I'ACP
normée des génotypes de la collection 91, nous avons ensuite projeté les "parents”
analysés en 1988 en tant qu'individus supplémentaires.

1. 1. ACP sur données phénoliques

La figure 25 présente la carte factorielle des variétés et le cercle de corrélation
obtenu avec les variables citées plus haut.

L'orientation des vecteurs les uns par rapport aux autres sur le cercle de corrélation
montre que les trois variables sont fortement corrélées entre elles. L'axe 1 de la carte
factorieile, qui remporte la quasi totalité de l'inertie (94%) fait ressortir I'opposition graines a
tannins et graines sans tannins : les génotypes riches en tannins condensés ont des
coordonnées positives alors que les génotypes sans tannins ont des coordonnées
négatives. Nous remarquerons la position de transition des génotypes n°13 et 14
correspondant respectivement aux génotypes 245(9)(4) et 893(4)(6).
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Figure 25 : Plan 1, 2 de I'analyse en composantes
principales normée sur données phénoliques :

A : carte factorielle des génotypes de 1991 ; les parents analysés en 1988 ont été superposés en

individus supplémentaires (en gras)

B : aggrandissement de la zone correspondant aux génotypes sans tannins .

C : cercle de corrélation des variables
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Figure 26 : Dépouillement de la carte factorielle des individus en ne prenant en
considération que les 14 génotypes analysés 4 la fois en 1988 et 1991 .
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Le dépouillement de la carte factorielle des individus en ne prenant en compte que
les 14 génotypes analysés en 1988 et confrontés & leur réplique de 1991 est illustré dans
la figure 26. Il ressort que :

- pour les variétés sans tannins la superposition est quasi parfaite

- pour les variétés a tannins, elles se répartissent le long de I'axe 1 (34% de la variance).
Les variations entre récolte 1988 et récolte 1991 pour une méme variété sont mineures sur
l'axe 1 ; leur variation est relativement faible au moins en ce qui concerne le chémotype
phénolique ; cependant 3 couples de points semblent diverger de maniére plus marquée, il
s'agit des génotypes 10, 11 et 12 ; soulignons toutefois que pour les 2 premiers, la
divergence porte sur I'axe 2 dont la signification statistique est nulle. En réalité la seule
variation phénotypique apparemment "recevable” est celle du génotype 12 qui est une
lignée pure. La variation mesurée ne peut étre due qu'a un effet de 'environnement.

L'analyse de variance va nous permettre de confirmer l'importance de la stabilité
intergénotypique et de montrer que la variation phénolique entre 1988 et 1991 n'est pas
significative.

1. 2. analyse de variance a deux facteurs contrdlés

L'analyse de la variance a 2 facteurs contrdlés (la variété et I'année de récolte)
réalisée sur chacune des 3 variables phénoliques montre que pour ces 3 variables
(planche 1) :

- la variabilité intergénotypique est trés hautement significative par rapport a la variation
interannée et l'interaction génotype x année.
- le facteur année n'est pas significatif (méme pour le génotype 12)

Le test de NEWMAN-KEULS compléte l'analyse de variance. |l permet de classer les
moyennes génotypiques les unes par rapport aux autres pour chacune des 3 variables
analysées. Ce traitement permet de constituer des groupes de génotypes non
significativement différents par rapport a la variable étudiée.

C'est ainsi que par rapport a la variable "Phénols totaux”, les variétés se répartissent en 5
groupes :

- le groupe (A) constitué par les génotypes (12 = 949 T) présentant des teneurs élevées en
phénols totaux est significativement différent de tous les autres groupes ;

- a 'opposé les variétés a faibles teneurs représentées par la lettre (E) forment également
un groupe homogéne significativement différent ;
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ANALYSE DE VARIANCE

Nombre d'observations : 28 Nombre de variables : 5
N° et noms des variables: 1 = numéro ; 2 = année ; 3 = Phénols totaux (PHT) ;

4 = Proanthocyanidines (PA) ; 5 = Pouvoir tannant (PT).

DISPOSITIF DE L'ESSAI : FACTORIEL 2 FACTEURS

FACTEUR 1 = 14 numéros
1=SWI (1) 2= BLANDINE (2)3= ALBATROS (3) 4 =PBOT (4) £ =949 0T (5)
6 = VICTOR (6) 7 =SCI (7) 8 = ALFRED (8) 9=ASCOTT (9) 10 = MINICA (10)
11=TROY (11) 12 =949 T (12) 13=245(9)(4) (13) 14= 893(4)(6) (14)

FACTEUR 2 = 2 ANNEES
1 = 1983 (88) 2 = 1991 (91)

ANALYSE DE LA 1 ére VARIABLE : PHENOLS TOTAUX (PHT)

ANALYSE DE LA VARIANCE

S.C.E DDL CARRES MOYENS TESTF PROBA ET C.V
VAR.TOTALE 41424 64 27 15634,25
VAR.FACTEUR 1 40615,76 13 3124,29 51,24 0,000
VAR.FACTEUR 2 16,23 1 16,23 027 06194
VAR.RESIDUELLE1 792,64 13 60,97 781 15,6%

ANALYSE DE LA 2e VARIABLE : PROANTHOCYANIDINES (PA)

ANALYSE DE LA VARIANCE

S.C.E DDL CARRES MOYENS TESTF PROBA ET C.V
VAR.TOTALE 113348,59 27 41981
VAR.FACTEUR 1 106298,44 13 8176,8 15,13 0,000
VAR.FACTEUR 2 22,98 1 2298 004 0.8340
VAR.RESIDUELLE1 702717 13 540,55 23,25 32,6%

ANALYSE DE LA 3e VARIABLE : POUVOIR TANNANT (PT)
ANALYSE DE LA VARIANCE

S.CE DDL SARRES MOYENS TESTF PROBA ET GV
VAR.TOTALE 56748,73 27 2101,8
VAR.FACTEUR 1 55429,37 13 4263,84 42,76 0,000
VAR.FAGTEUR 2 22,45 1 22,45 023 0,6469
VARRESIDUELLE1  1296,41 13 93,72 9,99 18,0%

Planche 1 : Résultats de I'analyse de variance a 2 facteurs controlés réalisée sur les génotypes
de féverole (collection 1988 et 1991)




Test dg NEWMAN-KEULS- seull = 5% 1 ére VARIABLE : PHENOLS TOTAUX (PHT)

I Fi LIBELLES  MOYENNES GROUPES HOMOGENES
12 12 118,68 A
' 11 11 95,51 8
8 8 84,14 B C
6 6 82,02 B c
l 10 10 81,82 B c
7 7 70,49 cC 0
Q g 58,77 0
l 14 14 50,43 D
13 13 25,21 E
4 4 8,27 E
I 1 1 7.1 E
3 3 7.07 E
5 5 6.57 E
l 2 2 6,36 E
Test de NEWMAN-KEULS- seuil = 5% 2 e VARIABLE : PROANTHOCYANIDINES (PA)
l Ft  LIBELLES  MOYENNES GROUPES HOMOGENES
12 12 180,88 A
11 11 146,05 B
l 8 8 145,08 B
6 6 139,51 B c
7 7 118,78 B C
I 9 g 109,18 C
10 10 108,6 c
14 14 75,15 D
I 13 13 48,24 E
S 5 ] F
I 4 4 0 F
3 3 0 F
2 2 0 F
l 1 1 0 F
Test de NEWMAN-KEULS- seull = %  3e VARIABLE : POUVOIR TANNANT (PT)
F1  LIBELLES  MOYENNES GROUPES HOMOGENES
I 12 12 139,63 A
8 8 120,22 A B
I 11 11 114,43 A B
10 10 101,51 B
7 7 100,43 B
I 6 6 88,72 B
9 9 88,68 B
14 14 61,81 C
. 13 13 43,93 C
5 5 16,14 D
6 6 15,94 D
' 4 4 15,66 D
2 2 14,73 9)
l 1 1 12,34 o)

Planche 2 : Résultats du test de NEWMAN-KEUL S-seuil = 5% réalisé sur les génotypes



78

- entre ces 2 extrémes, se répartissent 3 groupes B, C et D disjoints constitiés de
génotypes a contenu phénolique moyen.

Le traitement appliqué a la variable “Proanthocyanidines” révele que ce descriptaur est
plus sélectif et fait ressortir les génotypes 949T (n°12) dans le groupe (A), les gérotypes
893(4)(6) (n°14) dans le groupe (D), les génotypes 245(9)(4) (n°13) dans (E). Les
génotypes dépourvus de tannins condensés forment un groupe significativement différent

(F)-

Le traitement statistique a I'aide de la variable "Pouvoir tannant" répartit les génotypes de
féverole en 4 groupes :

- le groupe des génotypes a forts pouvoirs tannants désignés par la lettre (A) qui se
chevauche avec des génotypes du groupe B

- les 2 autres groupes concernent les génotypes de faibles pouvoirs tannants.

De cette analyse nous retiendrons que la stabilité, d'une année sur l'aure, du
pattern quantitatif phénolique des génotypes étudiés est tout a fait "correcte”

2. Relation entre le patron phénolique et couleur des téguments

Une étude réalisée par Brun 1991, sur les relations entre la composition phénolique
des téguments de la graine et la couleur estimée a I'oeil nu (avec toutes les erreurs
d'appréciation que cela peut entrainer en particulier pour les plus foncées) avait montré
que la corrélation entre la coloration des enveloppes de la graine et leurs teneurs
phénoliques est trés faible. Afin de mieux appréhender cette relation nous avons mis en
oeuvre une méthode d'analyse de la couleur par spectrocolorimétrie (analyse
spectrocolorimetrique de la lumiéere réfléchie par les téguments). Nous avons choisi parmi
les génotypes de notre collection quelques cultivars caractérisant la gamme de cculeurs
rencontrée chez Vicia faba L..

Parmi les indices colorimétriques calculés, la clarté définie par (L*= Lightness) est
apparue comme la variable montrant le maximum d'amplitude et en outre la mieux corrélée
avec la sensation visuelle de I'objet graine ; il était donc opportun de vérifier son degré de
corrélation avec les caractéres chimiques de ces téguments de graines : le graphe (figure
27) illustre ce point de vue en comparant les pouvoirs tannants évalués par hémanayse et
la clarté (L*) déterminée par colorimétrie.
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Flgure 27 : Corrélation entre la clané(L’) et le pouvolr tannant de quelques génotypes de 1éveroles de ia coltection 1991



Génotype | Couleur [Phénols totaux| Tanning condensés (mg/g) [Pouvolr tannant (mg/q)
fleur”- testa| Bleu de Prusse | BuOH/HCI |Vanilline Hémanalyse Gélatine

FD (1) (1) | N* - rouge 53,6 £55 147,1 £4,2 50,6 + 6,1 92,6 +4,9 48,445
FD (1) (3) | N* - belge 43,9+24 1453 16,8 57,1+3,8 80,9+3,2 359124
FD (1) (9) | J* - beige 446 +5.4 117,6 £7,0 38,0+£28, 76,8428 28,1+46°
FD (1) (22) | J* - rouge 47,5+32 119,3+1,8 64,4421 750434 39,8430
FD (2) (10) | N* - beige 38,5+27 113,515 56,3 2,1 61,5+£32 24549
FD (2) (11) | N* - rouge 45,7 +2.2 132,5 46,2 56,8+ 5,0 82,0432 36,7 +4,4
FD (2) (15)| J* - beige 48,7 £3,9 90,7 +3,6 45,0+ 4,2 78,4432 26,0+28
FD (2) (17)| J* -rouge | 450109 114,0 + 4,1 395+3,9 73,3467 370442
FD (4) (1) | N* - beige 455+53 104,0 £4,5 27,5+35 81,0+£3,0 28,0+3,2
FD (4) (7) | N* - rouge 50,4 +3,1 105,5 +5,8 38,2+6,5 90,456 27.8+286
FD (4) (9) | J* - rouge 48,9 1,9 107,5 46,2 35,1431 80,5+3,4 37,5%22
FD(2) (8) | J* -beige 52,2129 110,0 +2,82 44114 100,6 + 2.6 37,8439

Tableau 11 : Caractéristiques variétales, teneurs en phénols totaux (éczs catéchine), tannins condensés (en ma/g d'apr
de Bate-Smith pour le BuOH-HCI et en éqs catéchine pour lg tast vaniliine ), pouvoir tannant (en éqs ac.tannl
descendants F3 du croisement dialléle pour I'étude du déterminisme Fleur Jaune-Tégument beige, Fleur jaune-T
rouge.(*) N*= normale, J* = jaune.

(@0]
o
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Pour les génotypes sans tannins, la clarté (L") est généralement supérieure & 55 sur
une échelle allant de O (noir) a 100 (blanc parfait) ; a I'exception du génotype PB0Z
(tégument gris a faible pouvoir tannant). Inversement, les génotypes a téguments colorés
et pouvoir tannant mesurable montrent une clarté inférieure a 50. Parmi ces cas :

1. les téguments beiges, marrons (couleur de fond) présentent une clarté (L*) allant de 54
a 48 pour un pouvoir tannant de 70 a 120 mg. g'1 €qs acide tannique ;

2. la clarté des téguments rouges varie de 46 a 28 pour un pouvoir tannant moyen de
I'ordre de 73 a 90 mg/g équivalents acide tannique. Dans cette zone de clarté, se situe
également le génotype 949T caractérise par son trés fort pouvoir tannant (126 mg. g1 égs
ac.tannique).

3. dans la zone inférieure a 27, la clarté (L*) des cultivars & téguments noirs est associée a
un fort pouvoir tannant sauf le n° 245(9)(4) qui présente une faible teneur en tannins.

4. Le génotype 893(4)(6) a tégument vert présente un pouvoir tannant moyen associé a
une clarté (L*) est de I'ordre de 47.

De cette étude, il en ressort que la clarté (L*) peut étre un indice intéressant pour
rendre compte du niveau de teneur des molécules tannantes dans les téguments. La
prudence restera de mise car il y a des exceptions tel que le n° PBOT. Mais en aucune
fagon la corrélation ne peut étre utilisée entre cet indice et la quantité de tannins.

3. Relation entre [fleur jaune-tégument beige], [fleur jaune-tégument rouge] et
tannins :

Les resultats de I'analyse chimique sont donnés dans le tableau 11 .

Les génotypes FD1 et FD2 isogéniques (obtention INRA Dijon) a fleur ponctuée
jaune-graine a tégument beige et fleur pontuée jaune-graine & tégument rouge
respectivement semblent avoir un contenu phénolique équivalent, ce qui differe des
résuitats de Cabrera et Martin (1989) qui détectent sur leur propre matériel génétique une
diminution de 50 a 70% du contenu tannique chez les génotypes a fleur maculée jaune -
tégument rouge.

Cette différence d'expression des génes qui gouvernent le phénotype phénolique final peut
étre expliquée de diverses maniéres :



Génotype | Couleur | Couleur |Phénols totaux Tannins condensés Pouvoir tannant
testa fleur Bleu de Prusse | BuOH/HCI Vanilline Hémanalyse Gélatine

Année 91|EE OT OV | blanc blanche 6,81+1.0 0 0,7 £0,1 12,515 0

EEOT V blanc / 6,802 0 1,0£02 16,0+ 0,8 0

EETOV fauve |macule noire 549+1,0 88,9+3.2 31,215 90,8+ 2,6 31,0+£1,8

EETV fauve I 48,6 £3,0 94,2+6,6 449+ 1,5 83,2+43 20,5+2,1

EB 0T OV | blanc blanche 7,7+06 0 0,9+0,0 14,1+4.2 0

EBOTV | blanc I 7506 0 0,6 +0,1 15,5+ 3,6 0

EBTOV | fauve [maculenoire| 60,8+25 102,7 £ 5.1 42,1157 108,2 +3,8 47,0+5,9

EBTV fauve i 48,4+ 04 95,1142 449 +40 88,5170 26,3136
Année 92EB OT OV|beige | blanche [ 7,4 03 0 1,6 02 | 16,4 108

EB OT V |beige /" 6,8 0.1 0 1,5 %01 13,4 +13 /

EB T OV |fauve |[macule noire) 84,8 *3.5 124,8 153 85,4 #06 | 122,5 $43 /

EBTV [fauve " 75,7 14 86,94 3.2 65,9 3.7 | 102,7 #23 /

Tableau 12 : Caractéristiques variétales, teneurs en phénols totaux (égs catéchine), tannins condensés (égs catéchine

pour le test vanilline, en mg.g" d'aprés leE1% de Bate-Smith pour le BUOH-HCI), pouvoir tannant (égs ac.
tannique) des graines de Féverole EE et EB (91)et (92)pour les formes EB exprimées en mg.g™ | de matiére séche

c8
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- soit que l'influence dans la régulation du gene fleur ponctuée jaune sur le géne graine
rouge, est différente dans le matériel génétique des deux origines : Espagne, France.

- s0it que les génes graines rouges sont différents ;

- soit que les deux matériels génétiques ont un méme géne fleur ponctuée jaune et un
méme géne graine rouge, mais les fonds génétiques sur iequels ils travaillent sont trés
différents.

4. Relation entre 2 facteurs antinutritionnels : tannins et vicine

Outre les facteurs antitrypsiques, les cotylédons des graines de féverole contiennent
aussi la vicine (2,4-Diamino-6-oxypyrimidine-5-(B-D-glucopyranoside) et la convicine (6-
Amino-5-(B-D-glucopyranosyloxy) uracil. Ces glycosides sont des facteurs antinutritionnels
entre autre impliqués dans le favisme, I'anémie hémolytique humaine et la baisse du poids
des ceufs chez la volaille (Marquardt, 1989 ; Bjerg et al., 1984). La structure chimique des
deux inhibiteurs est donnée dans la figure 28.

0
o} NWNHz JL
HN” ~ NH
N '
CHOH O c%\rNH
0 NH,
'OH

CHyOH o)
O
OH OH
H
. OH™ OH
vicine convicine

Figure 28 : Structure chimique de !a vicine et de la convicine.

Les deux quadruplets isogéniques EE et EB appartenant & la collection 1991 sont analysés
du point de vue de leur teneur en composés polyphénoliques et de leur pouvoir tannant.
En outre, Les formes EB ont été cultivées sur deux années successives. Les résultats sont
présentés dans le tableau 12.

La forme EE-T (avec tannins) est moins tannante que EB-T (avec tannins) ; ces deux
formes doivent posséder un fond génétique différent qui autorise une biosynthése plus
forte en tannins condensés chez les formes EB. La différence en pouvoir tannant est
d'environ 10 % en faveur de cette derniére.

La présence de vicine semble sans incidence sur les teneurs en phénols des
génotypes sans tannins. Par contre !a présence de vicine dans les génotypes tannants
s'accompagne uniquement pour les génotypes EB d'une chute d'efficacité en pouvoir
tannant d'environ 20%, confirmée pour les 2 années de récoltes 1991 et 1992 (ce qui léve
I'ambiguité d'un effet de 'environnement).



n*[  code Couieur | Phénois iotaux (mg/g) Tannins condensés (mg/q ) Pouvoir tannant (mg/qg) Rapport
cotylédon tégument tégument tégument PA / PT/
Variétai | tégument | bieu de Prusse | bieu de Prusse BuOH/HCI Vanilline Hémanalyse Van PhT
Année 1991
1|PB1 608 [béige 49 + 0,4 77,1 + 2.8 104,2 + 572 56,5 + 3.4 97,0 £ 1,6 1,8 153
2|PB1 611 |blanc 4,1 + 0,1 59 + 03 0 0,8 + 0,1 18,5 + 05
3|PB1 635 |beige 6,0 + 0,1 76,8 + 1,2 1215 + 40 | 54,6 + 4,1 82,0 + 2,8 2,2 1.1
4|PB1 642 |marron 48 + 03 566 + 2.4 89,3 + 5,7 431 + 0,6 845 + 21 2,1 1,5
5|PB1 646. |rouge 56 + 0,1 103,8 + 2.1 134,0 + 43 66,0 + 2,1 103,3 + 36 2,0 1,0
6|PB1 647 |blanc 6,3+ 0.2 7,0 + 0.8 0 09 + 0,2 18,9 + 2,1
7|PB1 648 [marron-beigd 6,5 + 0,0 50,7 + 3,0 938 + 6,6 45,1 £ 3,0 100,9 + 4.4 o1 2,0
8|PB1 682 |beige 4,0 + 0,2 636 + 3.4 108,5 + 3.2 34,3 + 3,2 77,7 + 37 3,2 1,2
9|PB1 683 [blanc-noir 43 + 0,1 87 +.142 0 1,0 + 0,6 16,5 + 0.6
Année 1992
10|F 646 C 2 |rouge 6,0 £ 0,4 93,8 + 3.8 145,0 + 6.4 53,5 ¥ 50 1289 + 3,5 3 1,4
11{F 662 C 2 |blanc 5,3 £ 0.1 5,8 t 0,1 0 R 173 + 05
12|F 665 C 2 |blanc 56+ 03 6,5 + 02 0 1,2 + 03 156 + 1,5
13|F 666 C 2 |blanc 6,5 + 0.0 6,9 + 03 0 1,0 + 04 18,0 + 1.2
14|F 667 C 2 |marron 56 + 0.1 550 + 3.9 90,8 + 4,4 438 + 1.4 90,3 + 1.4 2,1 1.6
15|F 668 C 2 [marron 50 + 0,4 62,2 4.3 769 + 35 384 + 3.4 78,0 + 34 2,0 13
Année 1993
16|F 611 F 3 |blanc 42+ 0,2 7.6.£.0:5 0 16 £ 0.2 A5:8 o 4
17|F 613 F 3 |beige 44 + 0,1 59.7 & 5.7 129,4 + 6,7 61,3 * 6,1 896 * 7.1 2.3 1,5
18|F 615 F 3_|beige 59 + 0,0 80,6 £ 1.4 119.0 + 2.9 68,8 + 3.0 93,9 + 3. Y. e |
19|F 617 F 3 |blanc-noir 6,3 + 0,1 74 + 04 0 1,65 E.10,1 156 =+ 0.5
20|F 629 F 3 [blanc-noir 6,5+ 0.1 6,3 + 0.1 0 1,2 + 0.1 154 + 1,1
21|F 630 F 3 _|[beige 56 ¢ 0,1 55,4 1 1.8 991 +29 | 357 # 31 776 * 25 28 | 14 ]

Tableau 13 : Caractéristiques variélales, teneurs en phénols totaux (eq. catéchine), tannins condensés (€q. catéchine pour le test vanilline,
d'aprés le E1% de Bate-Smith pour le BuOH-HCI) et pouvoir tannant (éq. acide tannique) de féveroles de la collection PEA programme
exprimées en mg g -1 de matiere seche.
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Conclusion

Cet apercu globa! de la diversité phénotypique de la collection de féverole fait
ressortir quelques éléments importants qui pourraient servir de base a la recherche de
nouveaux génotypes présentant les caractéristiques escomptées : Proanthocyanidines a
un niveau de teneur acceptable et non facteurs antinutritionnels (FAN).

Le faible contenu phénolique des téguments bruns et a un degré moindre celui des
téguments verts par rapport aux téguments de couleur beige, marron et rouge nous
conduit & approfondir I'héritabilité relative a ce pattern phénolique pour tenter d'établir les
bases de la relation génétique entre la couleur des téguments et le contenu polyphénolique
(voir plus loin).

5. Autres génotypes de féveroles étudiés pour le PEA programme

Les résultats des échantillons de féverole du PEA Programme sont rassemblés dans
ie tableau 13. lls concernent des génotypes récoltés en 1991, 1992 et 1993. Le
décryptage, le type et le lieu de production sont donnés en annexe 1.

Les cotyiédons présentent, quelle que soit la couleur des téguments, des teneurs en
phénols totaux de l'ordre de 5,4 mg équivalents catéchine par g de matiere séche.

Les génotypes a téguments blanc ou blanc-noir sont totalement dépourvus de
tannins condensés ; ils présentent néanmoins des teneurs faibles en phénols totaux et en
pouvoir tannant. Parmi ces génotypes, des types "Hiver” Zéro tannin : le n° 611(Glacier)
analysé en 1991 et en 1993, le n° 647 (SWI) qui est une variété de Printemps et des
isogéniques n° 662, 665 et 666 correspondant aux formes EE et EB déja analysés
précédemment (Cf partie B 4).

En revanche, les génotypes a téguments colorés présentent un contenu
polyphénolique important :
- les cultivars n° 646 (Robin) a tégument rouge présentent des teneurs fortes en tannins
condensés de l'ordre de 140 mg d'anthocyanidines par g de matiére séche ;
- les génotypes a tégument beige représentés par Victor (635), Bourdon (608 et 613) et
Fabiola (615) présentent des teneurs en tannins avoisinant les 120 mg.g‘1.
- des génotypes a tégument marron (LPSP n°® 642) ou marron-beige (SCI n° 648) type
"Printemps" présentent des teneurs en tannins condensés de [‘'ordre de 90 mg.g'1,

L'étude des rapports PA/Van et PT/PhT traduisant respectivement e degré de
polymérisation et 'efficacité tannante montre que :
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- le génotype 682 présente le plus fort rapport PA/Van de la collection ; cependant il
présente une efficacité tannante faible ce qui se traduit par la présence de tannins
condensés de type haut polymeéres dans les téeguments ;

- le génotype 648 présente un rappert PA/Van moyen alors que l'efficacité tannzinte est
rnaximale ; ces rapports traduisent la présence de tannins oligoméres, trés efficac2s pour
précipiter les protéines ;

- les génotypes 608 et 615 présentent des rapports PA/NVan et PT/Pht faibles ; ils
traduisent vraisemblablement la présence simultanée de tannins condensés oligomeéres et
hauts polymeéres.

Enfin les cultivars 646 récoltés 2 années successives ne montrent pas de différence au
niveau de leur contenu polyphénolique.

C. DETERMINISME GENETIQUE DE QUELQUES MOLECULES
CARACTERISTIQUES DU PATRON PHENOLIQUE DES TEGUMENTS
SEMINAUX DE LA FEVEROLE

La coloration des téguments des graines des Légumineuses résulte essentiellement
d'un mélange de molécules telles que anthocyanidines, les tannins condensés modiliés en
phlobaphénes et mélanines. C'est évidemment les tannins condensés ou
proanthocyanidines qui ont été les plus étudiés.

Nozzolillo et al;, 1989 travaillant sur I'ensemble de la voie de biosynthése des
flavonoides, aboutissent & une proposition de contrdle génétique de la synthése des
phénols chez Vicia faba, dans laquelle I'ensemble des génotypes peut étre repéré par
rapport & quatre principales classes de flavonoides :

- les flavones dont le principal aglycone est I'apigénine, sont présentes significativement
dans les téguments violets, beiges, verts et rouges, et & un degré moindre dans les
téguments noirs.

- Les flavonols dont le principal aglycone est la myricétine se trouvent surtout dans les
téguments verts et rouges, accessoirement dans les téguments bruns.

- Les anthocyanines sont présentes dans les téguments violets avec prédominance de 4
aglycones : délphinidine, cyanidine, malvidine et pétunidine.

- les tannins condensés ou proanthocyanidines sont présents dans la plupar: des
génotypes de Vicia faba L a I'exception des téguments blancs.
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1. Situation biogénétique du probléme "“tannins" par rapport aux autres flavonoides

L'élucidation des phénoménes concernant les relations entre la présence de tannins
et certains caracteres morphologiques tels que la couleur des fleurs et celle des téguments
passe par la compréhension des mécanismes geénetiques responsables de la biosynthése
de ces molécules.

Le schéma général de biosynthése proposé par Forkmann 1992 est donnée dans la figure
29.

La premiére étape spécifique dans I'élaboration de ces composés du métabolisme
secondaire, réside dans la condensation de 3 molécules d'Acétyl-CoA via le malonyl-CoA
avec le 4-coumaroyl-CoA issu du métabolisme des phénylpropanoides sous l'influence de
l'enzyme PAL (Phényl Ammonia Lyase).

Les principales voies contribuant a I'expression de la couleur sont celles qui conduisent
essentiellement a la formation des flavonols, des anthocyanidines et des tannins
condensés.

La chalcone synthase (CHS) assemble [a premiére molécule de la voie et constitue le point
de départ de la synthése des flavonoides.

La chalcone isomérase (CHI) est a l'origine de la premiére molécule a noyau
phénylchromone C-15 de la voie : la flavanone. Ce composé a plusieurs destinées parmi
lesquelles celles conduisant aux flavones ou aux dihydrofiavonols

Une enzyme microsomale a NADPH (Flavone synthase) par désaturation de la flavanone
conduit a la formation de la flavone.

La flavanone 3 hydroxylase (FHT) catalyse I'hydroxylation de |a position -3 de la flavanone
en dihydrofiavonol : le dihydrokaempférol. Cette molécule charniére représente un substrat
accessible aux enzymes conduisant a des formes moléculaires qui ont un rble capital
dans l'expression de la couleur.

La flavonol synthase (FLS) catalyse la formation de la double liaison entre les carbones C2
et C3 des dihydroflavonols et oriente vers I'élaboration des flavonols.

Les flavonoide 3'-hydroxylase (F3'H) et flavonoide 3',5'-hydroxylase (F3',5'H) catalysent,
respectivement , I'hydroxylation sur le noyau B des positions -3' et 3", 5'.
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Figure 29 : Biosynthése des proanthocyanidines d'aprés Forkmann 1992,

Enzymes : Chalcone synthase (CHS), chalcone isomérase (CHI), flavanone 3-hydroxylase (F3H), flavonol synttase (FLS),
dihydroflavonol-4-réductase(DFR), flavonoide-3'-hydroxylase (F3'H), Flavonoide-3'5'-hydroxylase (F3'5'H),
leucoantocyanidine réductase (LAR).
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Les dihydroflavonols sont les précurseurs directs de la formation des flavane-3,4-diols. Ces
derniers constituent les intermédiaires-clé de la biosynthése des anthocyanidines, des
catéchines et des proanthocyanidines.

La dihydroflavonol 4-réductase (DFR) est I'enzyme qui catalyse la réduction des
dihydroflavonols en flavane-3,4-diols ou leucoanthocyanidines. L'activité de la DFR a été
démontrée par rapport & la formation et des catéchines et des proanthocyanidines.et des

anthocyanidines.

Les leucoanthocyanidines sont les précurseurs immédiats de la synthése des catéchines
et proanthocyanidines. La réaction qui aboutit & la formation de la catéchine a partir de la
leucoanthocyanidine est catalysée par une leucoanthocyanidine 4-réductase (LAR). Le
contrble génétique de l'activité de cette enzyme (LAR) a été mis en evidence chez l'orge.
Les proanthocyanidines sont probablement formées par condensation des catéchines et
des leucoanthocyanidines, mais la nature et la spécificité de I'enzyme condensante ne sont
pas, a I'heure actuelle, totalement élucidées.

D'aprés Stafford 1988, la conversion des flavane-3,4 diols en flavane-3-ols et leurs
proanthocyanidines oligoméres est une réaction NADPH dépendante, elle constitue le
point de départ de la biosynthése de tannins condensés.

Selon HASLAM (1989), la molécule charniére, 1a flavén-3-0l-3 peut étre issue directement
de la chalcone ou bien d'un flavan-3,4-diol (leucoanthocyanidine). Cette flavén-3 ol-3 peut
a son tour étre & l'origine des anthocyanidines ou des flavane-3 ols tels que [a catéchine ou
I'épicatéchine. La formation de ces derniéres nécessitent I'addition d'un proton pour donner
un cation hybride, ce cation génére soit une catéchine (ou épicatéchine) grace a
l'intervention d'un NADPH, soit un C4 benzylcarbonium. La formation du dimére procéde
d'une substitution éléctrophile du carbone C8 de la catéchine ou de |'épicatéchine par ce
benzylcarbanium. Ce mécanisme peut étre étendu a [a formation des oligoméres.

2. Informations bibliographiques a propos du déterminisme génétique des
principales classes chimiques citées.

Dans le schéma général, les voies qui président a la production de diverses
molécules qui contribuent a la couleur des téguments sont gérées par des génes codant
les enzymes de biosynthése .
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Alléle Etape de biosynthése controlée
AS Synthése de flavonols ( kaempférol) aux dépens de flavones
(tacheté) Synthése de phlobaphénes dans les taches
av Flavonols -——> anthocyanines
(violet) réduction de I'hydroxylation des flavonols
aY¥ biosynthése des flavanols
(vert)
2B réduction de la synthése des flavonoides
(brun)
b_B synthése des polyméres de couleur brune
(brun)
b [synthése et polymérisation des tannins condensés

(beige, tacheté, violet)

bY polymérisation des tannins

(vert)

bSc synthése des phlobaphénes

(noir)

bl synthése des phlobaphénes

(rouge) augmentation générale de la biosynthése des flavonoides.

Locus a: As> av> ay> aB>a
Locus b : bB> b> by>bsr=br
bsr et br sont épistasiques sur le locus a

Tableau 14 : Alléles et Etapes de biosynthése des phénols des tégument:s
de féverole (Nozzolillo et al., 1989)
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Selon Picard (1976), les mécanismes génétiques responsables de la synthése des
phénols chez Vicia faba dans le cas de téguments dépourvus de tannins condensés sont
contrdlés par 2 génes récessifs complémentaires. ils bloquent la chaine de biosynthése
des tannins condensés au niveau de la formation des dihydroflavonols ; ce blocage aboutit
4 la formation du caractére fleur blanche chez Vicia faba.

D'aprés Nozzolillo et al, 1989, I'etape de biosynthése de ces composés
polyphénoliques repose sur un systéme de contrdle génétique a deux loci a et b ; le locus
a est responsable de la synthése des molécules eélémentaires de flavonoides et le locus b
gére les phénoménes de polymérisation c'est-a-dire principalement la formation de tannins
condensés. Le rile des différents alleles des locis a et b dans la biosynthése des phénols
des téguments de Vicia faba est précisé dans le tableau 14:

Le schéma général de biosynthése prend toute son importance si I'on s'intéresse aux
relations existantes entre la teneur en tannins condensés et ia couleur du tégument de la
graine. En effet, en l'absence d'expression la chalcone synthase, enzyme qui détermine
I'orientation du métabolisme sur les flavonoides, I'enveloppe sera dépourvue de tannins
condensés mais aussi de tout pigment flavonique. Par contre l'activation des différents
complexes enzymatiques mis en jeu dans cette voie de biosynthése oriente, au niveau
tégumentaire, la production de proanthocyanidines et des flavonoides, incluant les
anthocyanidines en plus ou moins grandes quantités.

3. Choix du matériel d'étude

Le tableau 15 résume l'information chimique acquise sur les téguments des graines
de Féverole. On reconnait :

- le caractére trés homogéne des féveroles a fleurs blanches et graines a téguments
blancs représentées par Blandine, albatros pour le géne 1 et EK-OT et EE-OT pour le gene
2.

- le caractére moyennement homogeéne des féveroles a fleurs ponctuée jaune (génotypes
1212, 1214, FD1 et FD2)

- le caractére trés hétérogene des féveroles a fleurs pontuée noir et qui regroupent :
- les génotypes a fort pouvoir tannant : tégument violet, rouge et beige auxquels se
rapproche le génotype 949T lignée fixée



Génotype Phénols totaux Pouvoir tannant Tanninscondensés

Bleu de Prusse Hémanalyse BuOH-HCI Vanilline
Blandine,géne 1 blanc Blanche 53+ 0,3 2.2 %02 0 2 104
Albatros,géne 1 blanc Blanche 70 £+ 34 174 £ 0,4 0 22 + 0,1
EK-0T,géne 2 blanc Blanche 6,2+ 05 16,2 + 0,3 0 15 + 0,0
EE-OT,géne 2 gris Blanche 6,3 + 0,2 173 + 0,6 0 1,2 +0,2
Alfred Beige ponctuée noir 81,3 + 2,8 120.5' = 2,4 152,11 + 6,4 68:6 = 3.7
Ascott Beige ponctuée noir 575 £ 3.0 919 £+ 4,1 116,6 £ 6,5 504 + 0,1
949 T Beige ponctuée noir 132,6 + 7,5 153 + 1,3 1915 £ 2,2 102,2 + 5,5
Ticol Beige ponctuée noir 1184 + 3,4 1134 + 3,4 191,14 5,0 104,0 + 6,2
245 (9) (4) brun ponctuée noir 249 + 0,23 49,2 + 0,1 57:6. 1.5 15,7 + 0,9
893 (4) (6) vert ponctuée noir 55,9 £ 3,0 70,0 + 2,6 80,1 + 4,7 342 + 25
D (1) (4) rouge ponctuée noir 106,2 + 2,3 129,7 + 1.5 150,5 + 10,9 823 + 36
319 (7) (8) Violet ponctuée noir 656 £+ 1,3 99,1 £ 04 111,7 £ 6,8 30,5 £ 0,7
1212 Beige ponctuée jaune 95,7 £ 0,5 127,8 + 1,8 1241 + 0,9 55,0 + 4,0
1214 Beige ponctuée jaune 83,7 £ 2,8 103,0 + 0,2 126,5 + 5,8 463 + 1,6
FD1 isogénique Beige ponctuée jaune 456 + 54 80,2 + 6,8 113,6 + 6,8 447 + 4.9
FD2 isogénique rouge ponctuée jaune 48,5 + 53 82,4 t+ 6,0 1211 & 72,0 475 + 85

Tableau 15 : Caractéristiques variétales, teneurs en phénols totaux (en éqs catéchine), tannins condensés (en égs catéchine pr
test vanilline, en mg/g d'aprés le E1% = 150 de Bate-Smith pour le BuOH-HCI), et pouvoir tannant ( en égs ac. tannique),
des téguments des graines de féverole de la collection 1988, exprimées en mg/g de matiére séche.

2o}
A3
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Année Génotypes parentaux
N°949 T N° 893(4)(6) N°245(9)(4)
Fleur : ponctuée noir Fleur : pontuée noir Fleur : ponctuée noir
Tégument: beige Tégument : vert Tégument: brun
PhT =100,4 PhT =45,0 PhT =255
PA =1344 PA =702 PA =389
Van = 60,0 Van =407 Van =13,3
PT = 1058 PT =535 PT =387
1989 N°Q49 T N° 893(4)(6) N°245(9)(4)
Croisemen @
1990 949 X 893 949 X 245 893 X 245
Réalisation du
demi-alléle
1991 Plante F1 Plante F1 Plante F1
Autofécondation
1992 40 Plantes F2 40 Plantes F2 40 Plantes F2

Autofécondation

5 graines F3 5 graines F3

1992 récolte ¢ 5 graines F3

———> |Analyses chimiques (g

Figure 30 : schéma de I'expérimentation mise en place pour I'étude de I'héridité
du patron polyphénolique chez Vicia faba L. (INRA de Dijon).




94

- les génotypes & pouvoir tannant moyen : tégument vert représente par 893(4)(6)
- les génotypes a faible pouvoir tannant : tégument brun représente par 245 (9)(4).

En définitive ces trois lignées, 949T, 893(4)(6) et 245(9)(4) seront réservées pour
appréhender le déterminisme génétique des tannins dans les téguments de cette espéce.

4. Approche expérimentale pour I'étude de I'héritabilité du patron phénolique de
Vicla faba L.

Pour cette étude, les 3 plantes méres précitées montrent les caractéristiques
suivantes :
- génotype 949T a fleur ponctuée noir et tégument beige trés tannant,
- génotype 893(4)(6) a fleur ponctuée noir et tégument vert et pouvoir fannant
intermédiaire,
- génotype 245 (9)(4) a fleur ponctuée noir et tégument noir, trés peu tannant.

Le génotype 949T est considéré comme une lignée fixée (les variations chimiques d'ordre
quantitatif ne peuvent étre dues qu'aux seules pressions de I'environnement). Les: autres
geénotypes sont issus de 3 cycles d'autofécondation. Les expérimentations ont été
conduites a I''NRA de DIJON.

Le schéma expérimental est récapitulé dans la figure 30.

5. Résultats et interprétation

Dans les descendants F3 de ces croisements, nous avons analysé dans une
premiére étape les ségrégeants beige, vert, brun.

Les résultats des différentes méthodes de dosages, & savoir, phénols totaux, tannins
condenseés par BuOH-HCI ou par le test vanilline, et le pouveir tannant par I'némanalyse,
éprouvees sur la progénie F3 sont positivement corrélés entre eux avec un coeffizient de
correlation supérieur & 0,87 (p < 0,001).

Les résultats de I'analyse de variance (test F) sur la descendance F3 du croisement
diallele sont donnés dans le tableau 16
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Génotypes 949 245 (9)(4)
) 893(4)(6)
parentaux testa beige testa vert testa brun
9497 beige (1) | beige (3) vert(1) |brun(3) beige(1)
Phénols totaux] 100,4 66,1 47,3** 136,6** 81,2
BuOH-HCI | 134,4 89,1 65,5** |60,5** 106,8
Vanilline 60,0 48,2 39,7 NS |32,1** 56,6
Hémanalysef 105,8 71,9 56,1** |[51,4* 84,2
893(4)(6) vert(1) brun (9) brun-vert(3) beige (3) vert (1)
Phénols totaux] 45,0 30,4** 28,6** 50,2 47,7 NT
BuOH-HCI 70,2 42,8** 39,3* 70,0 B2 NT
Vanilline 40,7 21,3* 17,3** 31,9 35,INT
Hémanalyse 53,5 40,7* 39,5* 54,1 52,2 NT
245(9)(4) brun (1)
Phénols totaux 25,5
BuOH-HCI 38,9
Vanilline 13,3
Hémanalyse 38,7

Probabilité d'étre different de la couleur beige testée par le test F, (*) significatif a 5%,
(**) significatif @ 1%, (NS) non significatif et (NT) non testé.

Tableau 16 : Résultats du croisement dialléle des génotypes 949T, 893(4)(6) et 245(9)(4);
Génotypes analysés au niveau de la descendance F3.
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La couleur des graines de la descendance F3 est maternellement déterminée et la
répartition observée a partir des plantes méres s'accorde bien au rapport MENDELIEN
déja publiée par Picard (1963).

- vert est monogénique et récessif par rapport a la couleur beige
- brun est monogénique et dominant par rapport a la couleur beige
- vert et brun ont des loci indépendants, ce qui conduit aux génotypes suivants :
bb,gg
BB,GG
bb,GG
et BB,gg
respectivement pour la couleur verte, brune, beige et tégument vert-brun.

En considérant les caractéristiques tannantes du contenu phénolique des téguments
de cette descendance F3, on détecte des différences significatives entre la couleur beige
et les autres couleurs : en général la teneur en phénols totaux, en tannins condensés et le
pouvoir tannant sont respectivement réduits de 36, 34, 27, et 28% chez les téguments
verts. Cette réduction est plus accentuée chez les téguments bruns avec des valeurs
inférieures de 51, 45, 46, et 38 % respectivement.

Ces résultats montrent I'existence, dans le cas de la féverole, de génotypes; a fleur
ponctuée noir présentant des teneurs intermédiaires en tannins . En effet nous quittons les
fortes teneurs reconnues chez la lignée 949T et atteignons des teneurs intermédiaires
entre Alfred (beige) et Blandine (blanche).

Dans aucun cas, nous n'avons détecté de plants F3 ayant une forte teneur en tannins
condensés pour des téguments de couleur verte ou brune ou inversement des téguments
beiges a capacité tannante faible.

A ce stade d'étude, nous ne pouvons établir si ce rapport résulte des effets
pléiotropiques des génes contrélant la couleur des graines, ou de “linkage" entre génes
codant la couleur des graines et génes responsables de la biosynthése des tannins
condensés. Des études portant sur une plus large descendance pourraient apporter des
réponses statistiques supplémentaires a ces questions.

En prenant en compte le potentiel génétique et les caractéristiques détectées chez les
graines de féverole Vicia faba a téguments bruns et verts, il serait intéressant ce voir le
comportement de tels génotypes du point de vue nutritionnel. Parallélement une étude
pathologique devra estimer la résistance de tels génotypes par rapport aux pathogénes du
sol.




97
CHAPITRE 8
LES FACTEURS ANTINUTRITIONNELS (F.A.N)
PRHENOLIQUES CREZ Plsum sativum L.
DIVERSITE ET REGULATION
A. PRESENTATION DE LA COLLECTIONDEPOIS ... 99
1. Liste des gENOtYPES .....ooe ettt 99
2 . Protocole d'échantillonnage des graines de pois.........ccccocevuunee 99
3 . Commentaires généraux sur {a collection............cc.coeeevnieennenn. 100
B. RESULTATS et INTERPRETATIONS ... 105
1. Génotypes lisses et génotypes ridés ................cvvinieerene, 105
2. Génotypes a fleurs blanches et téguments non colorés .......... 105
3. Génotypes a fleurs et téguments colorés ... 106
4. Reproductibilité et stabilité.................cooiiiiiis 107
5. Corrélation entre les divers descripteurs des FAN
PhENOIIQUES: ......ccooiiiiiiitic et 109
6. Colorimétrie , teneurs en phénols totaux et pouvoirs
BANNANES ... e 111
7. Signification des résultats ..............c..ccocciiiiiii 111
e P O g B e 113
7.2. Le rapport PT/ PhT ou efficacité tannante.................. 113
7.3. Conclusion a propos du déterminisme
génétique des composés flavoniques chez le pois........... 115



98
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Figure 31 : Protocole d'échantillonnage des lots de semences au sein du PEA Programme.




99

CHAPRITRE & : LES FACTEURS ANTINUTRITIONNELS
(F.A.N) PHENOLIQUES CREZ Pisum satlvum L. ;
DIVERSITE ET REGULATION

A. PRESENTATION DE LA COLLECTION DE POIS

1. Liste des genotypes

Cette étude concerne 3 types de pois : des variétes, des éxotiques et des isolignées.
L'identification de chaque génotype est réalisée au moyen du code suivant : Type de pois /
Numéro / Localité / Année de multiplication.

Le tableau en annexe 2, donne les principales caracteéristiques morphologiques et le
décryptage de tous les génotypes de pois étudiés.

2 . Protocole d'échantillonnage des graines de pois
Le schéma d'organisation de I'échantillonnage est présenté dans la figure 31 .

L'échantillonnage résulte d'une action concertée de plusieurs partenaires dont :
- les sélectionneurs chargés de la reproduction des échantillons dans diverses localités en
France et en Espagne dans la cas du pois ;
- les organismes de stockage des récoltes, de contrdle, et de distribution des échantillons.

La production et la mulliplication du pois s'est effectuee durant 3 années

consecutives :

- 1a premiére année 1991, les productions de pois sont effectuées essentiellement en
Espagne pour les variétés et les exotiques (matériels sauvages). La production des
isolignées s'est faite soit en Espagne soit en France dans les localités codées comme suit :
CAMBIER : A ; SERASEM : B ; BLANDEAU : C ; NIKERSON : D ; FLORIMOND : E.; F =
FRANCE (en général) incluant INRA de Versailles ; S = Espagne.
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- la deuxieme année 1992, les pois sont multipliés en France (région de Mons) ;

- la troisieme année 1993, la multiplication des pois a concerné un nombre restreint de

génotypes, dans la région de Mons (France) .

Les récoltes sont stockées par Sanders (France ) dans des chambres froides & 4°C
en humidité contrélée (20-25%) puis acheminées vers le JII (John Innes Institute, Norwich,
Angleterre). Cet organisme coordonne la distribution des échantillons & travers tous les
laboratoires concernés. L'échantillonnage a valeur statistique est effectu¢ par
lintermédiaire du B.I.P.E.A (Bureau Inter Professionnel d'Etudes Analytidues) afin que
I'analyse d'un échantillon soit représentative du lot complet.

Dés réception des graines au niveau du laborztoire, elles sont stockées en chambre
froide & 4°C dans des dessiccateurs en présence de gel de silice.

3 . Commentaires généraux sur la collection
Trois types de génotypes sont illustrés dans notre collection :

- des isolignées qui sont des génotypes sélectionnés aprés stabilisation de certains
caractéres. Elles sont représentées par 44 échantillons, les numéros | 267 C1, 1 360 $1 et |
360 C1 sont des génotypes a fleurs et téguments colorés. Le reste de la collection est
représentée par des génotypes a téguments non colorés.

- des variétés également appelées cultivars correspondant & des lignées de provenances
diverses et qui sont génétiquement encore hétérogénes. Elles sont représentées gar 98
échantillons dont 90 % sont des variétés & fleurs blanches et téguments non colorés. Huit
gériotypes sont colorés parmi lesquels on note le V 139 S1 & fleur blanche et tégument
coloré jaune ;

- du matériel exotique qui sont des types sauvages incluant les formes primitives
originaires d'Afghanistan, d'Ethiopie, de Turquie et de Chine. Dix neuf échantillons illustrent
cette collection de pois, parmi eux 12 génotypes sont a fleurs et téguments colorés.
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n° code Phénols totaux Tannins condensés Pouvoir tannant
Variétés cotylédon I tégument tégument tégument
bleu de Prusse BuOH/HCI Vanilline Hémanalyse ]
1] V009 S1 2,0 £ 08 54 +08 0] 0,8+ 0,1 461t 04
21 V0i2 S 2,1 +0.1 52 +0,9 0 0,7 + 0,1 6,7 +0,3
3| V015 Si 4,9 + 0.0 6,1 + 0.1 0 0,7 £ 0,1 6,0 £04
4] V024 St 2,8 $£00 59 207 0 0,6 1 0,1 12,6 +1,3
5| v 03081 44 +04| 53,8 +39 97,7 £ 5,5 53,5 + 3,7 68,4 £+ 62
6| V03181 6,3 £0,5 6,3 + 0,5 0 1,1 £0,2 8,1 £ 0,6
7] V045 St 3,2 +0,6 68 £ 1.1 0 0,9 +0.2 12,1 £1,2
8{ V047 S1 3,4 +0,0 49 10,5 0 0,7 + 0,1 49 % 0,1
9( V050 S1 4,6 + 04 56 +09 0 0,6 + 0,1 10,7 + 0,9
101 V060 S1 50 £06 6,4 + 0,7 0 0,7 + 0,1 88 +£00
11| V067 S1 50 +£0.3 6,0 + 0,7 0 0,9 +0,1 64 £ 0,6
12| V086 St 5,5 +£04 6,1 +10 0 0,9 + 0.1 10,3 + 0,6
13| V091 S 42 +0.2 56 10,6 0 0,8 +0,2 57 £05
14] V096 S1 42 +03 57 +0,1 0 0,9 +0,1 6,2 £+ 0,7
15| V102 St 40 +05 52 +04 0 0,7 £ 0,1 58 +0,2
161 V108 S1 30 £0,5 50 +04 0 0,6 +0,1 78 £15
17{ V109 S1 59 +04 66 + 0.8 0 0,5 £ 0,1 6,5 £03
18 V111 81 4,2 £05 40 +0,2 0 0,6 + 0,2 3,6 £0,7
19] V11381 3,4 05 54 + 04 0 1,1 £0,2 11,0 £ 1,8
201 V117 St 57 +£07 54,5 +49 81,0 £ 5,6 40,6 + 1,9 69,6 + 2,8
21| V120 81 41 £0,5 50 £0,6 0 0,6 t 0,1 10,1 £ 0,4
221 V134 S1 4,4 +04 55 +04 0 0,6 +0,2 4,6 £0,8
23] V135St 54 +03 65 +03 0 0,9 £0,2 6,7 + 1,0
24| V139 S 43 £0,5 18,0 £ 1.3 10,9 + 0,9 7,0 £ 0,9 18,2 £ 2,7
25| V141 S 52 +04 449 3,5 94,2 + 4.3 41,3 £ 4,0 56,4 + 4,6
26| V155 A2 2,3 +0.8 42 £0,5 0 0,6 + 0,1 8,6 £+0,7
27| V163 B3 26 +0,6 68,5 + 3.1 105,24 + 7.1 59,9 + 2,9 86,3 + 3.8
28] V164 B3 21 +00| 48,1 139 81,7 £ 4.3 42,5 + 5.1 68,0 + 3.1
28] V 165391 43 +06 6,5 + 04 0 0,8 + 0,1 13,6 £ 06
30| V171 31 43 04 56,2 + 26| 10565 + 3.4 51,1 + 4,7 78,0 + 24
311 V172 $1 45 +04 68 +08 0 0,9 % 0,1 9,0 £ 04
32] V173 S 53 04 53 +05 0 0,8 +0,2 9,5 + 0.8
33| V 176 S1 3,0 +0,6 68 +04 o] 0,7 + 01 7,7 + 06
34| V178 S1 58 +04 68 + 10 0 0,6 + 01 4,7 £ 01
35( V199 S1 45 +04 6,4 £05 0 0,6 +£0.2 9,1 +0,3
36 V20002 1,9 +09 4,5 + 0,7 0 0,8 + 0.1 10,4 + 1,3
37| V 206 1 25 05 59 £072 0 0,6 =01 80 +1,5
38] V208 S1 3,5 £ 01 6,1 0,9 0 1,0 £ 0,1 82 £ 1,0
| 39] V2101 46 +02 63 +04 0 0,8 +02 10,9 + 1,9
401 V 21181 3,0 +£05 47 +0.8 0 0,6 + 01 79 +13
a1 V214 S1 30 +04 53 +0,9 0 0,6 + 0,1 7,0 £ 06
Tableau 17 ’




102

ne code Phénols totaux Tannins condensés Pouvolr tannant
Variétés cotylédon l tégument tégument tégument
sulte 1 bleu de Prusse BuOH/HCI Vanilline Hémanalyse

42| V219 St 2,0 +0,3 6,9 0,7 0 0,7 + 0,0 12,0 + 1,4
43| V227 St &7 105 51 £0,9 0 0,6 i 0.1 7,9 £08
44| 'V 233 St 3,8 £0,7 58 %0,1 0 0,8 0.2 8,8 £0,5
45 V 234 51 34 £06 6,5 £ 0,9 0 0,7 = 0,1 12,0 £ 04
46| V241C3 1,8 +0,8 4,1 +0,1 0 0,6 0,1 83 +08
47| V242 S1 43 +0,6 4,9 0,8 0 04 0.2 1,7 £11.98
48| V 244 S1 4,3 +0,1 51,3 £29 98,7 + 4,1 39,1 4 3.9 78,9 +4.8
49| V245 S1 43 +0,8 5,1 105 0 0,6 4 0,1 5.2 £1.3
50| V248 St 4,2 + 0,6 56 0,8 0 0,8 £ 0.2 4,6 £0,7
51| V250 S1 e £ 0D 57 +0,2 0 0,5 % 0.1 4,9 0,1
52| V251E3 23 +00| 67,2 +4.1 105,2 + 5,1 58,3 + 3,4 78,8 + 3.8
53| V254 S1 2,9 +04 6,1 +0,3 0 0,6 0,1 8.7 £1.3
54| V256 S1 2,4 + 01 78,6 + 2.1 121,0 £ 4,1 33,7 £22 90,5 +2,6
55| V268 S1 2,0 +0,5 55 +0.7 0 0,6 £ 0,1 10,7 +£1,2
56| V276 S1 54 +£0,7 54 10,6 0 0,8 0,2 89 0.8
57| V278 S1 4,1 £ 0,6 53 £04 0 0,6 £0,1 10,8 +1,1
58| V280 S1 2,8 +0,7 68 +04 0 0,7 £0,2 64 £+06 |
59| V281 S1 2,5 +0,8 46 0,8 0 0,6 0,1 8,4 £1,0
60| V282S1 3,0 £03 50 +04 0 0,6 £0,2 54 £1.2
61| V28381 2,7 +0,5 4,8 +0,1 0 0,7 £ 01 10,7 £1,2
62| \/ 28581 24 +0,5 4,6 +0,5 0 0,6 £ 0,1 8,3 +1.3
63| V292 St 2,5 +0,1 51 0,2 0 0,6 £ 0,1 4,6 £07
64| V294 S1 2,4 +0,0 59 +0,6 0 0,9 £ 0,1 12,5 £1.9
65| V29781 34 £05 57 +0,6 0 0,8 +0,2 63 +14
66| V 307 St 3,0 £0.2 6,0 +0,0 0 0,6 £ 0,1 8,3 +22
67| V314 S1 4,7 £+0.3 55 +0,6 0 0,7 £0,2 8,8 +1,9
68 V327 S1 48 + 0,6 4,6 +0,2 0 0,7 £ 0,1 6,0 + 04
69| V329 C1 2,5 +0,0| 588 +6,9 67,8+ 8,5 40,9 %1,2 75,14 £ 1,84
70| V333 81 2,5 £0.1 4,5 +0,7 0 0,6 0,1 4,8 +0,2
71| V338 S1 3,1 £0.7 54 +0,9 0 0,7 £ 0.1 12,0 +1,1
72| V341 S1 3,7 £0,6 54 +08 0 0,7 £0,2 56 +0,9
73| V345 S1 23 0,1 6,9 + 0,1 0 0,9 +02 52 +45
74| V355 $1 200 0,7 58 0,1 0 09 +0.2 7,8 £15
75| V358 St 3,0 +04 6,3 0,1 0 1,00 +§9.2 10,9 +1,2
76| V36581 2,9 0,6 48 +0,5 0 0,7 +0,3 7.9 £1.4
771 V374 S1 2,3 +04 4,9 +06 0 0,7 + 0,1 6,7 08
78] VZ7581 3,6 £0,0 51 +0,6 0 0,7 + 0,1 6,8 £0,1
79| V 380S1 2,7 +04 6,2 +0,6 0 0,7 £0,2 59 02
€0| V3828t 23 +0,9 6,1 +0,1 0 0,7 £ 0.1 6,4 £0,6
81 V 38381 3,2 +0,7 50 +0,1 0 0,6 + 0,1 56 +07
82| V39581 4,0 +0,9 47 +03 0 07 +02 6,4 +0.7

Tableau 17 suite
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n° code Phénols totaux Tannins condensés Pouvolr tannant
Variétés cotylédon J tégument tégument tégument ]
suite 2 bleu de Prusse BuOH/HCI Vanilline Hémanalyse
83| C403F1 46 +08 6,2 * 0,6 0 0,9 +0,1 11,7 £ 1,9
84 C404 F1 4,0 +05 57 =10 0 0,7 £ 0.1 13,2 £ 02
85| C405F1 3,6 + 0.1 58 +0,5 0 0,8 + 0,1 13,4 + 1,0
86 C 408 F1 30 +13 47 +09 0 0,8 + 0,1 11,5 £ 09
87{ C 409 F1 35 +08 50 + 0,5 0 1,2 + 0.2 14,1 27
88{ C415F1 29 +03 46 + 0,4 0 1,0 + 0,1 13,6 + 34
89| C417F1 30 +03 43 +03 0 0,9 +0,1 14,4 + 1,1
90| C 420 F1 2,9 +0,1 71 %07 0 1,1 +0,2 13,6 + 07
91| C424F1 36 +00 54 +0,8 0 1,0 + 0,3 14,1 1 3.1
92| C 443 F1 3,2 +06 58 +073 0 1,2 + 0,1 8,4 0,1
93| V460 D3 1,5 + 0,1 3,9 + 01 0 0,6 + 0.1 8,3 +08
94| V46103 1,8 + 0.6 3,5 + 0.1 0 1,0 + 0.3 7,3 +13
95| V462 D3 1,3 £ 0.2 4,1 + 03 0 0,9 + 0,1 6,3 +03
96| V 463C3 1,5 0,6 43 + 0.1 0 0,2 + 0,1 6,4 + 1.1
97{ V464 H3 2,5 +0.5 42 +03 0 1,0 + 01 73 £ 18
98] V465 H3 26 +05 46 + 06 0 1,7 £+ 0.3 7,5 £ 0,6

Tableau 17 : Teneurs en phénols totaux (€qgs catéchine), tannins condensés (éqs catéchine pour le test vaniliine
en mg/g d'aprés le E1% = 150 de Bate-Smith pour le BuUOH-HCI), et pouvoir tannant (égs ac. tannique)
des cotylédons et téguments de Pisum sativum (Variétés), exprimées en mg/g de matiére séche.

n° code Phénols totaux Tannins condensés Pouvolr tannant
Exotiques cotylédon l tégument tegument tégument
bleu de Prusse BuOH/HCI Vanilline Hémanalyse

11 E007 S1 42 + 0,716,2 + 0,3 0 0,80 + 0,1 8,8+ 0,70
2| E 06581 2,7 +0,9 350 £33 88,7 £ 6,1 44,9 £ 6,4 66,8 + 5.4
3{ E 069 81 24 +081 42,5 +49 61,8 + 5,9 26,5 £4.3 55,0 + 2,6
4] E 089 E1 52 05 450 27 84,6 +3,03 23,7 +1,95 63,1 £08
5| E 101 81 51 +0,8 6,3 +0.2 0 1,1 £ 01 12,5 + 2.1
6] E 12181 2,3 +0,3 52,5 +4.2 90,3 + 6,0 21,8 + 1,6 80,3 +33
7| E 132 81 2,1 +0,9 58 + 0.1 0 0,8 + 0,1 6,2 + 0,5
8| E 150 Si 3.7 £04 59 04 0 0,9 + 0,1 6,1 +0.2
9] E170B2 3,6 +0,1 43,1 £13 57,2 + 7,6 42,6 + 3,6 75,6 * 3,1
10| E 186 S1 26 +05 27,6 +6,9 66,7 + 1,7 39,7 £ 4,1 52,9 £57
1) E 228 S1 55 £07] 396 +44 66,7 £ 6,5 40,0 * 5,8 55,5 + 1,8
12[ E 277 St 57 +£06 55 +02 0 0,9 + 0,1 7,3 +08
13| E 288 S1 35 £07}| 37,0 +338 44,9 + 3,6 18,0 + 3.4 41,6 £ 0.9
14| E 295 St 20 +0,8 51 =03 0 0,8 + 0,1 7,8 £1.2
15| E 32581 46 +0.3 35,4 +40 70,4 + 4.4 37,0 % 4,1 71,3 + 7.6
16| E 337 S1 50 £0,5 36,2 £1.2 86,5 + 7,1 43,8 + 3.8 63,0 + 1.4
17{ E 342 S1 2,7 £08 39,8 + 1.1 79,2 + 9.1 42,6 + 51 73,0 + 4,6
18| E 357 S 26 09 20,7 +2.3 11,1 £ 0,7 58 + 05 20,0 + 2.1
19| E 367 S1 54 0.2 51 +03 0 0,7 + 0,1 56 1,5

Tableau 18 : Teneurs en phénols totaux (éqs catéchine), tannins condensés (éqs catéchine pour le test vanilfine
en mg/g d'aprés le E1% = 150 de Bate-Smith pour le BuOH-HCI), et pouvoir tannant (égs ac. tannique)
des cotylédons et 1éguments de Pisum sativum (Exotiques), exprimées en ma/g de matiére séche.
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n° code Phenols totaux Tannins condensés Pouvolr tannant
Isolignées | cotylédon l téegument téegument tégument
bleu de Prusse BuOH/HCI Vanilline Hémanalyse
1 1006 A1 36 + 0,8 55 +09 0 0,8+ 0,1 2+ 2.2
2 1016 E1 44 + 0,4 53 + 04 0 0,7 £0,3 11,1 +£1,6
3 1018 C1 46 +0,5 46 +04 0 0,8 0,1 83 +1.1
4 1021 C1 33 102 4,2 £+ 0,7 0 0,6 £ 0,1 6,6 + 1,1
5| 1029 C1 42 104 5,1 £{0.3 0 0,9 £0,2 6,7 +14
6 1034 C1 4,7 £ 0,1 5,5 £10:6 0 0,8 £0,2 Gl 4
7 1047 A1 56 +03 6,2 + 0,8 0 0,7 £ 0,3 10,9 + 1,0
8 1048 B1 26 %05 58 +0.2 0 0,7 £ 0,1 8,7 *0,7
9 | 1074 E1 46 +0,2 53 + 1,0 0 0,7 £ 0,1 16,3 + 1,1
10 | 1098 At 3,7 £0,2 6,3 +0,7 0 0,7 £ 0,1 96 +14
11 1110B1 3,1 04 4,3 +0,7 0 0,7 £ 0,1 7,7 +0,6
12| 1128 E1 55 £04 4,8 + 1,0 0 0,8 0,1 94 07
13 |38 133 St 42 £0,5 56 (0,3 0 0,7 £ 0,1 5,7 122
14 | 1136 E1 57 +0,3 57 +0,8 0 0,6 £0.1 7,1 +14
15| 1147 C1 52 *0,1 6,6 + 0,1 0 0,9 £ 0.1 80 *16
16| 1159 C1 3,1 0,5 5,7 £10,9 0 0,7 £0.2 13,6 +0,7
17 1167 A1 3,7 0,2 59 £ 0,1 0 0,5 £ 0.1 10,9 + 0,6
18 | 1168 B1 42 103 5,1 £10.3 0 0,6 £ 0,1 57 =08
19| 1177 E1 51 +05 54 +0,5 0 0,8 +0.1 10,4 + 0.8
20| I215E1 58 +0.2 55 +04 0 0,5 +0,0 7,9 +02
21| 1224 D1 3,7 04 4,5 +0,7 0 0,8 +£0.3 88 1.1
22| 1226 C1 58 04 55 +04 0 0,5 +0,1 120 +1.1
23 | 1229 A1 3,7 £0,1 56 +1,0 0 0,5 £ 0.1 7,3 +0.9
24 | 242 C1 24 05 58 +0,6 0 0,6 £ 0,1 11,2. £i.5
25| | 242 E1 4,0 +0,3 50 £0,5 0 0,6 +0,0 11,2, £10.1
26 | | 267 C1 45 05| 443 £30 62,5 + 54| 495 £1,0 71,2 +2.6
27 1272 A1 6,0 £04 54 +0,1 0 0,86 £0,0 55 +06
28 1279 C1 45 03 58 0.1 0 0,7 £ 0,1 94 +23
29 1 306 E1 43 +0,3 48 * 03 0 1,0 £ 0,1 89 +1,7
30 1 312E1 40 03| 49 +04 0 0,8 £0,1 6,8 +0,5
31 1315 E1 4,9 +0,2 48 0,2 0 0,6 £0,0 T3, leses
32 1318 E1 33 +03 57 +0,6 0 1,1 #0,1 10,8 + 2,6
33| 1324 Et1 24 04 6,1 + 0,8 0 1,0 0.2 11,4 +22
34| 1326C1 20 +04 59 +03 0 0,7 £ 0,1 9,7 £10
35| 1360C1 49 +02| 523 +70 77,1 £ 43| 476 £4.7 82,1 *62
36 | 1360 S1 34 £00| 556 +16 80,6 + 66 552 +3,1 86,8 +29
37| 13683C1 29 102 4,5 +0,3 0 1,0 £ 0,0 74 +0.9
38 | 1366 B1 29 +03 50 +0,2 0 0,7 £ 0.1 99 +1,6
39| 1369 S1 50 %03 50 +0,8 0 0,6 0,1 5,7 a3l
40 | 1369 A1 25 03 6,8 + 0,8 0 0,6 0,0 11,4 +04
41| 1376 D1 28 £00 55 +06 0 0,6 £0.1 6,2 +20
42 | 1386 E1 3,2 +0,1 49 +04 0 0,6 +0,1 10,3 0

Tableau 19 : Teneurs en phénols totaux (égs catéchine), tannins condensés (éqs catéchine pour le test vanilline
en mg/g d'aprés le E1% = 150 de Bate-Smith pour le BUOH-HCI), et pouvoir tannant (égs ac. tannique)
des graines de Pisum sativum ( Isolignées), exprimées en mg/g de matiére séche
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B. RESULTATS et INTERPRETATIONS

L'expertise de la collection de pois pour sa richesse en facteurs antinutritionnels
phénoliques a été réalisée par application d'un protocole analytique regroupant les
méthodes de dosages suivantes déja décrites :

- des phénols totaux par la méthode au bieu de Prusse couplée a I'adsorption sur PVPP
pour la rendre plus sélective ;
- des tannins condensés :
- par oxydation au BuOH-HCI a chaud qui conduit & la production d'anthocyanidines
(PA) et dénombre toutes les unités catéchiques des seules polymeéres
- par le test vanilline qui est sensible aux unités terminales des tannins condensés ainsi
qu'aux monomeres catéchiques libres ;
- par la mesure du pouvoir tannant par hémanalyse, caractéristique des
proanthocyanidines mais aussi d'autres molécules phénoliques tannantes.

1. Génotypes lisses et génotypes ridés

La classification par rapport & ce descripteur est donnée dans l'annexe 2 et le
tableau suivant qui extrait quelques exemples significatifs montre que 'apparence de la
graine lisse ou ridée ne semble pas avoir un effet sur le contenu phénolique des
teguments de graines de pois.

Génotype | Apparence | Phénols totaux Tannins condensés Pouvoir tannant
de la graine bleu de Prusse BuOH/HO Hémanalyse
| 306 Lisse 4.8 +0,3 0 8,9 +1,7
1312 Lisse 4,9 +0,4 0 6,8 £0,5
V139 Lisse 17,0 £1,3 10,9 +0,9 18,2 £2,7
E 325 Lisse 35,4 +4,0 70,4 £4,4 71,3 47,6
E 069 Lisse 42,5 +4.9 61,8 +5,9 55,0 £2,6
1021 Ridée 4,2 £0,7 0 6,6 t11
1034 Ridée 5,510,6 0 7,1+2,2
E 357 Ridée 20,7 £2,3 11,1 £0,7 20,0 £21
| 267 Ridée 44,3 +3,0 62,5 5,4 71,2+26
1360 Ridée 52,3 7,0 77,1 £ 43 82,1 6,2

Tableau 20: Teneurs en phénols totaux (éqs catéchine), tannins condensés (mg.g 1) et
pouvoir tannant (éqs ac. tannique)de quelques génotypes de pois exprimées en mg.g~ ' de ms.

2. Génotypes a fleurs blanches et téguments non colorés (tableaux 17, 18 et 19)

La teneur en phénols totaux des cotylédons est trés faible et pratiquement constante
de I'ordre de 4 mg.g-1 équivalents catéchine quel que soit le type de pois considéré. Cette
partie de la graine, essentiellement protéique et glucidique, est totalement dépourvue de
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tannins condensés mais également de monornéres catéchiques puisque naous ne
détectons aucune réactivité méme minime par le test vanilline.

Au niveau tégumentaire, malgré 'absence totale de tannins condensés au sens strict
du terme, il semble que le métabolisme phénolique produise de métabolites secondaires
différents de ceux que l'on détecte au niveau du cotylédon. En effet méme si la tenzur en
phénols totaux reste faible de I'ordre de 5,8 mg .91 équivalents catéchine, nous détectons
une trés faible réactivité au test vanilline se traduisant par la présence d'unités catéchiques
monomeéres. Les téguments présentent également une faible réactivité vis-a-vis de
I'némoglobine que I'on attribue a des molécules non proanthocyaniques.

3. Génotypes a fleurs et téguments colorés (tableaux 17, 18 et 19)

Les cotylédons de pois a fleurs et téguments colorés présentent les mémes
caractéristiques que ceux des graines non colorées et la réactivité détectée par le dosage
au bleu de Prusse pourrait étre notamment attribuée a la présence de composés comme
les acides aminés phénoliques localisés dans cette partie de la graine, ainsi qu'aux acides
phénoliques simples.

Par contre les téguments sont nettement mieux pourvus en phénols totaux et teinnins
condensés et présentent un pouvoir tannant conséquent vis-a-vis des protéines testées.
Parmi ces échantillons, on remarquera :

- chez les isolignées, les génotypes | 267 C1, | 360 C1 et | 350 S1 dont les teneurs en
phénols totaux peuvent atteindre plus de 45 mg/g équivalents catéchine ;

- chez les variétés, les numéros V 030 S1, V 141 S1,V 163 B3, V 171 S1, V251 E3 et le V
256 S1 sont des génotypes présentant d'aprés le test d'oxydation, de fortes teneLrs en
tannins condensés. Le génotype V 139 S1 présente quant & lui des teneurs interméciaires
en phénols totaux, pouvoir tannant, et tannins condensés ;

- enfin chez les formes exotiques qui représentent une collection plus ou moins varié¢:e, on
distingue un génotype a contenu phénolique intermédiaire, le numéro E 357 S1. Les awutres
génotypes a fleurs et téguments colorés contiennent des tannins condensés en quantité
non négligeable, le minimum étant de 4,5 % (E 288 $1).

Cette vision globale de la collection montre qu'au sein du genre Pisum se définissent
3 classes de génotypes sur la base de la composition chimique de leurs tégurnents
séminaux : les génotypes a faible contenu phénolique (< & 10%, dépourvus de tannins
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condensés ), des génotypes intermédiaires, et enfin des génotypes présentant de fortes
teneurs en proanthocyanidines et pouvoir tannant ( >30%)

4. Reproductibilité et stabilité

Cette étude a concerné 43 génotypes ayant fait I'objet de multiplication en Espagne
en 1991 et puis en France en 1992. Le tableau en annexe n° 3 donne les résultats des
dosages. L'année 1993 permettra de compléter l'information sur une partie de
['‘¢chantillonnage avec les génotypes E312 E3, | 089 A3 et V329 ES3 repris pour la troisieme
fois cette année 1a.

Une analyse factorielle discriminante sur ces génotypes de Pois, délimite 3 classes
distinctes dont les valeurs moyennes des descripteurs chimiques pour les deux années de
récolte sont données (tableau 21 ).

CLASSE 1 CLASSE 2 CLASSE 3

Zéro tannin Contenu tannique moyen { Contenu tannique élevé

PhT |PA |Van |PT |PhT |PA |Van |PT [PhT |[PA [Van |PT

An91|57 |0 0,7 182 [19,3 [111 |64 {19,1 [48,5 84,4 {40,1 |71,

An 92145 |0 05 187 [16,5 [114 |62 [|26,8 |551 |[81,1 |50,8 [74,5

Tableau 21: valeurs moyennes des différentes classes rencontrées chez le pois durant les
2 années de récolte. (PhT = Phénols totaux ; PA = Proanthocyanidines ; Van = Vanilline ;
PT = Pouvoir tannant).

- la classe n°1 concerne les génotypes totalement dépourvus de tannins condenseés et
présentant des valeurs faibles en phénols totaux ;

- la classe 2 est une classe intermédiaire ;

- la classe 3 englobe les génotypes qui présentent des teneurs éleveées en
proanthocyanidines et de forts pouvoirs tannants.

La comparaison des teneurs en phénols totaux des 43 génotypes relatifs aux deux
années de récoltes (1991 et 1992) ainsi que celles des 3 génotypes de 'année 1993 est
donnée par la superposition des graphes (Figure 32).
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Si nous acceptons les trois classes chimiques précédemment décrites, nous
observons une stabilité acceptable du métabolisme phénolique chez la plupart des
génotypes analysés. Une exception est a noter : le E295 E2 qui appartenait a la classe 1
en 1991 est passé dans la classe 2 en 1992 ; nous essayerons d'élucider ce point plus
tard.

Pour apporter plus de précision dans cette comparaison inter-année nous avons
opéré une analyse de variance a un facteur : elle fait ressortir I'importance de la variabilité
entre année de récolte par rapport & la variabilité interne a chaque année. Les résultats
des génotypes colorés riches en tannins des 2 années successives montrent une
interaction génotype-milieu plus forte que l'effet milieu.

L'analyse des variables montre que ces différences ne sont pas significatives
comme en témoigne les valeurs du test F donné au tableau suivant pour 1 et 36 degrés de
liberté.

Variable F(1/36)
Phénols totaux 1,9 NS a 5%
Proanthocyanidines 0,01 NS & 5%
Pouvoir tannant 0,72 NS a 5%

Tableau 22 : Analyse de variance pour chacune des variables : résuitats du test F (1/ 36).
NS = non significatif a 5% de risque.

5. Corrélation entre les divers descripteurs des FAN phénoliques:

Les corrélations calculées entre les résultats des différentes procédures analytiques
sont données dans le tableau 23.

Ph.T PA Van PT
Ph.T 1,000 0,976 0,946 0,975
PA 1,000 0,960 0,976
Van 1,000 0,963
PT 1,000

Tableau 23 : Coefficients de corrélations entre méthodes chimiques (Pht = phénols totaux ;
PA = production d'anthocyanidines ; Van = test vanilline ; PT = pouvoir tannant).

Ce tableau 23 traduit ta bonne concordance des résultats des différentes méthodes
chimiques appliquées a notre collection de Pois. Chaque dosage ayant néanmoins une
signification particuliére, des indices peuvent étre calculés tels que :

- le rapport entre la production d'anthocyanidines (PA) et le test vanilline (Van), appelé
indice de polymeérisation moyen des tannins condenseés ;

- le rapport entre le pouvoir tannant estimé par hémanalyse et les phénols totaux (bleu de
Prusse) appelé efficacité tannante.
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Figure 33 Clarte (L*), teneurs en phénols totaux (égs catéchine ) et pouvoir tannant (éqgs
acide tannique) exprimées en mg/g de matiére seche de quelques génotypes de gois.
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6. Colorimétrie , teneurs en phénols totaux et pouvoirs tannants

Comme nous l'avons fait pour la féverole, nous avons cherché si une corrélation
existait entre {'indice colorimétrique et les dosages chimiques.

La figure 33 illustre la comparaison entre ia clarté L*, les teneurs en phénois totaux et
pouvoirs tannants de quelques représentants de la collection de pois.
La mesure de la couleur des graines par cette méthode physique, montre que :

- les graines de couleur blanche donnent des valeurs de clarté (L*) proches de 70. Ces
graines correspondent a des graines de génotypes dépourvus de tannins condensés et
présentant des valeurs faibles en phénols totaux.

- la couleur jaune (représentée par le génotype V 139) réfléchit aussi bien la lumiére que la
couleur blanche, néanmoins fe contenu phénolique de ce génotype est différent de celui de
la graine de couleur blanche.

- les couleurs plus sombres réfléchissent beaucoup moins la iumiére ; c'est ainsi que pour
les génotypes a téguments colorés (vert sombre, marron, marron-brun, fauve) la clarté (L*)
s'échelonne de 34 a 53. Ces variétés sont généralement riches en tannins condensés.

Ce graphique dévoile également la grande variabilité du contenu phénolique des
génotypes a téguments colorés. Ainsi pour une clarté (L*) de l'ordre de 35, la teneur en
phénols totaux peut varier du simple au triple.

Méme si, dans une certaine mesure la clarté semble étre corrélée aux résultats des
dosages chimiques, ce test ne peut & lui seul rendre compte parfaitement de l'importance
du contenu phénolique des graines de pois .

7. Signification des résultats

Le tableau 24 regroupe les caractéristiques morphologiques et les principaux patrons
phénoliques rencontrés chez le pois.



Code Couleur fleur (F) | Phénols | Tannins condensés | Pouvoir Rapport
| _génotype testa (T) totaux PA Van tannant | PA/Van| PhT/Pt

E 007 S1 | (F)e!(T) non colorés 6,2 0 0,8 8.8

V 009 S1 | (F)el(T) non colorés | 5,4 0 0,8 4,6

V 139 S1 (F)et(T) colorés 18,0 11,0 7,0 18,2 1,6 1,0
E357 E2 (F)el(T) colorés 20,7 1.3 5,8 20,0 1,9 0,9
1267 C1 (F)et(T) colorés 443 62,5 46,5 71,2 1,3 1,6
1 089 E1 (F)el(T) colorés 45,0 84,6 23,7 63,1 3,6 1,4
E 12151 (F)et(T) colorés 52,5 90,3 21,8 80,3 4,2 1,5
1 360 S1 (F)et(T) colorés 55,6 80,6 55,2 86,8 1.9 1,6
E'325'E2 (Fjet{T) colorés 56,5 T2, 50,2 105,3 1,9 1,9
V256 S1 (F)et(T) colorés 78,6 121,0 33,6 90,5 3,6 1,2

Tableau 24 : Caracténstiques morphologiques, teneurs en phénols totaux (éqs catéchine),
tannins condensés (mg.g-! pour le BuOH-HCI et égs catéchine pour le test vanilline), pouvoir
tannant (égs acide tannique), expriméees en mg.g'1 de MS et rapports PA/Van et PT/PhT des

¢l

principaux genotypes de la collection de Pois.
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7.1. Le rapport PA/Van ou degré de polymeérisation moyen

Ce rapport permet de rendre compte du degré de la polymérisation des tannins
condensés présents dans les téguments des graines de pois et différe, selon les
génotypes, du simple au quadruple (de 1,2 4 4).

Les génotypes E121, V 256 et l'isolignée | 089 semblent étre bien pourvus en tannins
condensés de haut poids moléculaire ; en effet le rapport PA/Van calculé pour ces
génotypes est le plus fort de ia collection.

A l'opposé, certains génotypes montrent un rapport PA/Van faible, avoisinant 1,5 qui
traduirait la présence, dans les téguments, de molécules peu polymérisées ; c'est le cas
des génotypes | 267, 1 360 et E 325, V 139 et E 357.

Le degré de polymérisation n'‘est pas directement lié a la teneur en polyphénols.
Ainsi l'isolignée | 089 dont les proanthocyanidines sont sans doute parmi les plus
polymérisées (degré de polymérisation 3,6) montre des teneurs en phénols totaux
relativement faibles. A l'inverse | 267 possede les mémes teneurs en phénols totaux mais
le plus faible indice de polymeérisation.

7.2. Le rapport PT/ PhT ou efficacité tannante

Ce rapport est calculé a partir des teneurs en phénols totaux et des teneurs du test
protéique le mieux adapté qui, dans notre cas, est la complexation des tannins par
I'hémanalyse. Il varie giobalement du simple au double et traduit quant a lui I'efficacite
tannante des substances polyphénoliques.

Si nous prenons le cas du génotype V 256 dont la teneur en phénols totaux est la
plus importante du groupe, le rapport PT / PhT est le plus faible. Cela pourrait signifier que
plus une plante est riche en phénols, moins ceux-ci sont efficaces pour la complexation
des protéines.

Les génotypes V 139 et E 357 dont le rapport est pratiquement égal a 1 sont des
génotypes présentant des valeurs faibles en phénols et également en proanthocyanidines.

Le génotype E 325 (déja signalé pour son faible rapport PA/Van) montre une efficacite
tannante importante . Le génotype E 325 apparait donc riche en tannins condensés peu



Type chimique 1 2 3 4
PA/Van fort fort moyen faible
Efficacité forte moyenne moyenne faible
tannnate
Polymérisation o-90-0-0-00 e o900 v »w® i

moyenne % [ o= =) e-e
e o o o9 ® ® £ ®

E121 S V256 S1 1 360 S1 V 13981

Génotypes i0BS Ei E 325 E2 E 357 E2

1267 C1

Tabieau 25 : Caractéristiques et représentants des types chimiques révélés par I'étude des rapports PA/Van et PT/PhT.

=
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polymérisés et les plus efficaces car la fonction tannante dépend non seulement de la
quantité mais également de |a taille des molécules mises en jeu.

Cette approche de la connaissance de la diversité phénolique au sein du Pois fait
ressortir diverses possibilités de type chimique, sachant bien entendu qu'il peut exister des
intermédiaires entre ces types. Le tableau (25) illustre les principaux cas observés :

- le type 1 est représenté par les génotypes E 121 et | 089, iis présentent aussi des teneurs

moyennes en phénols totaux ;
- le seul représentant du type 2 est le génotype V 256 deja signalé pour sa forte teneur en

tannins condensés ;

- le type 3 regroupe 3 génotypes : E 325 et 2 isolignées | 360 et | 267 ;

- le type 4 illustré par les génotypes V 139 et E 357 qui sont par ailleurs des génotypes a
faible contenu tannique.

7.3. Conclusion a propos du déterminisme génétique des composés flavoniques
chez le pois

D'aprés Statham (1972), le déterminisme génétique, chez Pisum, met en jeu six
génes majeurs. Le géne A est nécessaire pour la production de flavonoides en général et
aussi d'anthocyanidines au niveau florale. Les génes B et Cr modifient 1a structure des
anthocyanes mais n‘ont aucun effet sur les autres classes flavoniques ; le géne B contrdle
apparemment I'hydroxylation du noyau B des anthocyanes alors que Cr contrdle les
méthylations. Par contre les 3 autres génes Am, Ar, et Ce contrélent le degré

d'accumulation des molécules.

Stickland (1982) constate que les tannins condensés sont présents dans les
téguments qui contiennent également des anthocyanidines. Cet auteur rappelle que
I'absence d'anthocyanidine est principalement due a I'homozygotie du géne récessitf a.

Cas du génotype E 295

En ce qui concerne le génotype E 295, la modification du contenu phénolique
tégumentaire par rapport a la premiére année de récolte, peut étre d'ordre génétique et les
informations fournies par le John Innes Institute (Ambrose, communication personnelle)

semblent concorder avec nos mesures.

En effet le génotype E 295 est une lignée porteuse de 2 génes récessifs. D'une
maniére générale, les génotypes & fleurs blanches sont récessifs pour le locus a tandis
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que les fleurs colorées sont A dominant. La lignée E 295 est génétiquement A, mais la
présence des deux génes b et am, réduit l'intensité de la pigmentation des fleurs au point
qu'elles apparaissent phénotypiquement blanches. Le génotype E 295 est également
porteur du géne mp connu pour réduire la teneur des composés phénoliques (tennins
condensés entre autres) au niveau des téguments. Cette teneur intermédiaire résulterait
par conséquent des effets de ces génes récessifs et de leurs possibles interactions.

Cas des variétés n° 139 et 357

Les génotypes V 139 et E 357 présentent des valeurs similaires a celles observées
chez la lignée E 295 multipliée a Mons en 1992. Bien que leur arriére plan génetique
n'‘enregistre pas la présence de génes am et mp, il est trés probable que le géne mp, soit
présent ce qui pourrait expliquer les résultats enregistrés chez ces 2 variétés.

Le développement de la coloration jaune au niveau des téguments des génotyoes V
139 et E 295 serait probablement du, chez ces génotypes récessifs, au blocage de
I'activité de la chalcone-flavanone isomérase, ce qui permet I'accumulation de la chélcone
glycosylée et, avec elle, le développement de la couleur jaune. Toutefois I'absence de
Chalcone-flavanone isomérase n'empéche pas totalement I'engagement du précurseur
dans la voie des flavonols et des anthocyanes car il se produit toujours une certaine
isomérisation spontanée non enzymatique entre chalcone et flavanone (Forkman et
Dangelmayr, 1981).
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N° Codes des |Tannins condensés |Pouvoir tannant Phénols totaux
Génotypes BuOH-HCI Hémanalyse Bleu de Prusse/P\/P

1 V 045 E2 0 69 = 1,2 3,8 & 0,5
2 V 009 E2 0 69 = 2,5 40 + 2,9
3 V 357 E2 93 =+ 18 383 + 4.6 259 + 4,3
4 V 295 E2 126 & 534 40,1 + 812 20,7 + 3,5
5 V 273 E2 651 + 99 541 '+ | W PR 7.5
6 V171 E2 820 £ 66 628 + 7,9 59,9t 3,6
7 V 325 E2 850 =+ 90 83,1 + 5,6 654 + 7.3
8 V 256 E2 1095 + 114 1024 + 109 77,3 & 92,8
9 V 305 E2 1287 & 3.2 946 + 124 90,8 + 12,4

Tableau 26 : Valeurs moyennes des teneurs en tannins condensés (mg.g"), pouvoir tannant
(égs ac. tannique) et en phénols totaux (éas catéchine) des téguments de pois (analysés par

graines individuelles) exprimées en mg.g-1 de MS
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Figure 34: Teneurs en tannins condensés (mg.g"de MS) des génotypes de la collzction

1982 de pois analysée graine a graine.
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CHAPRPITRE 6 : CORRELATION ENTRE LES
METHODES PRYSIQUES MNON DESTRUCTIVES ET
METRODES CHIMIQUES

1. Introduction

Depuis 20 ans maintenant, le suivi classique des molécules parfois appelées

facteurs antinutritionnels (F.A.N) phénoliques fait appel a des dosages chimiques bien
connus dont les plus utilisés sont : le dosage des phénols totaux par la méthode au bleu de
Prusse (Brun, 1991), des tannins condensés par production d'anthocyanidines par
oxydation au BuOH-HCI (Bate-Smith, 1973) et par le test vanilline (Price et al., 1978) et
enfin I'estimation du pouvoir tannant par hémanalyse (Porter et al., 1984). Ces méthodes
montrent une bonne corrélation entre elles et permettent le calcul d'indices chimiques qui
caractérisent les tannins condensés des téguments. En revanche, elles sont trés
coliteuses en temps et si elles peuvent étre appliquées pour l'expertise de la matiére
premiere en industrie agro-alimentaire, elles sont par contre totalement inefficientes dés
qu'elles doivent accompagner la démarche d'analyse du sélectionneur d'autant plus
qu'elles détruisent les parties vitales de la graine.
Pour répondre a cette démarche nous avons tenté la mise au point d'une méthode
d'évaluation que i'on souhaiterait non destructive (donc sur graine entiére), trés rapide
(quelques secondes pour la mesure et quelques secondes pour f'évaluation quantitative)
de fagon a pouvoir cribler les génotypes d'une descendance par exemple. Nous nous
sommes adressés pour cela a deux techniques physiques : la spectrocolorimetrie et 1a
spectrométrie proche infra rouge. Des résultats ponctuels ont d'ailleurs déja été discutés
dans les chapitres précedents a propos de la colorimétrie.

2. Présentation de la collection de pois (récolte 1992)

La collection de pois analysée est présentée dans le tableau 26 pour son contenu
phénolique, sa teneur en tannins condensés et l'efficacité tannante des extraits de
téguments de graines. Chaque génotype a été expertisé au niveau de 10 graines et
chaque graine a été analysée individuellement .

Les résultats sont également présentés dans la figure 34 pour les tannins condenseés.
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Figure 35 : Corrélation entre pouvour tannant et Clarté (L*) des génotypes de
pois (collection 92) analysés graine a graine.
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Compte tenu de la connaissance acquise dans le chapitre 5, nous avions fixé

comme objectif d'illustrer 7 classes équiprobables de teneurs en tannins condensés
couvrant la gamme de 0 a 140 %o. L'objectif a ét¢ atteint avec 9 génotypes soit un
génotype par classe pour les n°5 & 9 et deux genotypes par classe pour les n°1, 2 et 3, 4
respectivement.
L'analyse de variance a 1 facteur (annexe 4), montre que la variation intergénotypique est
trés hautement significative. Le test de Newman-Keuls appliqué a cette collection de pois
permet en effet de répartir les génotypes, par rapport aux variables Phénols totaux et
Pouvoir tannant en 7 groupes distincts correspondant aux classes précitées.

3. Détermination de la corrélation entre clarté et pouvoir tannant

La figure 35 montre qu'il existe une corrélation négative hautement significative entre
la clarté et le pouvoir tannant (r=- 0,93 ; p < 0,001).

Méme si l'indice est acceptable, une analyse fine de la distribution sur la figure 35
montre que, pour une valeur de clarté de 'ordre de 35-40, le pouvoir tannant peut varier de
45 3 120 mg /g. Il s'ensuit qu'une telle mesure colorimétrique ne peut servir valablement la
cause du sélectionneur désirant trier une collection sur la base du caractere chimique.

On peut iflustrer d'une autre maniére, et a ['‘échelle variétale, les limites des indices
colorimétriques. En effet, si, dans la figure 36, I'exemple traduit par le génotype 256 illustre
le cas de figure d'une faible variation colorimétrique associée a une forte variation
chimique, le cas inverse apparait dans l'exemple du génotype 325 ou une faible variation
des teneurs est associée a une forte variation de l'indice colorimétrique.

Pouvoir tannant

140 140 Pouvoir tannant

Génotype 25¢ Génotype 32°
120 + . " 120 4
2 -
o 100 ¢+ an "a o 100 4
© ©
o [ 1F | o »
S 80t 2 80+ oo
c c
o 60t o 60+
3 =
ab) L]
& 40t S 404
- [
20 4 t t t 20 4 4 } }
0 8 16 24 32 40 30 33 36 39 42 45
Clarté Clarté

Figure n°36 : Clarté (L*) et pouvoir tannant des génotypes 256 et 325 analyses graine a
graine.
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Critéres SEC R2C SECV R2V SD/SECV
Clarté(L") 3,12 0,96 4,65 0,91 3,4
Phénols totaux 4,69 0,97 6,14 0,95 5,0
Tannins condensés 7,23 0,98 9,66 0,96 5,0
Pouvoirs tannants 6,90 0,96 9,67 0,91 3,5

Tableau 27 : Performances des équations de calibration en mode réflexion (1100-2500 nm)
SEC = Erreur standard de calibration ; R2C et R2V = Coéfficient de calibration et de validation
SECV = Erreur standard de calibration de validation croisée ; SD/SECV = rapport de I'écart-type
de la population étudiée sur l'erreur standard de calibration de validation croisée.

Critéres SEC R2C SECV R2vV SD/SECV
Clarté(L*) 5,97 0,86 6,41 0,84 25
Phénols totaux 12,89 0,81 13,58 0,79 23
Tannins condensés 20,95 080 | 2259 0,77 2,1
Pouvoirs tannants 13,50 0,83 14,25 0,81 2,4

Tableau 28 : Performances des équations de calibration en mode transmission (850-1050nm).
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4. Spectrométrie p'bche infrarouge

Les tableaux 27 et 28 reprennent les résultats des équations de calibration obtenues sur
les échantillons mesurés d'une part en mode de réflexion, et d'autre part en mode de
transmission, sur les 90 graines entiéres.

Ces résultats montrent que :

- la spectrométrie dans le proche infrarouge en mode de réfiexion est particulierement bien
adaptée aux dosages des tannins sur graines individuellles de pois (SD/SECV > 3,0) ; les
critéres prédits avec la meilleure précision sont : la teneur en phénols totaux et la teneur en
tannins condensés.

- les résultats en mode de transmission présentent une précision moindre, d'une part
compte tenu de la gamme spectrale mise en oeuvre (850 - 1050 nm}), et d'autre part
compte tenu du fait que les calibrations sont établies sur des spectres bruts sans aucun
traitement mathématique. Le mode transmission permet néanmoins un classement des

graines en catégories ;

La représentation graphique des 2 modes (réflexion et transmission) en relation avec 3
descripteurs des facteurs antinutritionnels (FAN) phénoliques est donnée dans la figure 37
et confirme la précision de prédiction beaucoup plus importante en mode reflexion qu'en
mode transmission

5. Conclusion

Ces résuitats confirment ce qui avait été pressenti probablement lors de {'étude
particuliere soit du Pois soit de la Féverole, il apparait que !a description colorimétrique
peut treés difficilement se substituer & I'analyse chimique pour le tri d'un collectionneur de
graines dans un programmme d'amélioration génétique. !l en est de méme avec la
spectrométrie infrarouge en mode transmission.

Par contre en mode reflexion le proche infrarouge semble fournir une approche
quantitative rapide, fiable et non destrutive.
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CHARPITRE 7 : ETUBE PARTICULIERE DES
PRINCIRPALES MOLECGULES PHENOLIQUES DES
TEGUMENTS DE LA FEVEROLE ET DU POIS.

Les objectifs visés par cette approche sont les suivants :
- séparation des molécules simples (ou monoméres) des polyméres ;
- fractionnement des polyméres en groupes de composés en fonction de leur poids
moléculaire.
- isolement et détermination structurale de quelques composés majeurs.
Pour cela, nous mettons en oeuvre 2 méthodes globales :
- extraction par partition entre solvants spécifiques
- passage sur tamis moléculaire.

Outre les dosages classiques déja appliqués, nous développons dans cette partie,
d'autres outils de contrdle telles que la chromatographie liquide haute performance et la
chromatographie sur couches minces.

A. EXPERTISE ANALYTIQUE DES PROANTHOCYANIDINES SUR LA BASE
D'UN FRACTIONNEMENT PAR PARTITION ENTRE SOLVANTS

1. Bref rappel de la méthode de préfractionnement

Elle consiste a ajouter de l'acétone a I'extrait global (A) et a saturer le métange en NaCl
(Jones et al 1976, Brun 1991) ; ceci entraine la formation de 2 phases:

- une phase inférieure aqueuse riche en sucres et composés non tanniques

- une phase supérieure acétonique riche en proanthocyanidines polymeéres. Cette derniére
phase est retenue pour Ia poursuite des opérations ; elle est évaporée puis reprise par
100ml d'eau distillée sur laquelle est réalisée I'extraction liquide liquide. Celle-ci opere
selon le mode successif suivant :

- fraction éther diéth'ylique (B = Et20)

- fraction acétate d'éthyle (C'= EtOAc) ou fraction méthyléthylcétone (C = MeCOEt)

- fraction aqueuse résiduelle (D = H2O0).
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Efficacite

Tableau (a) Phénols totaux |Tannins condensés | Pouvoir tannant ‘annante

bleu de Prusse / PVE_ BuOH/HCI Hémoglobine | Hém/PhT
Extrait global (A) 845+22 | 1386 +35 120,3 + 4,2 1,4
Hypophase acétone -eau 116+04 10,6 £0.5 R
Fraction Et20 (B) 45+0.2 0 94 +1.4
Fraction AcOEt (C") 11,8 £ 0,3 10,7 + 0,5 22,7 £1,0 1,9
Fraction H20 (D) 85 1&36 101,4 + 3.1 70,5 £ 45 N3

Tableau 29 a : Teneurs en phénols totaux(éqs catéchine), tannins condensés (en mg.g-1) et pouvoii
tannant (éqgs acide tannique) des différentes fractions de I'extrait phénolique des téguments de
Vicia faba (Alfred) exprimées en mg.g-1 de matiére séche.

Efficacite

Tebleau (b ) Phénols totaux |[Tannins condenseés Pouvoir tannant {annante

bleu de prusse/ PVP BuOH/HCI Hémoglobine Héem/PhT
Extrait global (A) 84,5+ 22 138,6 + 35 120,3 +4,2 1,4
Hypophase acétone -eau 116+04 10,6 £ 0,5 L
Fraction Et20 (B) 45+02 0 94 +14
Fraction MeCOEt (C) 22,7 £ 0,8 40,3 + 1,6 43,6 +23 1,9
Fraction H20 (D) 42,7 +23 843 £28 53,8 + 0,8 133

Tableau 29 b : Teneurs en phénols totaux(éqs catéchine), tannins condensés (en mg.g-1) et pouvoil
tannant (egs acide tannique) des différentes fractions de I'extrait phénolique des téguments de
Vicia faba (Alfred) exprimées en mg.g-1 de matiére séche.

Efficacite

Tebleau (c) Phénols totaux |Tannins condensés Pouvoir tannant {annante

bleu de Prusse/PVP BuOH/HCI Hémoglobine Hem/PhT
Extrait global (A) 75,5+ 29 118,6 + 4.7 86,8 +25 152
Hypophase acétone -eau 8,7+ 06 11,5 £ 0,8 L
Fraction Et20 (B) 48 + 0.8 0 7.+1.3
Fraction MeCOE! (C) 18,9 + 0,3 215 1.2 33,8 + 0.2 1,8
Fraction H20 (D) 41,3+ 23 725 £1.8 426 + 1.3 1,0

Tableau 29 ¢ : Teneurs en phénols totaux(égs catéchine), tannins condensés (en mg.g-1) et pouvoil
tannant (égs acide tannique) des différentes fractions de I'extrait phénolique des téguments de

Pisum sativum (V256S1) exprimées en mg.g-1 de matiére séche.
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2. Expertise quantitative de I'extrait global A et des fractions B, C, C'et D

2. 1. Vicia faba

Nous avons contrélé le contenu phénolique de chaque fraction en mesurant les
teneurs en phénols totaux, en tannins condensés et le pouvoir tannant vis-a-vis de
I'hémoglobine. Les résultats sont donnés dans le tableau 29 a et 29 b. On peut observer
que I'hypophase acétone-eau retient de I'extrait global A 14% des phénols totaux et 8 %
des proanthocyanidines ; la présence de NaCl en saturation, ne permet pas I'application
du test de précipitation de 'hémoglobine a cette fraction. Par conséguent 1a majeure partie
de la fraction phénolique est soutirée avec I'épiphase lors de ce premier affrontement.

La fraction B ne montre pas de réactivité vis-a-vis du dosage au butanol -HCI ; ceci
apporte la preuve que les composés solubles dans ['éther diéthylique ne sont pas des
proanthocyanidines.

En ce qui concerne les fractions C et C', il ressort que la MeCOEt s'avére beaucoup
plus sélective et efficace que l'acétate d'éthyle. En effet comme le montrent les résuiltats
des tableaux 29 a et 29 b l'efficacité de la MeCOEt est de 3 a 4 fois plus importante que
celle de 'EtOAc. Alors que l'acétate d'éthyle (C') ne solubilise guére plus de 8 % de
tannins condensés de I'extrait (A), la méthyléthylcétone (C) solubilise quant & elle plus de
29% des proanthocyanidines du méme extrait ; en outre l'efficacité tannante estimée par le
rapport du pouvoir tannant sur la teneur en phénols totaux est importante (PT/PhT égal a
1,9), ce qui sous entend que cette fraction est riche en composés tannants.

Les dosages montrent que la fraction aqueuse résiduelle (D) garde la plus grande
partie des tannins condensés (plus de 60 %). En revanche I'efficacité tannante semble étre
moins importante que celle de la fraction (C).

2. 2. Pisum sativum

Chez le pois, tableau 29 ¢, I'nypophase acétone-eau retire a I'extrait global A 11,5 %
de phénols totaux et 9,6% de proanthocyanidines

La fraction B est dépourvue de proanthocyanidines ;

La fraction C soutire plus de 23% de proanthocyanidines ; eile présente également
une forte efficacité tannante (1,8).

La fraction aqueuse (D) entraine elle aussi la plus grande partie des
proanthocyanidines .Elle présente un efficacité tannante inférieure a celle de la fraction C.
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Figure 38: Chromatographie couches minces sur gel de silice des extraits B, C, D des

t6é/ ;11ments de la féverole et du pois. Solvant de migration : Toluéne,acétone,acide formique :
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En effet, l'efficacité tannante dépend des teneurs en tannins condensés et de leur degré
de polymérisation. Elle commence a s'exprimer a partir des diméres puis augmente
progressivement avec la taille des molécules (Bate-Smith, 1973). A partir d'une certaine
taille, la capacité a complexer les protéines devient stationnaire (Porter et Woodrutfe,
1984). L'efficacité tannante finit méme par faiblir pour les polyméres de trés haut poids
moléculaire (Jones et al.,, 1976).

2. 3. Conclusion

Pour les 2 espéces, la majorité des polyphénols des fractions C et D sont des
tannins condensés ; ils représentent 1a majeure partie des composés phénoliques initiaux
et sont les principaux responsables du pouvoir tannant.

3. Expertise des fractions B, C, D a l'aide de la CCM.
3.1. Molécules natives et support chromatographique de gel silice

La chromatographie couches minces sur gel de silice permet ta séparation des
proanthocyanidines en fonction de leur degré de polymérisation. Le solvant de migration
est constitué de toluéne-acétone-acide formique dans les proportions (60,60,10 ,v/iviv). La
révélation au réactif vanilline-HCI permet de mettre en évidence ce type de composes.

cas de la féverole

La figure 38 a montre ia chromatographie couches minces sur gel de silice des 3

fractions B, C, et D.

Les observations en lumiére de Wood de la fraction (B) permettent de detecter la
présence de composés de couleur bleu (B ), violet (V), jaune (J) et blanc (b). La révélation
au réactif vanilline-HC! montre 3 taches de couleur rouge dont 2 correspondent a des
monomeéres de flavan-3-ols : catéchine Rf = 0,67 et épicatéchine Rf = 0,66. La tache de Rf

= 0,55 correspond soit a I'épigallocatéchine ou a son isomeére, la gallocatéchine.

La révélation de la fraction (C) montre des composés qui réagissent avec le réactif
vanilline-HCI.

La révélation de ia fraction (D) confirme la présence de proanthocyanidines
certainement de haut poids moléculaire vu leur trés faible Rf. Ces composés se colorent
en rouge intense aprés chauffage.
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Rf des témoins

Delphinidine Rf = 0,322
Cyanidine Rf = 0,50
pelargonidine Rf = 0,62

= b (3 = b
@ b
a O a a
=D
e C o T o D Delphinidine
Figure 39 a Vicia faba Figure 39 b Pisum sativum Cyanidine

Pelargonidine

Figure 39 : Chromatographie couches minces sur cellulose des hsdrolysats des extraits B,
C et D. Solvant de migration : Forestal (Acide acétique, HCI, H20 : 30,3,10)
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Cas du pois

L'observation en lumiére de Wood de la fraction éther (figure 38 b) révele
¢galement ta présence de composés de couleur bleu, jaune, blanc et violet. La révélation
par la vaniliine-HC! fait réagir 3 produits : un produit dont le Rf = 0,66 correspond soit &
I'épicatéchine soit & son isomére et 2 produits mal séparés de Rf = 0,55 correspondant a
I'épigallocatéchine et a la gallocatéchine. La fraction éther diéthylique concerne donc
essentiellement les flavane-3-ols monomeéres.

La révélation de la fraction (C) montre surtout des composes réagissant positivement
au réactif vanilline-HCI, et des Rf compris entre 0 et 0,44.

La révelation de la fraction (D) confirme sa richesse en proanthocyanidines de haut
poids moléculaire vu 1a trés faible affinité pour la phase mobile.

Conclusion

Bien que la chromatographie sur couches minces de gel de silice ne permette pas de
bien séparer tous les composés flavaniques présents dans les divers extraits, elle peut
néanmoins témoigner de l'efficacité de l'extraction liquide-liquide mise au point pour
fractionner 'extrait global et de I'importance des proanthocyanidines dans les fractions (C)
et (D).

3.2. Poduits de dégradation hydrolytique et Cellulose microcristalline

L'hydrolyse acide peut nous renseigner sur le degré d'hydroxylation des noyaux B
des molécules de type flavan-3-ol participant a Ia formation des proanthocyanidines.

L'analyse des hydrolysats des fractions B, C et D de la féverole sur CCM de
cellulose (figure 39a) dans le solvant de migration acide acétique, acide chlorhydrique et
eau (30.3.10 ; V/V/V) montre que:

- la traction B est dépourvue de proanthocyanidines ;

- les fractions C et D, présentent 2 taches facilement identifiées a :
- 12 delphinidine, rouge violacé, Rf = 0,32
- la cyanidine, rouge , Rf = 0,50

L'analyse des hydrolysats des fractions de pois (figure 39 b) montre les mémes résultats.
Ces anthocyanidines ont pour formules :
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Figure 40 (1). Chromatogramme de I'extrait global (A) de Vicia faba (Alfred)
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(2). Chromatogramme de I'extrait global (3). Chromatogramme de I'extrait global (A) de Vicia
(A) de Vicia faba aprés hydrolyse totale.  fapa aprés dégradation partielle en présence de
phloroglucinol.

- inol : GC-p = ine-4- lucinol ;

Delph = delphinidine P= phloroglucinol ; GC-p = gallocaléchm.e 4-phlorog -

Cya?'l = cyap:]i(ljirl,el EGC-p = épigallocatéchine-4-phloroglucinol ; G = gallocatéchine:
Ec-p = épicatechine-4-phloroglucinol ; C-p = catéchine-4:
-Phloroglucinol ; C= catéchine ; Ec = épicatéchine

3
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H' Delphinidine

Cyanidine

Ces résultats montrent donc que pour la synthese de proanthocyanidines, chez Vicia
faba ou chez Pisum sativum, les voies de biosynthése fournissent les flavane-3-ols c'est a

dire catéchine(s) et gallocatechine(s).

OH

OH
Catéchine Gallocatéchine

4, Expertise a l'aide de la CLHP couplée aux techniques de microdégradation

4.1. Cas de la féverole :

Le profil générat de I'extrait initial (A) montre la complexité du mélange de molécules
présentes (figure 40, profil 1} et la difficulté de la CLHP a opérer une séparation de

qualite.
4.1.a. Oxydation totale

L'objectif est d'identifier des sous-unités flavanes participant a la construction des
polyméres de proanthocyanidines par un suivi @ 525 nm aprés oxydation complete par HCI
2N. Le profil 2 (figure 40) montre 2 pics aux temps de rétention de 14,23 mn et 18,23 mn.
Par chromatographie de témoins d'anthocyanidines, les 2 pics ont été identifiés a la
delphinidine pour le premier et la cyanidine pour le second. Ceci confirme ce que nous
avions observé sur couches minces de cellulose microcristalline.De plus, cette méthode
est quantitative et permet de pondérer la présence des deux types de monomeéres soit 1

unité de procyanidine pour 3 unités de prodélphinidines.
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Figure 41 : 1. profil CLHP et spectre d'absomtion des principaux pics (détection a la barrette de
diode) de la fraction native B (éther diéthylique) de Viciz faba .

3 b
= ‘1
é “ Phlo l
%% : i
" Te= Ec
S [
5 c
GC L
"‘_V' I A < __,._.J ] I
< TR e ey F T T T e ! T y Ll
Gl Gl <v oo g sz e T
2. Profil de la fraction B de Vicia faba 3. Profil de la fraction B de Vicia faba aprésl
apres hydrolyse totale. dégradation en présence de phloroglucinol.

Phlo = phloroglucinol ; GC = Gallocatéchine ;
C = Catéchine ; Ec = Epicatéchine.
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4.1.b. Microdégradation en présence de phloroglucinol

Ce traitement permet de caracteriser les unites terminales et les unités d'allongement
des polyméres de proanthocyanidines.
Le profil 3 (figure 40) de la dégradation partielle de l'extrait global de Vicia faba en
présence de phloroglucinol livre essentiellement 7 pics répartis ainsi :
- 2 pics de moyenne intensité (Tr 16 mn et Tr 18 mn) correspondant respectivement aux
résidus phloroglucyls de la gallocatéchine et de I'épigallocatechine ;

- la gallocatéchine a 23 mn ;
- 2 pics mal séparés qui correspondent aux résidus phioroglucinols de F'épicatéchine et de

la catéchine (Tr 25 mn et Tr 26 mn) ;
- enfin 2 pics bien individualisés aux temps de rétention 36 mn et 46 mn correspondant

respectivement a la catéchine et a I'épicatéchine.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Foo et Karchesy 1989, Koupai et al .,
1992 et 1993, & savoir que chez Vicia faba L., il a 3 types d'unités terminales : catéchine et
épicatéchine et a un degré moindre la gallocatéchine et 4 types d'unités d'allongement :
gallocatéchine et épigallocatéchine d'une part, catéchine et épicatéchine d'autre part.

4.1.c. Extension du protocole aux fractions B, C et D de Vicia faba L.
Trois profils chromatographiques permettent de décrire le contenu de la fraction B.

a. Le profil 1 (figure 41) de la fraction native présente 7 pics. Les spectres fournis par la
multidétection permettent d'attibuer les pics 3, 5, 7 aux temps de rétention (22,93 mn, 36,3
mn et 46,6 mn) repectivement a la classe des flavan-3-ols monoméres.

b. Le suivi par CLHP (profil 2) de I'oxydation totale de la fraction B ne détecte pas
delphinidine ni cyanidine ; ceci confirme I'absence de proanthocyanidines polymeéres dans

cette fraction.

c. Le profil 3 aprés dégradation partielle en présence de phloroglucinol confirme I'absence
totale de proanthocyanidines dans cette fraction. On détecte des flavan-3-ols terminaux
aux Tr = 23, 36 et 46 mn qui en fait comme cela est indiqué précédemment sont des unités

libres.
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La fraction C native montre un profil 1 (figure 42) mal résolu ; les propriétés de |a
colonne phase inverse étant inappropriees a ce type de molécules.

Le profil 2 aprés oxydation compléte en milieu acide révele la présence de 2 pics
aux Tr 15 mn et 18 mn. lis correspondent respectivement a {a delphinidine et & (a
cyanidine provenant des proanthocyanidines homologues. Ces 2 composés présentent un
rapport de surface pratiquement égal a 1.

Le clivage des proanthocyanidines de la fraction MeCOEt de Vicia faba en présence
de phloroglucinol (profil 3) génére 2 types de composés dont les temps de rétention sont

les suivants :
Composé libre Composé lié¢ au phloroglucinol
(unité terminale) {(unité d'allongement)
Gallocatéchine (GC) 23 mn 16 mn
Epigallocatéchine(EGC) 18 mn
Catéchine (C) 36 mn 26 mn
Epicatéchine(Ec) 46 mn 25 mn

Le profil CLHP montre que les unités terminales et les unités d'allongement sont
essentiellement de type catéchiques.

Le chromatogramme de |2 fraction D native (figure 43. 1) est un profil caractéristique
des proanthocyanidines hautement polymerisées.

L'oxydation compléte de cette fraction (profil 2) génére 2 pics correspondant
respectivement a la delphinidine (Tr 14,5 mn) et a la cyanidine (Tr 18,1 mn) avec un
rapport de surface de 3.

Le clivage des proanthocyanidines de fa fraction D en présence de phloroglucinol
montre un profil 3 sur lequel s'individualisent les pics correspondant aux unités flavanes
terminales GC, C, Ec (aux Tr 23, 36 et 46 mn) mais également les pics des unités
d'extension qui correspondent aux résidus phtoroglucyts GC-p, EGC-p, Ec-p et C-p aux Tr
16, 18, 25 et 26 mn.

Conclusion

La comparaison des profils de dégradation partielle des fractions C et D de Vicia
faba , montre que les résidus d'allongement (résidus phloroglucyis), sont plus importants
dans la fraction D que dans la fraction C. Ceci prouve que :

- la fraction D contient des composés de haut poids moléculaire ;
- la fraction C semble retenir surtout les oligoméres de proanthocyanidines.
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Figure 44 (1). Chromatogramme de l'extrait global (A) de Pisum sativum (V 256 S1)
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(2). Chromatogramme de I'extrait global (3). Chromatogramme de I'extrait global (A) de: Pisum
(A) de Pisum sativum aprés hydrolyse sativum aprés dégradation partielle en préseince de

totale. phloroglucinel.
Delph = delphinidine P= phloroglucinol ; GC-p = gallocatéchine-4-phloroglucino! ; '
Cyan = cyanidine EGC-p = épigallocatéchine-4-phloroglucinol - G = gallocatéchine.

Ec-p = épicatechine-4-phioroglucinol ; C-p = catechine-¢-
phloroglucinol ; EGC= épigallocatéchine - Ec = épicatéchine
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4.2. Expertise CLHP de I'extralt global (A) de Pisum sativum

Ce chromatogramme ( figure 44, 1) montre également la complexité du mélange de
molécules présentes dans I'extrait globat des téguments de pois.

4.2.a. Dégradation totale

Le profil 2 aprés oxydation compléte présente 2 pics : la delphinidine (Tr 14,8 mn )
et 1a cyanidine (Tr 18 mn) ; ceci met en évidence la présence de composés trihydroxylés
{prodelphinidines) et dihydroxylés (procyanidines) dans les téguments de Pisum avec une
dominance tres forte de composés trihydroxylés (98%).

4.2.b. Microdégradation en présence de phloroglucinol

La dégradation partielle de l'extrait global de Pisum sativum montre un profil 3
caractéristique des fractions riches en proanthocyanidines et livre :
- 2 pics de grande importance (Tr 16 mn et Tr 18 mn) qui correspondent respectivement
aux résidus phloroglucyls de la gallocatéchine et épigallocatéchine ;
- 2 pics de faible importance, mal séparés, correspondant aux résidus phloroglucinols de
I'épicatéchine et de la catéchine (Tr 25 mn et Tr 26 mn) ;
- 3 pics bien individualisés aux temps de rétention : 23, 37, et 46 mn correspondant
respectivement a la gallocatechine, I'épigallocatéchine et a ['‘épicatéchine (unités
terminales).

L'examen de ce profil confirme l'importance du point de vue quantitatif des
prodelphinidines (sous-unités trihydroxylées) par rapport aux procyanidines (sous-unités
dihydroxylées).

4.2.c. Analyse des fractions B ,C, et D de Pisum sativum

La fraction native B livre 7 pics dont ies spectres fournis par la multidétection sont
présentés dans la figure 45: 1. On reconnait au temps de rétention 21,3 et 40,1 mn (pics
2 et 4) les spectres classiques des flavan-3-ols monomeres.

L'oxydation compléete (profil 2) en milieu acide confirme bien |'absence totale de
proanthocyanidines dans cette fraction.

Le profil 3 de la microdégradation en présence de phlorogiucino! fait ressortir
essentiellement 3 composés aux Tr 23 mn, 37 mn et 46 mn correspondant respectivement
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aux temps de rétention de la (+)-gallocatéchine, (-)-épigallocatéchine et (-)-épicatéchine,
existant dans la fraction B comme monomeéres libres.

Le profil 1 de la fraction native C (figure 46) est également mal défini.

Le profil 2 aprés oxydation compléte montre 2 pics. La delphinidine (Tr 15 mn)
représente plus de 90 %, la cyanidine (Tr 18 mn) ne représentant guére que 9,5% du total
; ceci met en évidence, comme il a été signalé précédemment, la dominance de
prodelphinidines.

Le suivi CLHP aprés dégradation partielle de cette fraction montre un profit 3
caracterise par :
- 2 pics (Tr 16 et 18 mn) qui correspondent respectivement aux résidus phloroglucyls de la
galiocatechine et épigaliocatéchine ;
- la gallocatéchine a 23 mn ;
- 2 pics mal séparés qui correspondent aux résidus phloroglucinols de I'épicatéchine et de
la catéchine (Tr 25 mn) ;
- enfin 2 pics bien individualisés aux temps de rétention 37 mn et 46 mn correspondant
respectivement a I'épigallocatéchine et & I'épicatéchine.

Le profil 1 de la fraction native D (figure 47) est également mal résolu et témoigne
de la présence de molécules hautement polymérisées.

L'oxydation totale (profil 2) produit essentiellement 2 composés : la delphinidine et la
cyanidine dans les proportions de 96,2% et 3,8 %.

La fraction D dégradée en présence de phloroglucinol présente un profil 3
caractéeristique des fractions riches en prodelphinidines. Ce chromatogramme fait ressortir:
- 2 pics majeurs (Tr 16 et 18 mn) correspondants aux dérivés phtoroglucyls de la
gallocatéchine et I'épigallocatéchine;

- 3 pics correspondant aux unités d'extension probables, parmi lesquels I'épigaltlocatéchine
(37 mn) et 2 autres pics mineurs correspondant a la gallocatéchine (23 mn) et
I'epicatéchine (46 mn).
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5. Comparalson du contenu phénolique des fractions de ia féverole et du pols

Parmi les différents traitements que nous avons appliqués pour élucider ta nature
des tannins condensés chez le pois et la féverole, il apparait que le traitement au
phloroglucinol apporte des éléments qui permettent une comparaison objective entre les
deux espéces, rendue dans le tableau 30.

Fractions  de Vicia faba rractions  de Pisum sativum
B C D B C D

Cp - + + - ++ ++

GL-p - + + - + ++
cc-p - + + - trace
Cp - ++ +4+ - frace
(€] + trace trace + +4 +

Gl - - - +++ ++
C ++4 + - - -
Ec + + + + + +

Tableau 30 : Comparaison du contenu flavanique des fractions B, C et D de la féverole et du pois.
GC=gallocatéchine, C=catéchine, Ec=épicatéchine , EGC=épigallocatéchine, -p = phloroglucinol
(- absence, trace, + = présence, ++ important, +++ trés important).

Chez Pisum sativum ssp arvense, 1a voie de synthése et d'accumulation des tannins
condensés privilégie ia production de prodelphinidines alors que Vicia faba privilegie la
production des procyanidines.

B. EXPERTISE ANALYTIQUE DES PROANTHOCYANIDINES SUR LA BASE
D'UN FRACTIONNEMENT SUR TAMIS MOLECULAIRE

L'étude précédente nous a montré que l'extrait méthyléthylcétone était le plus
intéressant pour l'isolement de proanthocyanidines de degré de polymérisation moyen.

La technique de séparation appliquée fait appel & la chromatographie sur colonne de
Sephadex LH 20 mise en ceuvre avec succés par de nombreux auteurs dans le cadre de
la séparation des proanthocyanidines (Hussein et af ., 1990, Porter et a/ .; 1991, Helsper et
al.; 1993, Rigaud et al .; 1993).

L'élution se déroule en 4 étapes :

- élution a base d'éthanol qui entraine les composés simples ;

- élution au mélange éthanol - méthanol (v/v) pour les formes les moins polymérisées |
- élution au méthano! 100% pour solubiliser d'avantage les composés polymérises ;

- le mélange méthanol - acétone pour entrainer les formes les plus polymérisées.
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Figure 49 a : Diagnostic des fractions Sephadex LH 20 de Vicia faba sur gel de
silice. Solvant de migration : toluéne-acide acétique-acide formique : 60-60-10.
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Figure 49 b : Diagnostic des fractions Sephadex |.H-20 de Pisum sativum sur gel de

silice. Solvant de migration : toluéne-acide acétique-acide formique : 60-60-10.
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La présence des divers composés dans les fractions éluées est mise en évidence
par la CCM sur gel de silice (aprés révélation au réactif vanilline-HCI) et CLHP couplée a
un détecteur a barrette de diodes.

1. Fraction Méthyéthylcétone de Vicia faba
1.1. Elution EtOH

Le profil (48a) de I'élution éthanolique est scindé en § fractions que nous
identifierons par VE1, VE2, VES3, VE4 et VES.
La fraction VE1 comprend 1 composé majeur ayant pour temps de rétention 24 mn, A max.
279 nm et comme Rf 0,53. Ce produit pourrait correspondre a la galiocatéchine.
Les fractions VE2, VE3, VE4 contiennent chacune au moins un compose majeur,
présentant respectivement des temps de rétention de 52,8 mn, 43,1 mn et 50,8 mn. Leur
suivi CLHP couplé au muitidétecteur nous oriente vers des composés types flavonoides (A
max. : 271-334 nm). Ceci est également confirmé par CCM sur silice ot aucun produit
n'est révélé au réactif vanilline-HCI alors qu'a la lumiére de Wood leur fluorescence est
violette. {figure 49a)

Le suivi CLHP de la fraction VE5 montre 2 composés ayant un maximum d'absorption a
278 nm respectivement aux temps de rétention 36 et 47 mn. La CCM confirme la présence
de molécules réagissant au réactif vanilline-HCI ayant un Rf de ~ 0,66 sur gel de silice.
Ces composés correspondent a des ftavan-3-ols.

1.2. Elution EtOH-MeOH(v/v)
Le profil d'élution a I'éthanol-méthanol (v/v) est présenté dans la figure 48 b.

Il comprend 5 fractions : VEM1, VEM2, VEM3, VEM4, VEMS. Les temps de rétention des
principaux composés majeurs sont donnés dans le tableau 31 :

Elution Temps de rétention des principaux composés(mn})
EtOH-MeOH A B C D £
16,1 32,8 35,6 39,5 52
VEM1 .+ .+ e 2
VEM2 .+ o+ -+ o+
VEM3 4 e+t ++
VEM4 T A+t
VEMS5 +

Tableau 31: Temps de réfenfion des principaux composés de l'elufion éthanol-methanol
de la fraction C de Vicia faba (+ = faible importance ; ++ = moyen ;+++ = important).
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Figure 48 a : Profil d'élution éthanolique sur Sephadex de la fraction méthyléthylcétone
de Vicia faba (Alfred).
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Figure 48 b : Profil d'élution EtOH-MeOH sur Sephadex de la fraction méthyléthylcétone
de Vicia faba (Alfred).
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Figure 48 c : Profil d'élution MeOH sur Sephadex de la fraction méthyléthylcétone de
Vicia faba (Alfred).
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Le suivi CLHP de ces composés montre des spectres présentant un pic uniqu2 dont
le maximum d'absorption se situe a 279-280 nm. Le diagnostic sur CCM aprés révelation
au réactif vanilline-HCI confirme bien I'appartenance de ces composés au groupe des
proanthocyanidines.

1.3. Elution MeOH

Le profil d'élution au méthanol est représenté par la figure 48 c. Il est scindé¢ en 3
fractions VM1, VM2, V M3. L'analyse CLHP de ces fractions présente des
chromatogrammes typiques de composés hautement polymérisés. 2 Pics de faible
intensité s'individualisent aux temps de rétention 21 et 23 mn dans la fraction VM2. La
chromatographie couches minces sur gel de silice révéle la présence de composés
réagissant fortement au réactif vanilline-HCI et présaentant des Rf relativement bas.(Figure
49a)

1.4. Elution MeOH-Acétone (70-30)
L'élution au méthanol-acétone (70-30) permet de rompre les liaisons flavanols-
Sephadex et entraine les composés les plus polymérisés (proanthocyanidines). L'alalyse

par CLHP de cette fraction (VMA) montre un chromatogramme caractéristique d'une
fraction fortement tannique ; ceci est également confirmé par la CCM sur gel de silice.

2. Fraction méthyléthylcétone de Pisum sativum

2.1. Elution EtOH

L'élution éthanolique de I'extrait C de Pisum sativum est présentée dans la figure
50a. Le profil est scindé en 5 fractions PE1, PE2, PE3, PE4, PES.

L'analyse CLHP montre la présence de composés monomeres de type flavan-3-ols dans
PE2, PES3, et PES. Le diagnostic CCM (figure 49b) confirme la présence de monomeres
de flavane-3-ols dans ces mémes fractions. Le fraction PES montre un seul pic majeur
identifié a I'épigallocatéchine (Tr 37 mn, Rf 0,66.)

2.2. Elution EtOH-MeOH

Le profil d'élution a I'éthanol-méthanol (v/v) est présenté dans la figure 50 b. Il est
scindé en 4 fractions : PEM1, PEM2, PEM3 et PEM4.
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Le diagnostic CCM révéle la réactivité de ces fractions vis-a-vis du réactif vanilline-HCI.

L'analyse par CLHP montre des composés majeurs dont les temps de rétention sont
donnés dans e tableau 32:

Elution Temps de rétention des principaux composés(mn)
EtOH-MeOH]15,3 |18,3 21,9 |25,9 |27,1 |29,9 34,8 [39,5
PEM1 <+

PEM?2 4+ .+
PEM3 + A+ 4+ A+

PEM4 + Rz

Tableau 32 : Temps de rétention des principaux composés de I'élution EtOH-MeOH de la
fraction C de Pisum sativum (V256 S1). (+= peu important , ++ moyen, +++ = important ).

2. 3. Elution MeOH

L'élution au méthanol est représentée par la figure 50 ¢. Le profil Sephadex LH-20 a
été scindé en 2 fractions : PM1 et PM2. L'analyse par CLHP de ces fractions montre que la
fraction PM2 livre essentiellement 2 composés majeurs & 20,7 et 21,9 mn respectivement.

2. 4. Eiution MeOH-Acétone

Le suivi classique par CLHP et CCM de la fraction éluée au méthanol-acétone (70-
30) PMA montre le caractére polymérique des composés présents dans cette fraction.

3. Conclusion

Les résultats du suivi de la séparation des proanthocyanidines montrent que le
processus d'élution appliqué permet de séparer les molécules simples des autres
composés polyméres et de scinder ces polyméres en fonction de leurs poids moléculaires.

Dans la mesure ol nous envisageons d'isoler les proanthocyanidines oligomeres par
chromatographie liquide haute performance semi préparative, seules les fractions qui
présentent des profils bien définis seront utilisées.

Il semble que, les composés les plus accessibles sont ceux élués a EtOH-MeOH. Nous
essayerons également d'isoler les composés issus de I'élution MeOH qui semblent a priori
plus polymérisés.
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Figure 50 a : Profil d'élution éthanolique sur Sephadex de la fraction méthyléthylcétone
de Pisum sativum (V 256 S1).
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Figure 50 b : Profil d'élution EtOH-MeOH sur Sephadex de la fraction méthyléthylcétone
de Pisum sativum (V 256 S1).
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Figure 50 c : Profil d'élution MeOH sur Sephadex de la fraction méthyléthylcétone de
Pisum sativum (V 256 S1).
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Dans le cas de Vicia faba, 5 molécules de la fraction éluée par le mélange EtOH-
MeOH et une molécule de I'élution au méthanol 100% semblent étre accessibles.

Dans le cas de Pisum sativum les fractions PEM3 et PEM4 montrent respectivvement
4 et 2 composés bien séparés que nous tenterons d'isoler. Nous essayerons de purifier
également 2 composeés élués au méthanol.

C.DETERMINATION DES STRUCTURES DES PROANTHOCYANIDINES

1. Les proanthocyanidines de Vicia faba L.

La purification finale des différentes proanthocyanidines est réalisée par CLHP semi-
préparative sur colonne Lichrospher.
Les composés A, B, C, D et E sont isolés a partir des fractions éluées par le mélange
EtOH-MeOH tandis que le composé F est issu de la fraction VM2 éluée au méthanol
100%.

1.1. Produits isolés

Nous présentons dans le tableau 33 les principales caractéristiques
chromatographiques des composés isolés de la féverole

Composés |Temps de rétention |Rf (silice) spectres UV |ordre de
isolés en mn 60/60/10* A. max. grandeur mg
A 16,1 10,44 279 0,1

B 32,8 0,40 279 0,2

Cc 35,6 0,40 279 0.2

D 39,5 0,37 279 C,1

E 52,2 0,43 280 0,1

F 21,2 0,22 279 0,1

Tableau 33: Caractéristiques chromatographiques des proanthocyanidines de Vicie faba.
L.(* )Toluéne, acétone, acide formique (60/60/10).
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1.2. Détermination du polds moléculaire et du degré de polymérisation
Pour déterminer le poids moléculaire, nous avons utilisé la spectrométrie de masse
en mode évaporation ionique (Electrospray) (ES/MS). C'est une méthode a ionisation
douce qui convient & ce type de molécules.

Les spectres ES/MS des produits isolés sont donnés dans la figure 51.

Les principaux pics moléculaires des composés isolés sont récapitulés dans le tableau 34.

Composés [M Naj*+ M Nombre d'unité
A 599,5 576 2
B 601,5 578 2
C 601,5 578 2
D 601,5 578 2
E 599,7 576 2
M NaJ+ M
F 889,4 866 3

Tableau 34 : Degré de polymérisation, poids moléculaire des procyanidines de Vicia
faba.L

Les composés A, B, C, D, et E sont des procyanidines diméres alors que e composé F est
une procyanidine trimére. Ces molécules sont construites sur la base de flavan-3-ols
dihydroxylés.

1.3. Déterminatlon des liaisons interflavaniques

La RMN du 13 C constitue sans doute un outil sans équivoque pour la détermination
des liaisons interflavaniques. Malheureusement la faible quantité des produits isolés dont
nous disposons, ne peut pas étre utilisée pour la détermination des liaisons
interflavaniques existantes.

Nous avons tenter d'analyser nos composés par une autre méthode trés sensible déja
présentée : 'hydrolyse partielle des produits en présence de phloroglucinoi. En effet le
ciivage en présence du phloroglucinol permet d'identifier I'unité terminale ainsi que les
unités d'extension constitutives de la molécule de proanthocyanidine.
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Figure 51 a : spectre de masse ES/MS du composé A = Procyanidine dimére de type A
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Figure 51 b : spectre de masse du composé B = Procyanidine dimére : Catéchine-Catéchine.
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Figure 51 c : spectre de masse du composé C = Procyanidine dimére : Epicatéchine-catéchine.
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Figure 51 d : spectre de masse du composé D = Procyanidine dimere : Epicatéchine -Epicatéchine.
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Fig f: Composé F

Figure 52 : Structures proposées pour les composés isolés de Vicia faba L.




Nous avons hydrolysé ies 5 procyanidines diméres et le trimére. L'analyse par CLHP

des produits d'hydrolyse conduit aux résultats suivants:
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composés isolés [nature sous unité flavane [sous unité flavane
d'extension terminale

A dimére ? ?

B dimeére catéchine catéchine

C dimére épicatéchine catéchine

D dimere épicatéchine épicatéchine

E dimére ? ?

F trimére épicat. et cat. catéchine

Tableau 35 : Nature des unités constitutives des procyanidines isolées de Vicia faba L.

1.4. Proposition de structures et conclusion

Composé A

Le clivage par le phloroglucinol est sans effet sur le composé A. Le poids moléculaire (M =
576) nous oriente vers un dimeére catéchique possédant une double liaison de type éther-
oxyde caractérisant les procyanidines diméres de types A. En effet les liaisons éthers
oxydes, comme cela a été déja signalé par plusieurs auteurs (Porter et Chan, 1991 ;
Kolodziej et al., 1991 ; Helsper et al .;1993) ne sont pas rompues par 'hydrolyse au

phloroglucinol.
Le Rf de ces composés en CCM sur gel de silice est supérieur a celui des 3 autres

dimeéres ainsi qu'au Rt de la procyanidine B2 (témoin).
La structure de ce type de composé est donnée dans la figure 52 a.

Composé B

Le composé B (M = 578) correspond & un dimére catéchique. L'hydrolyse libére 2 sous-
unités identifiées & la catéchine. Le composé B est donc une procyanidine dimére de type
B de structure : catéchine - catéchine.

Selon Foo et Porter 1982, Haslam 1987, 1a liaison interflavanique C4-C8 est généralement
favorisée ; ce qui n'exclut pas que ces molécules peuvent étre liées par des liaisons C4-
C6. Nous proposons comme structure probable : catéchine (48-8)-catéchine (fig 52 b).
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Composé C

Le composé C (M = 578) libére aprés hydrolyse une unité d'extension (épicatéchine ) et
une unité terminale (catéchine). Il correspond également & une a procyanidine de type B et
a comme structure probable :épicatéchine (4p-8)?-catéchine (fig 52 c)

Composé D
Le dimére D (M = 578) correspond a une procyanidine B et de formule probable :
éplicatéchine- (4p3-8)7-épicatéchine (fig 52 d).

Composé E

Le composé E présente les mémes caractéristiques que le composé A. Il n'est pas
hydrolysé en présence de phloroglucinol et présente un PM de 576 ; ceci nous oriente
également vers un dimére catéchique doublement lié par des liaisons de type éther-oxyde

L'hydrolyse acide en présence de phloroglucinol des dimeéres B, C et D fournit les 2 sous-
unités constitutives de ces procyanidines ; ce qui contribue a montrer la fragilité de la
liaison interflavanique par rapport a la resistance de la liason ester (cas des composés A et
E).

Composé F

Le composé F (M = 866) est une procyanidine trimére.

Nous ne pouvons malheureusement pas lui attribuer une structure définitive car |2
dégradation en présence de phloroglucinol permet d'identifier I'unité terminale (catéchine)
mais ne permet pas de préciser la position des 2 résidus phloroglucyls dans la molécule.
Nous proposons comme structure probable pour ce composé F: -éplcatéchine-(4f3-8)7-
catéchine-(4p-8)?-catéchine (figure 52 f).

2. Les proanthocyanidines de Pisurn sativum

Les principaux composés du Pois sont purifiés de la méme maniére que
précédemment. Au total 6 produits ont été isolés de la fraction éluée par le mélange EtOH -
MeOH et 2 produits de la fraction éluée par le méthanol.
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2.1. Produits Isolés

Le tableau 36 donne les caractéristiques chromatographiques des molécules
isolées.

fraction |Produits {Tr en mn Rf (sillce) [spectres UV |Ordre de
Sephadex |isolés 60/60/10 A. max. grandeur mg|

a 15,3 0,45 279 C,1

P EM3 b 21,9 0,45 279 0.2

c 27,1 0,47 279 0,2

d 29,9 0,43 279 03

P EM4 e 18,3 0,45 2/8 0,1

f 25,9 0,32 279 1
PM g 17,3 0,22 280 0,1
h 22,1 0,22 280 0,1

Tableau 36 : Temps de rétention Tr, Rf, et A max. des proanthocyanidines de Pois
purifiées par CLHP.(*) tolueéne, acétone, acide formique.

2.2. Détermination du poids moléculaire et du degré de polymérisation

La spectrométrie de masse en mode évaporation ionique (ES-MS) est également

~ utilisée pour la détermination du poids moléculaire de ces composés.

Les spectres ES/MS des produits isolés sont donnés dans la figure {figure 53).

Le degré de polymérisation et le poids moléculaire sont donnés dans le tableau 37.

Composés [MNa]+ M degré de
isolés polymérisation
a 6334 611 2
b 633,4 611 2
c 633,4 611 2
d ©/9,0 033 2
e 804,0 782 2
f 9374 815 3
g 1047,0 1019 3
h 12413 1219 4

Tableau 37 : Spectrométrie de masse des proanthocyanidines des téguments de Pisum
sativum
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Figure 53 a : spectre de masse ES/MS du composé a =: Prodelphinidine dimere :
Gallocatéchine -Gallocatéchine.
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Figure 53 b : spectre de masse ES/MS du composé b = Prodelphinidine dimére :
Epigallocatéchine-Epigallocatéchine.
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Figure 53 c : spectre de masse ES/MS du composé ¢ = Prodelphinidine dimére :
Gallocatéchine-Epigallocatéchine.
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Figure 53 d : spectre de masse ES/MS du composé d = Prodelphinidine dimére :
Gallocatéchine- Gallocatéchine- acétate.
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Figure 53 g : spectre de masse ES/MS du composé g = Prodelphinidine trimére :
(Gallocatéchine-Epigaltocatéchine)-Epigallocatéchine-gallate
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Figure 53 h : spectre de masse ES/MS du composé h = Prodelphinidine tétramere :
(Gallocatéchine-Epigallocatéchine-Epigallocatéchine)-Epigallocatéchine.
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idines i i tivum.
Figure 54 : Structures proposées pour les proanthocyanidines isolées de Pisum sét
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Ces moiécules sont construites sur la base de flavane-3-ols trinydroxylés. 5 molécules
correspondent a des diméres, 2 a des trimeres et la derniére a une prodelphinidine

tétrameére.

2.3. Détermination de la liaison interflavanique et conjugaison

Le traitement des 8 composés au phloroglucinol et leur suivi CLHP donne les
résultats suivants :

Composeés nature sous unité flavane |sous unite flavane

isolés d'extension terminale

a dimere GC Gl

b dimeére EGC EGC

c dimére GC EGC
dimere+acetate C GC

e dimere + gallate GO GO

1 trimere (GC et EGU) EGC

g trimere -O-gallate  |(GC et £EGC) eGC
{etramere (GC et EGC) Qo

Tableau 38 : Nature des unités constitutives des prodelphinidines isolées de Pisum
sativum. GC= Gallocatéchine, EGC = Epigallocatéchine.

2.4. Propositions de structures et conclusion

Composé a:
Le poids moléculaire{M = 611] nous oriente vers un compose dimére construit sur la base

de flavane-3-ols trihydroxylés. La dégradation partielle du produit a livre 2 sous unités
gallocatéchines.
Le composé a est donc une prodelphinidine dimére et la structure proposée est : GC-GC

(fig 54 a)

Composé b

Ce composé [M = 611] est construit sur [a méme base de flavan-3-ols trinydroxylés.
Le composé b correspond a la prodelphinidine dimére et a pour formule probable :
EGC-EGC (fig 54 b).
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Composé c
Le composé ¢ [M = 611] correspond & la prodelphinidine dimeére. La structure proposée

est: GC-EGC. (fig 54 c).

Composé d

Le composé d présente un ion quasi moléculaire [MNa]* de 675,5. Il correspord & un
dimére estérifié par une unité acétate. A ce stade d'analyse nous ne pouvons, pour le
composé d, préciser la position de l'acétate sur la molécule flavanique et proposons
comme structure probable : GC-GC-acétate.

Composé e

Le composés e [MNa]* = 804,0 correspond a une prodelphinidine dimere estérifiée en
position 3 par I'acide gallique. Nous ne pouvons malheureusement établir la position du
groupement galloyl sur l'un des noyaux flavanes, ce qui aurait pu étre obtenu par le
spectre RMN. Les résultats précédents nous permettent néanmoins d'attribuer au
composé e la structure : GC- GC-(3)? O-gallate (fig 54 d).

Composé f

Le composé f [MNa]* = 937,4 nous oriente vers un trimére construit sur la base de flavan-
3-ols trihydroxylés. La microdégradation libére 2 molécules d'extension (sous-unité
gallocatéchine et sous-unité épigallocatéchine) ; une sous-unité épigallocaléchine
terminale. Le composé f correspond & une prodelphinidine trimére et les strictures
probables proposées sont :GC-EGC-EGC (fig 54 e) ou EGC-GC-EGC.

Composé g

Le composé g présente un ion quasi moléculaire [MNa]*= 1041,0. Il correspord & un
trimere estérifié par de I'acide gallique. Nous proposons comme structure probable pour
ce composé : (GC-EGC)-EGC -(3)?-0O-gallate.

Composé h

Le composé h [MNa]* = 1241 nous oriente vers une prodelphinidine tétrameére. La
dégradation partielle du tétramére h permet d'identifier I'unité terminale qui est une
épigallocatéchine, alors que les unités d'extension sont constituées de r1ésidus
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épigallocatéchine et gallocatéchine ; nous ne pouvons malheureusement pas identifier la
séquence exacte de ce tetramére et proposons comme structure probable :
(GC--EGC-EGC)-EGC (flg 54 f).

3. Commentaire général sur le contenu phénique du pois et de la féverole

Le tableau 39, récapitule les différents composés phénoliques isolés des téguments du
pois et de la féveroie.

Procyanidines de Vicia faba  |Prodeiphinidines de Fisum sativum

Dimere B1 ec-C Dimere GC-GC

Dimére B2 Ec-EC Dimere EGC- EGC
Dimére B3 c-C Dimére GC-EGC
Dimeére A Dimére GC-GC-Acétate
Dimere A Dimeére GC-GC-gallate

Trimére C (Ec-C)-C Trimére  GC-EGC-EGC
Trimére  (GC-EGC)-EGC-Gallate
Tetramere (EGC,GC,EGC)-EGC.

Tableau 39 : Proanthocyanidines de Vicia faba et de Pisum sativum. (C = Catéchine ; Ec =
Epicatéchine ; GC = Gallocatéchine ; EGC = Epigallocatéchine)

Les 6 molécules isolées de la féverole sont construites sur {a base de fiavanes
dihydroxylées. Rappelons que nous nous sommes adressés aux composés les plus
accessibles, et it n'est pas exclu que les formes trinydroxylées de ia féverole se trouvent
dans ces mémes fractions en faible quantité et dans les fractions éluées par le mélange
méthanol-acétone formant ainsi des molécules plus polymérisées et inaccessibles.

Par contre, chez ie pois, 1a voie de la trihydroxylation est privilégiée par rapport a fa
dihydroxylation ceci confirme les résultats déja acquis par I'oxydation compléte. I
semblerait que I'enzyme (phényl hydroxylase F3'5'H) soit trés active chez cette espéce.
Nous notons également la présence de structures galioylées mettant en oeuvre une
activité acyl transférase importante. Ces molécules montrent un forte réactivité vis-a-vis
des protéines (Ricardo-Da-silva et al., 1991).

Le schéma (figure 55) récapitule les différentes étapes de purification qui nous ont conduit
a I'isolement et & lidentification des proanthocyanidines des téguments de la féverole et du
pois.



67

( Extrait MeCOEt dés téguments)

FEVEROLE i POIS
(Colonne Sephadex LH-20)

EtOH / MeOH : 1:1 EtOH / MeOH : 1:1

\L MeOHY YMeOH ¢

Fraction VEM Fraction VM Fraction PM Fraction PEM

e Y Y

( ColonneRP-18 ) ( Colonne RP-18 )
( Composés purs ) ( Composés purs )

Y Y

Identification

f

UV

* Masse ES-MS

* Dégradation acide
*HPLC et CCM

\_ /
/ =N Dimeres
a,b,:,d.
‘Diméres ' rimére-O-gallate g Dimere-O-gallate e
A.B,C,DE. (Trimére F) C Tétramére h ) L Trimére f. )

Figure 55 : schéma récapitulatif des principales étapes pour I'obtention et l'idertification
des proanthocyanidines des téguments de pois et de féverole .
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Conclusion

Pour la connaissance approfondie du contenu phénolique des graines des 2
Legumineuses (pois et féverole) la procédure utilisée se résume en 4 points.

a. Le contenu polyphénolique a été fractionné par partition entre solvants spécifiques ;
I'analyse de chaque fraction montre que :

- l'ether diéthylique entraine les flavonoides et monoméres catéchiques ou
gallocatéchiques ;

- la méthyléthyicétone solubilise les oligoméres ;
- et finalement I'eau qui solubilise les composés les plus polymérisés.

b. L'élution de la fraction oligomérique sur tamis moléculaire (gel de Sephadex LH-20) par
des solvants a base d'éthanol, de méthanol et d'acétone a permis la séparation du contenu
tannique en fonction de la taille des molécules. Le tableau 40 donne ila nature des

composés phénoliques élués.

Solvants Hydrolyse acide |Nature des composés
Ethanol 0 phénols simples, ﬂavono'fdesﬂ
flavan-3-ols monomeéres
Ethanol-Méthanol + flavan-3-ols
dimeéres, trimeéres
Méthanol ++ trimeres, tétraméres,...
Méthanol-acétone 7/ 3 +4+4 proanthocyanidines
oligomeéres

Tableau 40 : Nature des composés phénoliques élués par chromatographie sur Sephadex
LH-20 des extraits "méthyléthylcétone” des 2 Légumineuses (pois et téverole) .

c. La purification finale des proanthocyanidines a été effectuée par CLHP semi-préparative
sur colonne Licrospher 100 RP-18.

d. L'étude structurale proprement dite des diverses proanthocyanidines du pois et de la
féverole a été poursuivie par I'application d'une "stratégie” faisant appel & l'utilisation de la

spectrométrie de masse, de la microdégradation en présence de phioroglucinol et a
I'analyse par CLHP couplée a la barrette de diodes.

Dans le cas de ia féverole, les dimeres identifiés sont des procyanidines :

- 3 correspondent a des procyanidines de type B constituées de catéchine et de son
isomeére I'épicatéchine : composés B, C et D ;

- les 2 autres sont de type A: le composé A et E.
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Nous avons également isolé une procyanidine trimére. Ces molécules ont été déja
signalées par Helsper 1993.

Dans le cas de pois, les molécules isolées et étudiées pour leur structure
correspondent a :
- 4 prodelphinidines diméres construites sur la base gallocatéchine et épigallocatéchine
(composés a, b, ¢, d),
- une prodelphinidine dimére galloylée (e),
- une prodelphinidine trimere (f),
- une prodelphinidine trimére galloylée (g)
- et enfin une prodelphinidine tétramére(h).
Ces molécules sont tout a fait originales. Il s'agit en effet de premiéres citations pour le
genre Pisum.
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CONCLUSIONS GENERALES
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CONCLUSIONS GENERALES

Ce travail avait pour principaux objectifs :

- I'expertise de la diversité et la variabilité du métabolisme phénolique des graines de
Légumineuses (pois et féverole) ;

- I'étude de la variation génétique des caractéristiques tannantes des graines de féveroles
(Vicia faba L.) et leur relation avec la couleur des téguments ;

- et enfin la connaissance de fagon plus approfondie des molécules responsables de
I'activité tannante.

L'application d'un protocole analytique des composés polyphénoliques a une
collection de féveroles a pu dévoiler les potentialités génétiques des phénotypes étudiés.
Cette approche suivie d'une étude statistique confirme la stabilité du contenu phénolique
chez les génotypes de Vicia faba L..

L'étude du déterminisme génétique des molécules tannantes en relation avec la couleur
des téguments a montré & travers 'analyse phytochimique des génotypes de la
descendance F3 que :

- l'obtention des génotypes intermédiaires en contenu phénolique était possible en
effectuant des croisements entre génotypes appropriés ;

- la teneur en composés polyphénoliques est essentiellement 1ié des caractéres propres
de la couleur des téguments ;

- ies génotypes a fleur maculée noir pouvaient présenter des teneurs intermédiaires en
tannins condensés.

Dés lors que le potentiel génétique apparait "maitrisable” il serait judicieux de tester le
comportement de tels génotypes en alimentation afin de voir leurs effets du point de vue
nutritionnel. Une étude pathologique devra estimer leur résistance par rapport aux
pathogénes du sol.

L'expertise d'une large collection d'isolignées, de matériels sauvages, et des
variétés de pois a mis en évidence la diversité chimique au niveau des facteurs
antinutritionnels phénoliques chez cette espéce. De méme que pour la féverole, les
génotypes de pois a fleur blanche sont dépourvus de tannins condensés alors que les
génotypes a fleurs colorées peuvent présenter au niveau tégumentaire des teneurs
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importantes en tannins condensés. Les informations obtenues a partir de I'ensemble des
méthodes analytiques autorisent la formulation d‘hypothéses"” quant aux mecdéles
structuraux de tannins présents dans le contenu phénolique de chaque matériel végetal.

L'étude statistique portant sur les données analytigues des génotypes de pois cor firme

également la stabilité de la composition phénolique et montre une interaction génotype-
milieu supérieure a I'effet milieu.

La prédiction des facteurs antinutritionnels phénoliques a l'aide de méthodes
physiques non destructives a montré les limites d'utilisation de la spectrocolorimétrie par
rapport & la spectrométrie dans le proche infra rouge. Alors que la SPIR en mode
transmittance permet le classement des graines en catégories, la spectrométrie dans le
proche infrarouge en mode réflectance semble étre un outil performant pour le dosage

- des facteurs antinutritionnels phénoliques des graines entiéres individuelles de pois. Ces
méthodes physiques non destructives constitueront pour les sélectionneurs un moyven
rapide de screening des génotypes engagés dans un programme de recherche.

Un schéma méthodologique a été congu dans le but d'obtenir une vision détaillée de

la composition tannique des extraits phénoliques de féveroles et de pois afin de fournir un
support biochimique solide aux effets observés in vive chez les animaux.

Les extraits phénoliques des téguments de la féverole et du pois ont é:ié
fractionnés par partition entre solvants et le pool tannique a été scindé en classes en
fenction de la taille des molécules, par passage sur colonne Sephadex LH-20.

l.a purification des proanthocyanidines a été effectuée par CLHP semi préparative et 1a
détermination des poids moléculaires par spectrométrie cde masse.

L'identification est complétée par la dépolymérisation des proanthocyanidines en
présence de phloroglucinol qui conduit a la formation d'un flavane-3-ol et de 4-
phloroglucinol-flavan-3-ols. Alors que la dégradation partielle en présence de
phloroglucinol est une méthodologie concdamnable pour la recherche de la liaison
interflavanique, cette méme réaction apporte, dans le cadre d'une dégradation partielle,
d'importantes informations sur la structure des diméres, des triméres ou oligoméres. Elle
permet en effet de mettre en évidence le degré d'hydroxylation des sous-unités aussi bien
d'extension que terminales des tannins condensés de chaque matériel végétal. Cette
méthode nous a permis également de repérer les catéchines, les oligoméres et les

polymeéres de flavanols avec plus de rigueur que ne le permettent les dosages globaux ou
I'estimation des indices de polymérisation.
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Nous avons montré que la base chimique du contenu phénolique des téguments
des 2 Légumineuses (pois et féverole) reposait essentiellement sur des molécules de type
Proanthocyanidines ou tannins condensés. L'analyse structurale nous a permis d'identifier
14 molécules polyphénoliques s'accumulant dans les téguments. Les molécules
identifices sont des procyanidines dans le cas de la féverole (Vicia faba "Alfred") : 5
diméres et un trimére. En revanche, dans le cas du pois (Pisum sativum ssp arvense V
256) les molécules isolées sont essentiellement des prodelphinidines : 5 diméres, 2
triméres et un tétramére.
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ANNEXES






ANNEXE 1
[ Génotype | code | lieu de production |  Type |
Année 1991
Bourdon PBt 608 Cambrige Hiver
Galcier PB1 611 // //
Victor PB1 635 INRA Dijon Printemps
LPSP PB1 642 // /7
Robin PB1 646 /7 //
SWI PB1 647 /7 7/
SCl PB1 648 // //
P81 682
PB1 683
Année 1992
Robin F646 C 2 INRA Dijon Printemps
EE-OT-0V F662C2 // //
EB-OT-V F665C2 // //
EB-OT-0V F666C2 // //
EB-T-V Fe67C2 // /!
EB-T-OV Fee8C2 // //
Année 1993
Galcier F611F3 Cambrige Hiver
Bourdon F613F3 // /7
Fabiola FB15F3 INRA Rennes Hiver
selection OT FB17F 3 // //
[sogénique 0T F629 F 3 //
Isogénique T FB30F3 //
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Annexe 1: Type et lieu de production des génotypes analysés pour le PEA programme.
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ANNEXE 2
N° Code Types couleur couleur | apparence de |
Variétal fleur tégument la graine |
1 E007 S 1 éxotique 1 1 1 E
2 V 009 S1 cultivar 1 1 1 Fi
3 V012 S1 cultivar 1 1 1
4 1015 S1 cultivar 1 1 1
5 1016 ET isolignée 1 1 2 b
6 1019 C1 isolignée 1 1 1 K
7 1021 C1 isolignée 1 1 2
8 V 024 S1 cultivar 1 1 1 b
9 1029 C1 isolignée 1 1 2 3
10 V 030 S1 cultivar 2 2 2
11 V 031 S1 cultivar 1 1 2
12 1034 C1 isolignée 1 1 2 i
13 V 045 S1 cultivar 1 1 2 i
14 V 047 S1 cultivar 1 1 2 K
15 1 048 B1 isolignee 1 1 1
16 V 050 St cultivar 1 1 1
17 V 060 S1 cultivar 1 1 1 |
18 E 065 S1 éxotique 2 4 2 .
19 V 067 St cultivar 1 1 2
20 E 069 St éxotique 2 2 1
21 1074 E1 isolignée 1 § 2 1
22 V 086 S1 cultivar 1 8 2 |
23 | 089 E1 isolignée 2 1 2 |
24 V 091 St cultivar 1 1 1
25 V 096 S1 cultivar 1 1 2
26 1099 A1 isolignée 1 1 2 !
27 E 101 S1 éxotique 2 1 2 |
28 V 102 St cultivar 1 1 2
29 V 108 S1 cultivar 1 1 2
30 V 109 S1 cultivar 1 1 2 i
31 1110 B1 isolignée 1 1 1 |
32 V111 Si1 cultivar 1 1 1 i
33 V 113 S1 cultivar 1 1 1
34 V117 S1 cultivar 2 2 2 b
35 V 120 St cultivar 1 1 1 ]
36 E 121 St éxotique 2 1 2
37 1128 E1 isolignée 1 2 1 [
38 E 132 St éxolique 1 1 1
39 1188151 isolignée 1 1 1
40 V 134 St cultivar 1 1 2 |
41 V 135 St cultivar 1 1 1
42 1136 E1 isolignée 1 1 1 7
43 V 139 St cultivar 1 1 1
44 V 141 S1 cultivar 2 2 1
45 |1 147 C1 isolignée 1 1 1
46 E 150 St éxotique 1 1 1
47 1159 C1 isolignée 1 1 1
48 V 165 S1 cultivar 1 1 2 |
49 167 A1 isolignée 1 1 1
50 1168 B1 isolignée 1 1 1 ]
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N° Code Types couleur couleur apparence de
suite 1 Variétal fleur tégument la graine

51 V171 &1 cultivar 2 1 2
52 V 172 St cultivar 1 1 2
53 V 173 S1 cultivar 1 1 2
54 VvV 176 S1 cultivar 1 1 1
55 1177 E1 isolignée 1 4 1
56 VvV 178 $1 cultivar 1 1 1
57 E 186 St éxotique 2 2 2
58 V 199 S$1 cultivar 1 1 1
59 VvV 206 S1 cultivar 1 1 2
60 V 209 S1 cultivar 1 1 2
61 V210 St cultivar 1 1 1
62 vV 211 81 cuitivar 1 1 1
63 V 214 $1 cultivar 1 1 1
64 1215 E1 isolignée 1 4 2
65 VvV 219 St cultivar 1 1 1
66 1224 D1 isolignee 1 1 2
67 1226 C1 isolignée 1 1 2
68 V 227 St cultivar 1 2 2
69 E 228 St éxotique 2 3 1
70 1229 A1 isolignée 1 1 1
71 V 233 S1 cultivar 1 1 2
72 V 234 S1 cultivar 1 1 1
73 V 242 S1 cultivar 1 2 2
74 V 244 S1 cultivar 2 1 2
75 V 245 S1 cultivar 1 1 1
76 V 248 S1 cultivar 1 1 1
77 V 250 S$1 cultivar 1 1 1
78 V 254 S1 cultivar 1 1 2
79 V 256 S1 cultivar 2 4 2
80 I 267 C1 isolignée 2 4 2
81 V 268 S1 cultivar 1 1 1
82 1272 A1 isolignée 1 1 1
83 V 276 S1 cultivar 1 1 2
84 E 277 31 exotique 1 5 2
85 VvV 278 S1 cultivar 1 1 1
86 1279 C1 isolignée 1 1 1
87 V 280 St cultivar 1 1 1
88 V 281 St cultivar 1 1 1
89 V 282 S1 cultivar 1 1 1
90 V 283 S1 cultivar 1 1 1
91 V 285 S1 cultivar 1 1 1
92 E 288 St éxotique 2 2 2
93 V 292 51 cultivar 1 1 1
94 V 294 St cultivar 1 1 1
95 E 295 St éxotique 1 1 1
96 V 297 St cultivar 1 1 2
97 [ 306 E1 isolignée 1 1 1
98 V 307 St cultivar 1 1 2
99 1 312E1 éxotique 1 1 1
100 V 314 S1 cultivar 1 1 1
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N° Code Types couleur couleur | apparence de |
suite 2 Variétal fleur tégument 'a graine
101 1315 E1 isolignée 1 1 2
102 1318 E1 isolignée 1 2 2
103 1324 E1 isolignée 1 5 2
104 E 325 S1 éxotique 2 4 1
105 1 326C1 isolignée 1 1 1
106 V 327 S1 cultivar 1 1 1
107 1329 C1 isolignée 2 2 2
108 V 333 S1 cultivar 2 2 2
109 E337 51 éxotique 3 2 2
110 V 338 S1 cultivar 1 1 1
111 V 341 S1 cultivar 1 1 1
112 E 342 St éxotique 2 4 2
113 V 345 S1 cultivar 1 1 2
114 V 355 S1 cultivar 1 1 2
115 E357 S1 éxotique 2 2 2
116 V 358 S1 cultivar 2 ] 2
147 1360 C1 isolignée 2 4 2
118 1363 C1 isolignée 1 1 2
119 V 365 S1 cultivar 1 1 1
120 | 366 B1 isolignée 1 1 2
121 1367 E1 isolignée 1 2 2
122 1 369 St isolignée 1 1 1
123 V 374 St cultivar 1 1 1
124 V 375 St cultivar 1 1 1
125 1376 D1 isolignée 1 1 1
126 V 380 S1 cultivar 1 1 1
127 V 382 S1 cultivar 2 4 1
128 V 383 S1 cultivar 1 1 1
129 | 386 E1 isolignée 1 1 2
130 V 395 St cultivar 1 1 1
131 V399 S1 cultivar 1 1 1
132 C404 F1 cultivar 1 2 2
133 C405 F1 cultivar 1 1 2
134 C408 F1 cultivar 1 1 1
135 C409 F1 cultivar 1 1 1
136 C415 F1 cultivar 1 1 2
137 C417 F1 cultivar 1 2 2
138 C420 F1 cultivar 1 1 1
139 C424 F1 cultivar 1 1 2
140 C443 F1 cultivar 1 1 1

Annexe 2 : Caractéristiques variétales des échantillons de Pois du PEA Programme .
(Couleur fleur: 1= blanche ; 2= type sauvage ; 3= rose : 4= violet ; 5= mauve.
Couleur tégument : 1= blanc ; 2= vert ; 3= gris ; 4= marron ; 5= beige ; 6 vert-brun
Apparence de la graine :1= lisse ; 2= ridée.
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ANNEXE 3
N°an1 | Code An1i Clarté |Phénols totaux Tannins condensés Pouvoir tannant
N°an2 | Code An2 (L*} |[bteu de Prusse BuOH/HCI I Vanilline Hémoglobine
1. | EQ07S1 76,0 6,2 + 03 0 0,8 + 01 8,8 + 0,7
1 EO07E2 73,0 45 + 09 0 0,5 = 0.1 75 + 0.3
2 V009St 658 54 + 0,8 0 0,8 £ 01 46 + 04
2 VOO9 E2 68,5 4,3 + 0,6 0 05 * 02 6,3 + 0.7
3 V012S1 733 52 + 09 0 0,7 + 0.1 6,7 + 03
3 V012E2 71,8 50 + 0.1 0 0,3 + 01 86 + 1.4
4 V01551 73,0 6,1 + 0,1 0 0,7 + 00 6,0 + 04
4 VOI5E2 71,1 54 + 0.0 0 0,4 + 01 62 + 1.5
5 1016 E1 63,1 53 *+ 04 0 0,7 + 03 11,1 + 1,6
5 1016 E2 64,1 59 + 1,0 0 0,4 + 02 73 + 04
6 1021 C1 64,9 42 + 07 0 0,6 + 0.1 6,6 + 1.1
6 1021E2 65,0 55 + 08 0 0,6 + 0,1 11,2 + 03
7 VO030S1 44,1 538 + 3.9 97,7+ 56 53,5 + 37 68,4 + 6.2
7 VO030E2 484 61,6 + 4.6 99,2+ 68 63,2 + 47 78,4 + 1.8
8 1034 C1 59,4 55 + 06 0 08 + 02 71 + 22
8 1034E2 60,3 50 + 03 0 0,4 + 01 4,4 + 06
9 V045S1 744 6,8 + 1.1 0 0,9 + 0.2 12,1 + 1.2
9 V045E2 71,8 42 + 01 0 0,5 + 0.1 56 + 04
10 | V050S1 73,0 56 + 09 0 0,6 = 0.1 10,7 = 09
10 | VOSOE2 70,9 36 + 03 0 0,6 + 01 12,7 £+ 1.3
11 E065S1 423 35,0 + 3.3 88,7 + 6.1 449 + 64 66,8 + 54
11 EO065E2 39,7 548 + 3,8 109,8 + 5.3 61,2 + 29 76,9 £ 24
12 | E069S1T 423 42,5 + 4.9 61,8+ 59 26,5 + 43 55,0 + 2,6
12 | EOB9E2 404 38,3 + 33 67,5+ 43 339 * 24 60,8 + 22
13 | E0O89E1 364 45,0 + 2.7 84,6 + 3.0 23,7 + 16 63,1 + 0.8
13 E89E2 44,1 56,3 + 4.9 96,6 + 4.4 42,0 + 51 57,6 + 36
13 EO089E3 42,2 49,1 + 3.4 89,4+ 3.2 46,7 + 1,6 63,5 + 5.1
14 1 099 A1 67.1 6,3 + 07 0 0,7 + 0.1 96 + 1.4
14 | 1099A2 625 53 + 1.2 0 0,5 + 0.1 8,8 + 02
15 | V117S1 451 54,5 + 4,9 81,0+ 5.7 406 + 1.9 69,6 + 28
15 | V117E2 423 60,5 + 3.4 95,2+ 5.4 58,7 + 3.3 72,0 + 1.4
16 | E121S1 364 52,5 + 4,2 90,3+ 6.0 218 + 16 80,3 + 3.3
16 | E121E2 39,5 46,9 + 29 62,8+ 1.7 38,3 + 2.1 67,2 + 39
17 136 E1 67.8 57 + 0.8 0 06 + 01 7,1 + 1.4
17 1136 E2 69,2 48 + 03 0 0,3 + 01 45 + 09
18 | V139S1 64,1 18,0 + 1.3 11,0+ 1.0 7.0 + 09 18,2 + 2.7
18 | V139 E2 634 14,4 + 09 129+ 3.4 6,8 + 08 26,4 + 1.4
19 | V141S1 387 449 + 35 94,2+ 4.4 41,3 + 4,0 56,4 + 4,6
19 V141 E2 39,5 55,1 + 33 746+ 23 38,1 + 33 67,8 £+ 1.2
20 1147 C1 62,1 6,6 + 1,1 0 0,9 £ 0.1 80 + 1.6
20 | 1147E2 583 54 + 07 0 1,0 £ 01 10,5 £ 1.0
21 1167 A1 73.6 59 + 0,1 0 0,5 + 0.1 10,9 £ 0.7
21 t167A2 7111 42 + 03 0 0,7 + 01 10,2 + 0.3
22 | 168 B1 70,8 51 + 03 0 0,6 + 0.1 57 + 08
22 1168 B2 74,2 44 + 04 0 0,8 + 0,1 76 + 04
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23 | Vi71S1 451 56,2 £ 2.6 1057 % 34 51,1 = 4.7 78,0 * 2.4
23 | VI71E2 494 67,5 + 3.4 97,9+ 35 61,8 + 30 73,8 + 2,4
24 | E18651 39,1 276 + 6.9 66,7 = 1.7 39,7 + 4,1 528 £ 5.7
24 | E186D2 38,2 46,0 + 35 68,6 + 3.5 380 + 2.2 82,7 + 47
25 | V21951 734 69 £ 0.7 0 0,7 £ 0,1 12,0 = 1.4
25 | V219E2 75,2 4,0 + 01 0 0,5 + 0,1 11,8 + 1.7
26 | 1226C1 71,6 55 = 04 0 0,5 + 0,1 12,0 + 1.1
26 | 1226D2 74,1 4,7 + 04 0 08 + 0.1 10,5 + 1,0
27 | V2azs1 72,7 49 = 03 0 04 * 02 11,7 ¢ 1.9
27 | V24a2A2 752 35 + 04 0 04 + 0,1 85 + 06
28 | V244S1 38,0 51,3 + 2.9 988+ 4.2 391 % 3.9 78,9 £ 4.8
28 | V244E2 495 553 + 4.4 76,2 + 4,4 483 + 3.7 66,5 + 25
29 | V24551 73,2 51 + 05 0 0,6 = 0.1 52 % 15
29 | V245A2 71,7 41 + 07 0 06 + 0,1 98 + 05
30 | v256S1 375 786 £ 21 121,0% 4.2 337 2.2 90,5 * 2.6
30 | V256E2 33,9 66,3 + 1.1 1106+ 65 53,0 + 1.0 90,8 + 48
31 | 1267C1 344 443 + 4,0 62,5+ 54 495 * 1,0 71,2 £ 26
31 | 1267B2 51,2 723 + 58 93,8+ 5.6 706 + 4.4 96,9 + 32
32 | E295S1 70,1 51 0.3 0 0,8 * 0.1 78 ¢ 1.2
32 | E295E2 58,9 189 + 2.8 14,5+ 1.0 63 + 13 356 + 35
33 | 131261 747 49 t 04 0 0,8 = 0.1 6,8 * 05
33 | 1312E2 66,9 35 + 05 0 0,5 + 01 11,0 + 14
33 | 1312E3 718 35 + 02 0 0,7 + 0,1 7.0 + 06
34 | E325S1 36,2 354 + 40 70,4+ 4.4 37,0 + 4.1 71,3 = 7.6
34 | E325E2 37,3 56,5 + 27 729+ 35 50,2 = 56 105,3 + 4.2
35 | 1326C1 629 59 + 03 0 0,7 £ 0,1 9,7 £ 1.0
35 | 1326E2 62,8 43 + 05 0 0,7 + 0,1 89 + 06
36 | 1329C1 43,0 58,8 £ 69 67,6 8.6 410 + 1.2 751 t 1.8
36 | I1329E2 43,1 509 + 21 68,2 + 2.7 450 + 1,0 56,0 + 3.6
36 | 1329E3 446 67,8 + 57 89,5+ 6,2 50,2 + 47 77,3 + 53
37 | E342S1 414 398 + 1.1 79,22 9.1 426 * 5.1 73,0 & 46
37 | E342B2 484 699 + 65 96,4 + 5,6 58,8 + 6.8 88,8 i+ 2.5
38 | E35751 529 20,7 + 2.3 11,1207 58 = 05 20,0 - 2,1
38 | E357E2 46,9 16,2 + 1,0 6,9 0.1 56 + 02 18,4 = 3.1
39 | 1360S1 39,7 55,6 + 1.6 80,6 + 6.7 562 + 3.1 86,8 -- 2.8
39 | 1360B2 54,0 58,1 + 4.4 76,3 + 3.3 52,1 + 50 82,5 = 4.4
40 | 1363C1 711 45 + 03 0 1,0 £ 0.1 74 + 08
40 | 1363D2 74,3 48 + 03 0 06 + 0.1 89 4 0.3
41 | E367S1 64,0 51 = 03 0 0,7 = 0.1 56 4 1.5
41 | E367E2 56,6 35 + 08 0 05 + 0.1 12,2 4 12
42 | V380S1 67,0 6,2 * O 0 0,7 = 02 59 4 0.2
42 | V380C2 61,5 49 + 01 0 06 + 01 11,2 4 08
43 | V38251 616 6,1 + 0.1 0 07 = 0.1 6,4 2 0.6
43 | V382E2 62,1 54 + 03 0 03 + 0.1 51 % 09

Annexe g : Clarté (L*), teneurs en phénols totaux (égs catéchine), tannins cond:nsés

(éqs catéchine pour le test vanilline, en mg/g d'aprés le E1% = 150 de Bate-Smith pour le

BuOH-HCI), et pouvoir tannant (éqgs ac. tannique) des téguments des graines de Pois

(Collection 1991,1992 et 1993), exprimées en mg/q de matiére séche.
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ANNEXE 4 , Planche 3
ANALYSE DE VARIANCE
Nombre d'observations . 90 Nombre de variables : 5
Ne° et noms des variables: 1 = répétition ; 2 = numéro ; 3 = Phénols totaux (PHT) ;
4 = Proanthocyanidines (PA) ; 5 = Pouvoir tannant (PT).
DISPOSITIF DE L'ESSAL :
FACTEUR 1 = 9 Variétés
1=V 045 (1) 2=V 009(2) 3=V 295 (3) 4 =V 357 (4) 5=V273(5)
6=V 171 (6) 7 = V 325(7) 8 =V 256 (8) 9 = V 305 (9)
10 REPETITIONS
ANALYSE DE LA 1 ére VARIABLE : PHENOLS TOTAUX (PHT)
ANALYSE DE LA VARIANCE
SCE DDLU CARRES TESTF PROBA ET C.vV
MOYENS
VAR.TOTALE 84175.48 89 945,79
VAR.FACTEUR 1 79853.82 8 9981,73 187,0  0.,0000
\é/AR,RESlOUELL 4321,66 81 53,35 7,30 16.9%
1
ANALYSE DE LA 2e VARIABLE : PROANTHOCYANIDINES (PA)}
ANALYSE DE LA VARIANCE
S.C.E DDOL CARRES TESTF PROBA ET c.V
MOYENS
VAR TOTALE 206171,42 89 2316,53
VARFACTEUR 1  200745,02 8 25093,13 3745 0.,0000
VAR RESIDUELL 5426,41 81 66,99 8,18 15,0%
E1
ANALYSE DE LA 3e VARIABLE : POUVOIR TANNANT (PT)
ANALYSE DE LA VARIANCE
SCE DOL CARRES TESTF PROBA ET CV
MOYENS
VAR TOTALE 102910,2 89 1156.29
VAR.FACTEUR 1 97467.58 8 12183.45 1813 0.0000
VAR.RESIDUELL 5442 63 81 67,19 8.20 151%

£

Planche 3 : Résultats de I'analyse de variance a 1facteur controlé réalisée sur les génotypes
de pois (collection 1992)



ANNEXE 4 , Planche 4.
Test de NEWMAN-KEULS- seuil = 5%

F1 LIBELLES
9

- NN W s OO NN WO
- N W bHsrOONO®

MOYENNES
90,74
77,34
65,44
55,93
45,49
25,92
20,73

3,95
3,79

Test de NEWMAN-KEULS- seuil = 5%

F1 LIBELLES
9

- N W bHs 0oy W
- N W bH OO N ®

MOYENNES
128,74
109,51
84,99
82,01

65,1

12,6

9,32
0
0

Test de NEWMAN-KEULS- seuil = 5%

F1 LIBELLES
8 8
9 9
7 7
6 6
5 5
4 4
3 3
2 2
1 1

MOYENNES
102,37
94,04
83,14
62,79
54,14
40,11
38.31

6,92
6.85
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1 ére VARIABLE : PHENOLS TOTAUX (PHT)
GROUPES HOMOGENES
A

2 e VARIABLE : PROANTHOCYANIDINES (PA)
GROUPES HOMOGENES
A

3e VARIABLE POUVOIR TANNANT (PT)
GROUPES HOMOGENES

A

Planche 4 . Résultats du test de NEWMAN-KEULS-seuil = 5% réalisé sur les génotypes
de Pois (collection 1992).
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Titre :
LES FACTEURS ANTINUTRITIONNELS (F.A.N.) PHENOLIQUES
DE Pisum sativum L. ET DE Vicia faba L. (Leguminosae) -
ASPECTS STUCTURAUX, GENETIQUES ET PHENOTYPIQUES.
Biochimie Appiquée - Phytochimie
Résumé :

Les tannins condensés ou proanthocyanidines sont des composés qui ont la
propriété de former des complexes avec les protéines de la ration alimentaire et d'inhiber
les protéases du tractus digestif.

A l'aide d'un panel de méthodes chimiques (meéthode au bleu de Prusse couplée a
I'adsorption sur PVPP, BuOH/HCI, Vanilline), methodes biologiques (hémanalyse et
complexation a la gelatme) méthodes physiques (spectrocolorimétrie et spectrométrie
proche infrarouge) nous avons expertisé les facteurs antinutritionnels phénoliques de
deux sources protéiques végétales: Pisum sativum L. et Vicia faba |.. Parallélement, une
étude de la variabilité phénotypique de ces Légumineuses (pois et féverole) a montré une
interaction génotype-milieu plus importante que I'effet milieu.

Nous avons également tenter de valider les methodes physiques de dosages non
destructives par rapport aux méthodes chimiques classiques ; la spectrométrie proche
infrarouge en mode réflexion s'est avérée étre une technique partlcuherement bien adaptée
aux programmes de sélection.

Pour une connaissance plus approfondie des molécules responsables de l'activité
tannante chez ces deux Légumineuses, le contenu phénolique a été fractionné par
affrontement entre solvants et par passage sur tamis moléculaire. Une méthode particuliére
d'étude a été développée et les resultats ont montré que la base chimique du contenu
phénolique des téguments reposait essentiellement sur des molécules de type
Proanthocyanidines ou tannins condensés. L'analyse structurale nous a permis d'identifier
14 molécules polyphénoliques s'accumulant dans les téguments. Les molécules identifiées
sont des procyanidines dans le cas de la féverole (Vicia faba "Alfred") : 5 diméres et un
trimere. En revanche, dans ie cas du pois (Pisum sativum ssp arvense "V 256") les
molécules isolées sont essentiellement des prodelphinidines : 5 diméres, 2 triméres et un
tetrameére.

Mots clé :
Vicia faba L.., Pisum sativum L., Tannins, Proanthocyanidines, variabilité phénotypique,
spectrométrie de masse (ES.MS), microdégradation.








