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JX.3 .4.3 Activité termicidc de fract ions issu es de chromatographie sur colonne de la

phase enrichie en acétogé nincs (P-MeO H )

Tout dabord. il faut noter l'activité tcrrn icide de la phase enr ichie en ac étog én incs (P ­

MeOl-! ) étudiée au paragraphe précédent et qui a été à nouveau incluse à la présente s ' rie de

tests. a fi n de pouvoir conclure avec certitude à propos de l' activité des fractions de

chroma tograph ie. Le présent test donn e un TM de 87 % en 5 jo urs, voisin de celui trouvé

précédemment de 100 % en 5 jours à la dose de 10 mg/c m".

La Figure 62 révèle que le. composés de la fraction F-13 à la dose de 2 mg/cm" ont

donné un TM de 93 % en 5 jo urs et 100 % en 7 j ours. La fraction F- 19 à la dose de 1 mg/cm­

possède une activité plus faible (TM 31 % en 5 jours et 100 % en 10 jours).

Bien que la quantité mise en je u pour F- 19 soit faible (seulement 1mg/cm"), en raison

des diffi cultés pratiques relatives aux quantit és disp on ibles pour les tests et pour les ana lyses.

il est évident d' après la Figure 62 que cet te fraction est moins active que F-13. Nous avons vu

par exemple (Figure 52) que EW-As/Ex (à 0,4 mg/cm") qui a induit une mortalité faib le en 7

jours (TM 25 %) , n éccs irait un dépôt dix fois supérieur « 5 mg/cm") pour atteindre un TM

de 80 %. Ces observations montrent don c l' efficacité du fractionne ment effectué .
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Figure 62 : Activité tcrmic ide des fractions issues de chrom atogra phie sur colonne de

la phase enrich ie en acé togénines (P-l\'leOH)

(Conc: 2; 1 ; 10 mg/cm' , respectivemen t pour 1'-13,1'-19 ct P-MeO I-l)
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IX,3.4.4 Comparai son de l'acti vité tcrrnicide des d iffé ren ts extraits les plus ac ti fs (P­

McO H, EW-Asdcf/Ex , EW-As/E x, I-Ix-AslEx

Le présent chap itre renel compte des résultats de l'acti vité termicide d'extraits

d 'am ande des quatre graines oléagineuses sé lectionnées pour cette étude, don t une vingtaine

conce rne l' esp èce A. sq uamosa sur laquelle porte l' essentiel cie l'é tude termicide. Afin de

parvenir à une conclusion quant à l'i ntérêt de cette espèce, il convi nt de comparer les extraits

les plus actifs obtenus par tests de scrccning (test cie non choix).

La Figure 63 rassemble les résultats pour les extrait. les plus intéressants et permet de

noter que les deux extraits les plus actifs d' après ces sér ies de tests sont :

l' extrait hydro éthanolique (éthanol/cau, 1)0/20 v/v) sur amande d éli pidée (Ew -Asdef/ Ex) à

1.2 - 5 mg/cm",

la phase enrichie en acétogénines par partition liquide-liquide (P-McOH) à 1,2 - 5

mg/cm".

Les perform ances paraissent meil leures pour le premier extrait que celles de la fraction

obtenue sur amande non délipidée mais la diffé rence est faib le. Pour le seco nd, le TM

provoqué par ce dernier est cie 100 % dès Je 3cIl1e jour pour la même close de 10 mg/cm". Ce

dernier est indiscutablement l' extrait le plus actif. On pourrait espérer atteindre dans des

conditions et avec des systèmes de . olvants optimisés plus finement que ce qu'i l a été poss ible

de réaliser au cours de ces travaux de thèse, un niveau d'activité bien supérieur, comparable à

celui obtenu après chromatographie pr éparativc. L'activité de la fraction F-13 est voisine de la

précédente (P-MeOH) mais pour une dose 5 fois plus faible (2 mg/l'ml).

Nous venons donc de mont rer quau-dclà des effets cytotoxiques (Londcrshausen,

199 \ ; Saxena, 1993 : Pardhasaradhi et al., 2005) ct insecticides (Saluja, 1989 et 1994 : Dales,

1999 : Gilbert. 1999: dos Santos, 2001) déjà décrits, les extraits de A. squamosa ont bien une

activité tenn icidc ; c' est la première fois, sur la base de la littérature consultée, qu'une telle

activité est révélée pour A. squamosa,

Nos propres travaux de mise en relation de lacti -it é termicide avec les structures

moléculaires, laissent penser que, comme Hopp et 01., ( \996) l' ont écrit. J'activité insect icide

des extraits de A. squol/losa est causée par les ac étogénincs de type squarnoc ine. Selon ces

auteurs, ces derni ères agi sent sur le système respiratoire des insectes qui meurent par

asphyx ie ( ~ hapitre 1).
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Figure 63 : Activité termicide pa r te st de non choix des ex tra its les pl us actifs de A.

squamosa en 3 jours (P-MeOIl, E\V-Asd efï Ex, E\V-AslEx, I-Ix-As/Ex)

(Conc : 1,2 ; 5 ; 10 mg/cru')

Les résultats qui ont conduit à ces observations étant obtenus par test de non choix, il

convient maintenant de soumettre les extraits les plus actifs au test normalisé EN 11 8.

IX.3.5 Efficacité préventive sur boi s des extrai ts les plus actifs (EW-AsdefïEx ct P­

l\leOH) de A. squamosa par essa i El' I IS.

Le te t de non choix ne suffi t pas à lui seul pour appr écier J' efficacité préventive sur

bois. Il faut nécessairement confirmer cette efficacité par un essai normalisé sur bois. On a

donc effectué cet essai avec les deux. e: tra its les plus act ifs d'après les tests de non choix que

sont :

l'extrait hydroéthanolique sur amande délipid ée (EW-Asdef/ Ex) à 10 mg/cm"

la phase enrichie en ac étog énines (P - MeOI-! ) à 10 mg/cm".

La fraction F-13 quant à elle n' a pas été soumise à ce test car elle a été obtenue par une

méthode de laboratoire qui ne serait probab lement pas applicable pour une production à

grande échelle pour des raisons 'conomiques.

On s'est limité à une seule concentra tion (l 0 mg/cm") à cause de la disponibilité en

termites.
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La Figure 64 montre que les cota tions des attaques sur le bois traité par les extrait s

(EW-Asdcf/Ex ct EW-As/Ex sont toutes égales à 0 selon l'essa i EN 118 (aucune attaque du

bois). Se lon la norme EN 599-1 (classe demploi l , ~ chapitre V I), ces extra its pourraien t être

utilisés comme produits de traitement préventif du bois . D'après les tests de scrce ning (test de

non choix), on peut penser que l'extra it P-ïvleOII conse rvera it cc niveau dactivit é à une dose

bien inférieure par comparaison ù l' autre extrait maie' il n' a pas été poss ible de le vérifier pour

des raisons pratiques.

Nous venons de montrer par cieux voies différentes dcxtract ion suscept ibles de

conduire à deux pr cédés qui nc serai ent pas équivalents du point cie vue de 1"impact

enviro nnemental ct du dével oppe ment durable, 1"intérêt d 'ex traits d 'amande de A. squamosa :

l' une risquée du point de vue environneme ntal. l' extrait P-MeOH utilisant des solvants

probl ématiques du point de vue éco logique comme le chloroforme, le méthanol (William

et l-Iron. 1996 : Wan et Wakelyn. 1997),

l' autre basée sur un solva nt {l'origine renouvelable. constitué d'éthanol et d ' cau : "éthanol

dorig ine Iermcntaire étant de plus en plus dispon ible, avec le développement des

biocarburants (Ragauskas et al., 2006).

La facilité de mise en œuv re du procédé éthanolique qu i ne nécessiterait qu'un petit

nombre d'étapes ouvre des perspectives d 'application pour une production à un coût

compatible avec sa mise en œuvre au Bénin.
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64-a : Etat en fin d ' essai d l' l ' éprouvette

imprégné (EW-Asdcf/Ex) : ntation 0

64-b : Etat cn fin d 'cssai dc

64-c : Eta t en fin d 'essai de
l' éprouvette non im prégné
(témoin) : C ota tion 4

l' éprouvette imp régné (P-MeOH) :

Co ta tion 0

Figure 64 : Efficacité préven tive su r hoi s des
ext ra its les plus actifs (EW-Asdef/Ex et P­
M eOH) pa r ess ai EN I IR : C ota tions
(Conc : = 1(1 mg/cm 2

)

IX.4 Synthèse d es résultats: Efficacité - Applications

Les donn ées du Tableau 30 tém oign ent de la poss ib ilité d 'utilisa tio n des dérivés

(hu ile, extra its) d' amande de A . squamosa sous d iverses fo rmes dan s le do maine de la

pré servation du bois (Nor me E, 559 - 1) . Sous réserve de confirm ation par des tests plus

approfondi s que ce ux d s essais pré liminaires effec tués au cours de cette étude, nou s pouvon s

entrevo ir des app lications pour deux autres oléag ineux co ns idérés. Les hu iles de A. indica (H ­

Ai) et C. pro cera (H- 'p) acc esibles via un procédé s imp le par p ression étant donnée la teneur

élevée en huile des am ande s. pou rraient servir comme répulsif de termites . L 'hui le de A.

squamosa ext raite avec I' hcxanc à froi d la isse es pérer un intérêt en traitement préve ntif du

bois pour une hu ile extraite par simp le pression (sou s rése rve de vérific ation de l' activ ité de

ce produ it) . Les extraits hydro éthanoliques EW-As dcf/Ex et leurs dérivés, P-MeOH, F- 13,

pe uve nt serv ir comme produits de préservation du bois selon les prescripti ons de la no nn e EN

1 t ~ dans la c lasse dernploi 1.
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Tableau 30 : Synthèse des principaux résultats relatifs à l'activité tcrmicide des extraits des quatre oléagineux sé lectionnés

Espèces Extraits i\téthode d ' obtention Ta ux de Cota tion Durée Seuil Complexité et impact Applicat ions
mortalité test dl' EN I IN defflcacit é d'effi cacité écologiq ue probables putentielles

nO/1 choix ('X») (jours) (mu/l'm' ) du procédé
A. indien II-Ai l luile tSoxhlct. 69 "c) 65 3 13 20 Moyen Répulsif

C procerll 11 - Cp Huile (Soxhlct, 69 oC ) 2 1 3 13 > 20 Moyen R épulsif

P. bigtobosa 11 - Pb Huile ~Soxh J et . 69 OC) 17 lnd ét. 13 > 20 Moyen -

I-t-As Huile (Soxhlct, 69 QC) 69 :2 13 20 Moyen R':pulsif

I1x-As/Ex Extrait (batch) hexanique 68 lnd ét . 10 5 - 10 Faible Termic ide
à froid sur amande non

d élipid ée (200C )

EW-As/ b : Extrait (batch) 100 lnd èt. 10 J ,2 - 5 Faible Terrn icide
( EtOH / I I ~O .

RD/20) sur amande non
dé] inid ée (20°C)

EW-Asdd/Ex Extrait (batch ) 100 0 7 1.2 - ) Faible Préservaiion du
A. squamosa (EtO II/ II:O. bois

ROi 20) sur amande
d éli pid ée (200 e )

P-l\1eOII Phase (Part ition Liq - Liq) 100 0 3 1,2 - 5 Eleve Préservation du
enrichie en ac étngénines bois

P -11x Phase appau vrie en 74 1nd ét. 10 >5 Elevé Répulsif
ac éi og énines

F - 13 f raction d'a c éiog énincs 93 Indét. En 3 jours 2 Elevé Préservation du
bois

F- 19 Fraction d ' ac éiog énincs 44 Indét. En 7 jours > 1 Élev é -
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IX.5 Conclusion

Si les propriétés insecticides en général de ces espèces avaient été rapportées dans la

littérature scientifique, surtout pour A. indica (neem), il n'en était pas de même pour l'activité

termicide en particulier. Al' exception de P. biglobosa, les trois autres amandes paraissent

intéressantes. Seule cette partie de la graine a en effet été étudiée et nous avons de plus été

contraints de focaliser le travail sur A. squamosa, l'espèce pour laquelle les essais

d'orientation paraissaient les plus prometteurs.

Il faut donc souligner le fait que d'autres parties de la biomasse collectée sont aussi

susceptibles de présenter une activité dans le domaine de la préservation du bois. Par

exemple, la partie écailleuse de A. squamosa n'a pas été considérée dans cette thèse et si la

coque elle-même n'a pas montré une activité termicide, il est tout à fait envisageable qu'elle

renferme des composés dont l'activité n'a pu être révélée, mais qui seraient extractibles par

ailleurs.

Ce chapitre rassemble les résultats relatifs à l'étude de plus de trente échantillons,

amandes, tourteaux, extraits. Bien qu'appelant des tests complémentaires selon la norme EN

559-1, il permet de tirer plusieurs conclusions relatives à l'activité termicide d'extraits des

amandes des quatre graines oléagineuses:

l'activité termicide dépend largement du solvant d'extraction (polarité, température

d'extraction) et évidemment de la concentration de l'extrait.

pour A. squamosa, les composés termicides se retrouvent préférentiellement dans les

phases plutôt polaires (éthanol/eau, chloroforme, méthanol), même si leur comportement

dénote un caractère amphiphile. Pour A. indica et C. procera, il semble que ce soit

l'inverse. Ainsi la préférence donnée au solvant hydroéthanolique favorable à A.

squamosa, n'a pas permis de révéler le potentiel de A. indica,

le binaire éthanol/eau, 80/20 v/v constitue un mélange convenable pour la mise en place

d'un procédé d'extraction de composés termicides à partir d'amandes de A. squamosa.

les composés chimiques responsables de l'activité termicide dans les amandes de A.

squamosa (acétogénines de type squamocine) confèrent à l'une des fractions

chromatographiques l'activité la plus élevée de la série, montrant ainsi le niveau qui

pourrait être atteint via un procédé bien adapté.
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Les seuils d'efficacité sont de l'ordre de 5 - 10 mg/cm" (pour les extraits hexaniques)

et de 1,2 - 5 mg/cm' voire inférieurs pour les extraits alcooliques. Bien que faisables, les

doses à appliquer restent supérieures à celles des produits de synthèse.

Dans une perspective d'applications des résultats pour la production, la voie serait

encore longue afin de disposer des éléments indispensables avant une décision d'exploitation:

vérification de la résistance du produit (tests d'évaporation-oxydation de 4 semaines),

indispensable pour classer un extrait en classe d'emploi 1,

essais normalisés complémentaires (EN 46 ; EN 49-1 ; EN 20-1 et 2 ; EN 73 ; EN 47 ; EN

49-2) spécifiques des classes d'usage supérieures, incluant d'autres agents de dégradation

du bois (Hylotrupes bajulus, Anobium punctatum, Lyctus brunneus),

mise en formulation des extraits, coût et propriétés finales des produits formulés.

Les résultats obtenus permettront néanmoins d'orienter la réflexion à propos des choix

technologiques en vue de l'optimisation d'un procédé d'extraction; l'éthanol qui peut être

d'origine fermentaire paraît présenter un avantage. Mais il ne faut pas oublier le CO2 SC dont

les avantages en termes de « technologie propre» et de sélectivité laissent espérer une voie

vers des extraits ayant une concentration élevée en composés actifs.

Le procédé ébauché au cours de ce travail pourrait fournir des extraits pour d'autres

applications, au-delà de la protection du bois, vers le domaine phytosanitaire et celui de la

santé humaine, compte-tenu des multiples activités recensées pour A. squamosa.
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Conclusion générale

L'étude bibliographique et les informations recueillies sur le terrain relatives à des

espèces végétales connues mais peu exploitées (hors bois d'oeuvre) ont permis de

sélectionner quatre espèces oléagineuses du Bénin : Annona squamosa, Azadirachta indica,

Carapa procera et Parkia biglobosa ; à l'exception de A. indica, ces espèces sont mieux

connues du point de vue forestier et de celui des utilisations traditionnelles qu'au plan de la

composition chimique des graines.

Le travail de laboratoire a donc nécessairement commencé par la caractérisation

chimique des différentes parties des graines collectées -coque, tourteau d'extraction, huile- via

l'analyse des lipides, des protéines, des glucides, des minéraux, de la lignocellulose, en CCM,

CPG, CLHP et par des méthodes de dosage normalisées. Il a permis de compléter les données

de la littérature et de faire progresser la connaissance de la composition et des propriétés de

ces graines. L'étude montre l'intérêt en nutrition de l'huile de P. biglobosa de par sa richesse

en tocophérols et en phytostérols, mais aussi l'intérêt du tourteau d'extraction (acides aminés

essentiels, lysine et leucine notamment). Ces résultats justifient l'usage traditionnel de P.

biglobosa pour la préparation du condiment « afitin ». Les autres huiles sont de type oléique,

avec jusqu'à 60 % de cet acide pour C. procera.

En fait, dans l'optique du développement durable qui implique l'utilisation de

l'ensemble de la biomasse collectée, ces données permettent de montrer des voies de

valorisation des co-produits de la graine après l'extraction de fractions possédant une activité

insecticide, ce dernier domaine ayant constitué l'axe principal de la thèse.

Les tests d'orientation de la deuxième partie du travail ont conduit à désigner A.

squamosa pour l'étude plus approfondie de son activité anti-termites, cette espèce ayant

montré un niveau supérieur aux autres dans les conditions expérimentales choisies. Cela ne

signifie nullement que les trois autres espèces végétales sont dénuées d'intérêt pour cette

application -des essais complémentaires seraient utiles pour mieux évaluer leur activité- mais

le choix d'une seule espèce végétale s'imposait pour des raisons pratiques. De plus A. indica

ayant fait l'objet d'une grande attention de la part des chercheurs, le choix d'A. squamosa

paraissait plus vecteur d'innovation.
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Lors de l'étude du procédé d'extraction des composés termicides, la gamme de

solvants testés couvre l'ensemble du domaine de polarité (hexane, éthanol, acétone/eau,

éthanol/eau, eau). Les composés responsables de cette activité termicide s'étant montrés plus

solubles dans des solvants polaires, nous nous sommes intéressés au mélange binaire

éthanol/eau, solvant qui présente l'avantage d'un impact environnemental réduit par rapport à

ses concurrents (acétone, méthanol). Les courbes d'équilibre établies à partir des essais

d'épuisement des extractibles en quatre étapes successives d'extraction en milieu

hydroéthanolique ont permis de tracer les droites opératoires et de révéler les bonnes

performances du binaire éthanol/eau 80/20v/v du point de vue de l'efficacité du transfert

solide-liquide (facilité d'extraction), mais aussi de l'activité termicide de l'extrait.

Des essais exploratoires en milieu CO 2 supercritique laissent espérer la sélectivité

attendue de ce solvant et la nécessité d'un co-solvant tel l'éthanol a été notée pour ce qui est

du rendement d'extraction; cet axe de recherche devrait à notre avis être prioritaire lors de la

poursuite des travaux, compte-tenu de la possibilité offerte par ce milieu d'extraire

séquentieUement les différentes classes de composés présents dans les graines, ceci afin

d'élargir la gamme de composés accessibles par un tel procédé s'il était mis en œuvre.

Les performances termicides encourageantes des extraits hydroéthanoliques ont

conduit ensuite à rechercher des fractions présentant une activité plus élevée, en combinant

partition liquide-liquide et chromatographie préparative sur colonne, d'après des protocoles de

laboratoire adaptés de la littérature. Le test de détection en solution avec les réactifs de Kedde

a montré la présence d' acétogénines dans des fractions issues de la chromatographie

préparative. La microanalyse élémentaire C,H,O, puis l'analyse par CLHP/SM et en RNIN ont

montré la présence d'acétogénines comme composants principaux de la fraction la plus

active; sous réserve d'une élucidation complète de ces structures complexes, ces acétogénines

paraissent être de type squamocine.

Cette activité termicide des extraits a été évaluée par des tests rapides de non choix et

les plus actifs ont passé avec succès l'essai normalisé EN 118 relatif à la prévention de

l'attaque du bois. Pour A. squamosa qui a montré l'activité la plus élevée de la série, les seuils

d'efficacité et la cotation de l'attaque sur bois ont confirmé l'aptitude à la préservation du bois

des extraits obtenus avec un solvant polaire.
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Les principaux objectifs du programme de thèse ont donc été atteints:

faire progresser la connaissance de la composition chimique de la biomasse collectée en

vue de sa valorisation indépendamment d'une exploitation comme source d'insecticide;

mettre en évidence une activité anti-termites intéressante pour l'une des espèces au

moins: l'activité termicide révélée n'avait jamais été décrite auparavant;

jeter les bases d'un procédé à faible impact environnemental transposable à l'échelle de la

production;

le quatrième et dernier objectif, l'exploration des composés responsables de l'activité, a

été suffisamment effleuré pour établir un lien avec les résultats de la littérature.

D'une façon générale cette étude a révélé ou rappelé l'intérêt des graines de plusieurs

espèces, dont P. biglobosa et A. squamosa, pour des applications diverses (alimentation

humaine, alimentation du bétail, préservation du bois), d'autres applications nécessiteraient

des études complémentaires (substitut de bois de feu, amendement du sol, protection des

cultures). Elles sont toutes susceptibles d'améliorer les conditions de vie des populations

locales.

Notre souhait est que cette étude et les développements qui la suivront contribuent à la

relance de la régénération de C. procera qui est une espèce menacée au Bénin et au

reboisement avec P. biglobosa du parc néré du plateau d'Abomey. Ainsi les populations de la

région, rurales à plus de 80 %, pourront continuer et élargir l'usage traditionnel des fruits,

feuilles et autres dérivés des espèces forestières pour satisfaire une partie au moins de leurs

besoins, alimentation, énergie, mais aussi produits à usage phytosanitaire ou pour la

préservation du bois et des récoltes.
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Annexe l : Production mondiale d'oléagineux (www.epobio.net/workshop0605.htm)

Graines oléagineuses Production en 2005 Pourcentage (%)
Tonnage Huile

Soja 209531 558 20

Noix de palme 173261 199 17 - 27

Coco 55 037 524 30-40

Colza and mustard seed 45950786 40

Coton 41 132246 28 - 40

Arachide (aves coques) 36492 147

Huile de palme 32814436

Tournesol 30674534

Olive 14511779

Palmiste 8771 591

Sésame 3321458

Lin 2710986

Autres graines* 1 892327

Ricin 1 393812

Tallowtree seeds 870000

Saftlower 773427

Sheanuts 693000

Mustard 621 023
Melon 586605

Tung Nuts (Aleurites) 516480

Kapok 392 967

Poppy seeds 60 135

Hempseed 31680

Jojoba 400

Total 662042100

* Incluant: beech nut (Fagus sylvatica); (Aleurites moluccana);(Carapa guineens is];(Croton

tiglium);(Bassia latifolia);(Guizotia abyssinica);(Licania rigida);(Perilla frutescens) (Jatropha curcas);(Shorea

robusta); (Pongamia glabra);(Astrocaryum spp.)

* Source, FAOSTAT data, 2006
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Annexe 2 Acrroissement des productions d'huiles végétales nécessaires d'ici à 2020 dans les pays

de l'UEMOA, à ration alimentaire constante

.~ , _ ~ "'. - ,._,~ _ .• 1" - .-..-. •.• ,"""4.' " ~ ••• , ...

PAYS BESOIl\S9il99 BESOINS 2020 ACCROI SSEME~T ACCROISSEMENT

Tonnes TOJJm:s Tonnes 0,..
BENIN lX 0\17 4'J lOb 21 109 + 75-/.

DlIRKINA :; 1 732 It<J 66X 4i "IJ6 + 9J-/.

RCI. lX(l37M 2()X :,6lt 88 182 + 49%

Clll\JH BISSAI! 1:\_172 22 u« 8744 +65%

MALI 72 :s:,? 1-'4:'1:>7 61710 + 85%

NIGER Jn 5L(~ 764l1b 39893 + 109-""

SE:-.JEGAL 1:;1i!\:s~ 2:;<J !\9X 101 015 l' 64-/.

TOCiO 2" 4011 -l'J -I6h 20066 + 68-;;,

IIEMOA 571311 95996i -122656 t 74-""

non (IEMOA 1147993 j 592 50'7 14.... 514 ... 67·,{,

CEDEAO 2 i19 J04 455247-1 1833 liO + 61-/0

* Source Hirsch, 2002

Annexe 3: Composition en acides gras de quelques huiles végétales commercialisées

C8 :0 CIO :0 C12 :0 C14 :0 C16 :0 C18 :0 C 18 :1 C18 :2 C18 :3 C20 :1 C22 :0

Soja 14 4 21 55 9
Palme 5 36 2 50 8

, Colza 5 3 60 20 8 2
Tournes 6 5 22 65
01
Arachide 10 3 56 30
Coton 25 2 15 57
Coco 9 7 50 16 8 2 7 1
Palmiste 4 48 16 9 4 15 5
Olive 16 2 65 16 1
* Source FAü data
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Annexe 4 : Rendement d'extraction (REX) en fonction de la pression et de la température (20

Min d'extraction)

Rendement d'extraction (%) Presssion (bars)
200 300 500 700

40 13 31 62 74
60 8 28 75 96
80 3 24 90 100

* Favati et a!., 1994; Kiriamiti et a!., 2001 ; Andrich et al., 2001

Annexe 5 : Pouvoir solvant du CO2 SC en fonction de la température et de la densité réduite du

C02SC

Densité réduite = densité réelle/densité au pomt cnuque

Favati et al., 1994 ; Kiriamiti et al., 2001 ; Andrich et al., 2001

*
*

Pouvoir solvant du CO 2 SC (g/Kg CO2) Densité réduite du CO2 SC*
1,7 1,8 1,9

35 2,3 4,5 9,5
60 9,8 20,2 40,2
85 33,6 72,6 135,3

..

Annexe 6: Rendement d'extraction en fonction du type de prétraitement mécanique

Type de prétraitement mécanique Aucun (1) (1)+(2) (1) + (2) + (3)

Rendement d'extraction (%p) 5 92 94 96

(1) : Broyage avec broyeur type moulin à café, (2) : Ecrasement avec mortier et pilon, (3) tranches (épaisseurs <

0,3 mm) après pressage mécanique.

* Favati et a!., 1994 ; Kiriamiti et al., 2001 ; Andrich et al., 2001
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Annexe 7-a : Schéma du pilote à solvant CO2 supercritique

Vis IID:

eltrémités
du

contadeur

COlitacteur en
acier ïnoIydable

(v= 7 ml)

* Modèle Hewlett Packard 7680 T

Le pilote à solvant supercritique (modèle Hewlett Packard 7680 T) mis à la disposition du

ClRAD-AMIS par l'entreprise Phytatec permet l'utilisation de COz en présence ou non de co­

solvant, pour la préparation d'échantillons à des fins analytiques.
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Annexe 7-b Principe de fonctionnement de l'appareil.

L'extraction en milieu supercritique se fait en plusieurs étapes:

Dépôt de l'échantillon de graine dans le contacteur :

On dépose une masse d'environ 500mg de graines dans le contacteur en acier inoxydable. Le

pilote peut recevoir jusqu'à 8 contacteurs dans son carrousel.

• Extraction de composés d'intérêt présents dans l'échantillon par le fluide supercritique:

L'extraction utilise deux types de C02 à l'état liquide, l'un pur (C02« scientifique », Linde

Gas, Réf B20, 15 kg pureté: 99,9%) pour extraire le ou les solutés d'intérêt et l'autre de

pureté inférieure (Linde Gas, Réf B47, 35 kg) car utilisé comme cryogène pour le système de

compression. Avant extraction des composants, le C02 est porté à la pression et à la

température désirées respectivement par une pompe haute pression et un échangeur

thermique. Une fois la densité désirée atteinte (P et T), le CO2 supercritique entre en contact

avec l'échantillon présent dans le contacteur. Le pilote permet de mener une extraction en

mode statique et/ou en mode dynamique. En mode statique (étape de conditionnement de

l'échantillon à extraire) un volume fixé de fluide supercritique interagit avec l'échantillon

pendant un temps donné, alors qu'en mode dynamique (étape d'extraction), le fluide au

contact de l'échantillon est renouvelé continuellement. En fin d'extraction, le C02 SC est

transvasé vers une chambre de dépressurisation et le soluté est condensé sur les parois

• Récupération des composants par un solvant organique:

Après transfert des extraits dans le piège, la pompe à solvant y fait circuler de l'hexane afin de

récupérer le ou les composants dans des flacons. A l'hexane, on peut ajouter un autre solvant

de rinçage, le chloroforme afin de s'assurer que tous les composants sont bien extraits et

d'assurer aussi une maintenance permanente de la trappe.
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Annexe 8 : Mise en marche du pilote à solvant supercritique

La procédure de fonctionnement de l'appareil est la suivante en mode d'extraction sans co­

solvant:

• Sélectionner le logiciel HP ChemStation.

• Cliquer Start, sélectionner SFE2 puis OK.

• Aller dans Method puis New Method. Sélectionner le nom du fichier puis OK.

• Aller dans Extract puis Setpoints.

Cliquer dans Extraction Condition et modifier les paramètres P et le temps d'extraction.

• Cliquer dans Fraction Output, puis mettre pour Rinse Solvent 1 n-hexane, OK.

• Pour ajouter un autre solvant aller dans Rinse puis Rinse solvent :

y Mettre dans Rinse solvent l, le premier solvant choisit par exemple n-hexane.

y Mettre dans Rinse solvent 2, le second solvant choisit par exemple chloroforme.

• Cliquer sur Fraction Output, mettre le nom du deuxième solvant et changer le numéro du

flacon (vial) pour le second solvant. Cliquer sur Add substep puis OK.

• Ensuite, on retourne dans Method, Save Method OK puis Oui.

• Aller dans Sequence, Build Sequence, Clear AlI puis sur Add et OK.

• Retourner dans Save Sequence puis OK et Oui.

• Aller dans Run, Keyboard et cliquer sur Start.

• Puis Run à nouveau et Instrument Status.

Pour effectuer l'extraction à l'aide d'un co-solvant, la procédure est la suivante:

On reprend les sept premiers points précédents, puis après Rinse et Rinse solvents,

• Aller dans Extract puis Modifiers, Modifier choices : sélectionner le co-solvant de notre

choix, ici l'éthanol, Select et OK.

• Toujours dans Extract, aller dans Setpoints puis cliquer dans:

~ Extraction conditions, puis modifiers et mettre le volume d'éthanol souhaité,

cliquer sur Replace et OK.

~ Analyte Trap, Trap temperature et OK.
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..
Squalène (Hydrocarbure)

Indéterminés

diglycérides

Triglycérides

"(-Tocoohérol

Acide Gras Libres (AGU

Stigmastérols

Monooléine (Monozlvcéride)

- Lipides polaires
--

~

~
~

Mélange de 5
étalons

A. indicaA. squamosa

...-

P. biglobosaC. procera

Annexe 9 : Plaque de CCM des quatre huiles végétales (analyse qualitative)
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Annexe 10 Chromatogrammes des acides gras
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Annexe 12: Courbes d'étalonnage des tocophérols (CLHP)
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Chromatogrammes des tocophérols
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Annexe 14 : Caractérisation du tourteau d'extraction de quelques graines d'importance
économique au Bénin

(% MS, graines) Arachide Coton Soja
Humidité 3 - 7 3 - 10 3 - la
Cendres 3 - 7 4-7 5 - 7

Matières grasses 3,3 4 - 5 0,6 - 0,7
Protéines 26 - 42 28 - 50 36 - 53
* Lusas and Hernandez, 1997

Annexe 15 : Composition en acides aminés de tourteaux de soja délipidés à l'hexane

Acides aminés 0/0

Arginine 3,6
Histidine 1,3
Isoleucine 2,4
Leucine 3,8
Lysine 3,1
Méthionine 0,8
Phényalanine 2,5
Thréonine 1,9
Valine 2,5
Alanine 2,1
Acide aspartiqu e 5,7
Acide glutamique 9,3
Glycine 2,0
Serine 2,6
Tyrosine 1,9
* Lusas and Hem andez, 1997

Annexe 16 : Masse volumique des binaires éthanol/eau
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Annexe 17 : Plaque de CCM des étalons

Annexe 18 : Plaque de CCM des lipides présents dans les extraits
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Annexe 19 : Plaque de CCM de l'huile d'A. Squamosa

Annexe 20 : Test colorimétrique des acétogénines avec les réactifs de Kedde

(MPRI, 1999 ; Naiyana, 2002)

O,5mL de
Frac tion
concentrée
à 2mg/mL,

O,5mL de
Fraction
con centrée
à 2mg/mg .

2-3 go uttesde KeddeA

à 2%+ 2-3 gouttes de

Kedd e B à 5,7%.

2-3 gouttesde KeddeA à

2%+ 2-3 gouttes de

Kedde B à 5,7 %.

Coloration rose

vio lacée

Incolore

10 min après,

form at ion d'un

pré cipté rosé

10 min après,

form ation d'un

pré cipté blanc

test positif pour les fractions F12-F19

négatif pour les fractions FO-Fll et F20-F29 et pour les témoins solvants
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Annexe 21 : Méthode de dosage des acétogénines par titrimétrie acidobasique

Extraits ou fractions

+ 1ml d'Acétate d'éthyle, filtration

l
1 Solution 1 1 1

Résidu (non utilisé) 1

*

+ 1 ml d'une solution à 25% de NaZS04 + 0,5 g de
poudre de charbon actif, (A), filtration sur Büchner

1 Solution 2 1

+ 20 ml d'eau distillée + 2- 3 gouttes de phénolphtaléïne (ajuster
le pH à 7 avec 0,1 M NaOH + 5 ml NaOH 0,1 (A)

1 Solution 3 1

~ Titrage avec Hel, 0,05M 1

~ Solution neutre 1

MPRl, 1999; Naiyana, 2002
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Annexe 22 : Microanalyse élémentaire des extraits

Extraits C H 0 N
100/0 64,84 10,92 18,30 l,57
80/20 35,88 9,35 21,04 1,94
50/50 11,27 7,69 18,93 0,78
20/80 16,93 8,62 38,84 1,25
0/100 13,61 6,49 35,52 1,9

Hx-Ex 76,56 11,86 11,22 0,09
P-MeOH 73,43 11,43 14,5 0,22

Annexe 23 : Spectres de RMN de la fraction F-13

L
1 i i i 1 1 1
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i 1 1

6
i
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4 3 z ppll

23-a Spectre RMN tH de F13
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7.6 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35

23-d Agrandissement du spectre proton
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RESUME
Quatre espèces oléagineuses du Bénin ont été sélectionnées en fonction de leur intérêt
potentiel en tant que biocides à partir de la bibliographie et d'informations de terrain: Annona
squamosa, Azadirachta indica, Carapa procera, Parkia biglobosa. La caractérisation
chimique des principaux composants des graines -coque, tourteau, huile- (lipides, protéines,
glucides, minéraux, lignocellulose) a permis de compléter les données de la littérature. Cette
étude montre l'intérêt en nutrition de l'huile de P. biglobosa grâce à sa composition en acides
gras équilibrée, à sa richesse en phytostérols (2.700 ppm) et tocophérols (880 ppm), mais
aussi celui du tourteau d'extraction riche en acides aminés essentiels. Les autres huiles sont de
type oléique (59 % d'acide oléique pour C. procera).
Ces données montrent des voies de valorisation (aliments du bétail, engrais) des co-produits
résultant de l'extraction de fractions biocides, laquelle a constitué une part importante du
travail. L'extraction a été étudiée avec des solvants couvrant une large gamme de polarité
(hexane, éther de pétrole, CO2 supercritique, acétone/eau, éthanol/eau, méthanol) et via trois
méthodes (contacteur liquide-solide discontinu, partition liquide-liquide, chromatographie
préparative). Les courbes d'équilibre établies pour une série d'étapes d'extraction en milieux
éthanol/eau ont permis de tracer les droites opératoires et de révéler les bonnes performances
du binaire 80/20 v/v, solvant peu agressif pour l'environnement. Le CO2 supercritique avec
l'éthanol comme co-solvant laisse espérer une sélectivité intéressante comme alternative au
mélange hydroalcoolique.
A. squamosa a révélé l'activité biocide la plus importante des quatre graines, avec des seuils
d'efficacité plus bas dans le cas d'un solvant d'extraction polaire.
Un test de dérivatisation, la microanalyse C, H, 0, le couplage CLHP/SM et la RMN du
proton ont permis d'identifier des composants de la fraction la plus active.

Mots clés: Graines oléagineuses, Activité biocide, Bénin.

SUMMARY
Four oilseeds from Benin have been selected on the basis of their potential biocide activity,
from literature and field informations: Annona squamosa, Azadirachta indica, Carapa
procera, Parkia biglobosa. Chemical analysis of seeds -nut, oil, cake- main components
(lipids, proteins, sugars, minerals, lignocellulose) helped completing literature data. This
study shows the nutritional interest of P. biglobosa oil, thanks to its well balanced fatty acid
composition, high phytosterols and tocopherols contents (2.700 ; 870ppm respectively) and
that of the cake having a noticeable content of essential aminoacids. Other oils are of oleic
type, the highest content ofthis acid -59%- being for C. procera.
These data show possible ways for valorising by-products resulting from extraction of
fractions having an anti-termite activity, this last field being the main objective of the present
work. The extraction step has been investigated with solvents covering a wide range of
polarity (hexane, petroleum ether, supercritical CO 2, acetone/water, ethanol/water, methanol)
using 3 experimental methods (solid-liquid batch extraction, liquid-liquid extraction,
preparative chromatography). Equilibrium curves for stepwise extraction with ethanol/water
mixtures led to computed operation lines and pointed the interesting score of the 80/20v/v
mixture, a solvent having a low environment impact compared to others in the series.
Supercritical CO2 with ethanol as co-solvent could be an alternative highly selective solvent.
A. squamosa showed the highest biocide activity among the four species, especially in the
case ofpolar solvents. A derivatization step, elemental analysis C,H,O, HPLC/MS and proton
NMR showed the chemical structure of several components of the most active fraction.

Key-words: Oil bearing seeds, Biocide activity, Benin.




