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AVANT-PROPOS
Cette thèse s'inscrit dans le cadre de la valorisation de la biodiversité (espèces oléagineuses

du Bénin), substitution des composés actifs de synthèses par des produits naturels.

Le Bénin est situé en Afrique de l'Ouest dans la zone tropicale entre l'équateur et le tropique
du Cancer (entre les parallèles 6°30' et 1]030' de Latitude Nord et les méridiens 1° et 30°40' de
longitude Est). Il est limité au Nord par le fleuve Niger qui le sépare de la République du Niger; au
Nord-Ouest par le Burkina Faso, à l'Ouest par le Togo, à l'Est par le Nigeria et au Sud par l'Océan
Atlantique. La superficie du Bénin est de 114.763 Km 2

. Du Nord au Sud, il s'étend sur 700 Km; La
largeur varie de 125 Km (le long de la côte) à 325 Km (à la latitude Tanguiéta-Ségbana).

Il existe deux types de climat à savoir:
Le climat de type subéquatorial au Sud comprenant les saisons ci-après: une grande saison
des pluies d'avril à juillet; une petite saison sèche de juillet à septembre; une petite saison
pluvieuse de septembre à octobre; une grande saison sèche de novembre à mars;
Le climat soudanien au Nord comprenant deux saisons : une saison sèche de novembre à
mai; une saison pluvieuse de juin à septembre.
Le Bénin possède trois types de végétation: Savane arborée dans les régions soudanaises du

Nord; Savane au Centre avec des essences comme l'Acajou, l'lroko; Forêt au Sud et au Moyen
Bénin.

Le Bénin dispose de deux parcs nationaux au Nord: PENDJARJ 275.000 ha; et «W»
502.000 ha. On y rencontre des éléphants, des buffles, des hippopotames, des lions, des guépards,
des caïmans, des antilopes, des oiseaux, des singes, des reptiles, des léopards, des insectes, etc.

Les échantillons analysés dans cette thèse sont récoltés principalement dans le Sud Bénin.
Cette thèse s'organise autour des objectifs suivants:

1. Etude de la composition de graines oléagineuses peu étudiées,
2. Recherche des composés à valoriser dans le domaine de la préservation du bois,
3. Mise au point de méthodes et procédés respectueux de l'environnement au bénéfice du

développement rural.

Le programme de thèse prévoit les étapes suivantes:
1. Sélection des espèces, collecte, traitement post-collecte, fractionnement de la biomasse,
2. Etude de la composition chimique des fractions,
3. Obtention d'extraits et activité termicide.

Le volet analyse chimique complétera la connaissance des espèces sélectionnées. Une
utilisation sera recherchée pour les co-produits (coque, tourteau d'extraction, huile). L'activité des
composés étudiés dans les quatre espèces sélectionnées couvre plusieurs domaines, mais seul celui
de la préservation du bois a pu être étudié. Au plan fondamental, les résultats relatifs à la partition
en milieu CO2 SC et hydroéthanolique enrichiront la base de données du CIRAD et contribueront à
l'effort de modélisation des interactions entre les nombreux composants de ces produits naturels
(effets de matrice).

Le présent travail converge avec l'intérêt ou les attentes du CIRAD et de ses partenaires du
sud dont l'UAC La compétitivité économique d'une production sera évaluée à partir des résultats
obtenus dans les différents laboratoires d'analyse, de tests et ceux axés sur les procédés
d'extraction de bioproduits.

Le présent programme favorisera les liens avec les différentes institutions mises à
contribution et favorisera:

1. La formation d'un jeune chercheur du Sud (BENIN),
2. Le renforcement des activités d'un Laboratoire du Sud (LERCA),
3. La mise en place d'un Réseau Régional/Oléagineux Actifs.
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Introduction Générale

Les pays en voie de développement, dont le Bénin, sont dotés d'une riche biodiversité.

Cependant, dans un environnement technique moins favorisé, il y a une lacune en termes de

connaissance chimique, de procédés et d'équipements applicables à l'étude et à la valorisation

de cette biodiversité (Adjanohoun et al., 1986; Ambé, 2001).

L'un des défis auxquels font face ces pays dans leur démarche de développement

durable, consiste en effet à concilier de nombreux objectifs: créer des activités agricoles et

industrielles vectrices de développement, réduire la dépendance de produits importés,

valoriser leurs ressources naturelles tout en les préservant, adopter des technologies

respectueuses de leur environnement.

Au Bénin, il existe une grande variété de plantes oléagineuses que l'on utilise pour

l'alimentation, l'éclairage et pour des usages industriels et pharmaceutiques. Les plus

importantes sont : Eleais guineensis (palmier à huile), Arachis hypogeae (Arachide),

Gossypum hirsutum (coton), Vitellaria paradoxa (karité). La production de graines

oléagineuses est encore limitée au Bénin. En effet, mis à part quelques efforts de

transformation domestique ou par de petites unités artisanales, aucune action d'envergure de

diversification des oléagineux n'est encore visiblement entreprise, comme l'ont été en leur

temps le développement d'Eleais guineensis et de Gossypum hirsutum (Hirsch, 2002).

L'extraction et les transformations dans de bonnes conditions d'huiles végétales

dérivées d'espèces peu exploitées, permettraient d'accroître sensiblement l'offre d'huiles

comestibles ou industrielles et de participer à la réduction de la pauvreté chez les paysans qui

par l' extractivisme ou l' agroforesterie, pourraient diversifier leurs activités génératrices de

revenus.

D'un autre côté, la protection de l'environnement en général, fait actuellement l'objet

des préoccupations aussi bien de la part des scientifiques que de celle des décideurs

politiques. Par exemple, dans le domaine de la protection du bois, la directive biocide

(European Biocide Product Directive BPD 98/8/CE) introduite en mai 2000 a eu et continuera

d'avoir une grande incidence sur le choix du type de produits pouvant être utilisés comme

pesticides dans l'espace européen. Plusieurs produits de traitement du bois en l'occurrence

l'aldrine et la lindane ont ainsi été prohibés. Le nombre de produits actifs autorisés sera réduit

Introduction générale
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important, pourrait connaître de nouveaux développements et nécessiterait des progrès en

termes de rationalité. Celle-ci passe par la valorisation optimisée de la totalité de la biomasse

collectée (par opposition au concept de l'extraction d'un seul principe actif) ; la mise en

œuvre de procédés respectueux de l'environnement; l'optimisation du couple avantage

économique/impact environnemental (M'hrit et al. 1998); l'étude d'autres modes de

régénération à faible coût que la seule reproduction sexuée en vue d'améliorer la préservation

de la ressource (Alouani, 2003; Bellefontaine, 2005). Pour cette raison, nous avons fait

l'effort de caractériser la biomasse collectée dans sa totalité, sans se limiter à l'amande

oléagineuse.

Du point de vue méthodologique l'alternance des séjours en France et au Bénin a

permis la consultation de spécialistes tant à l'Université d'Abomey-Calavi (Bénin) qu'à

l'extérieur: Cirad-Lavalette, INRA-Paris, CBGP-Baillarguet (France), INP-FHB (Côte­

d'Ivoire) et des enquêtes de terrain, une liste d'une dizaine d'espèces a été dressée. Quatre

espèces de cette liste ont été sélectionnées selon certains critères définis en fonction des

objectifs scientifiques et appliqués de ce travail: Annona squamosa, Azadirachta indica,

Carapa procera, Parkia biglobosa.

Le fait de donner une valeur aux produits d'oléagineux forestiers à travers une

exploitation raisonnée devrait plaider en faveur de la préservation des espèces ciblées, surtout

Carapa procera et Parkia biglobosa, et de leurs écosystèmes (biodiversité) tout en améliorant

les conditions de vie des populations.

Ce mémoire de thèse comprend trois grandes parties structurées chacune en trois

chapitres:

L'étude bibliographique de la Première Partie (§ Chapitres 1 - III) fait le point de la

connaissance des quatre espèces considérées. Elle est complétée par les informations données

par les accompagnateurs locaux (savoirs et savoir-faire): composition et procédés

d'extraction des huiles végétales, connaissance botanique et possibilités de valorisation,

intérêt pour la thèse; produits naturels insecticides (comme substitut de produits de synthèse

organique) dans le domaine de la préservation du bois; extraction de composés naturels par le

COzsupercritique, en tant que procédé innovant.

La Deuxième partie, Matériels et Méthodes (§ Chapitres IV - VI), rassemble les

protocoles utilisés pour caractériser la biomasse, méthodes normalisées ou non, techniques

Introduction générale
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PREMIERE PARTIE

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Introduction

Chapitre 1: Description des espèces végétales sélectionnées: Botanique ­

Ecologie - Utilisations - Intérêt pour la thèse - Produits naturels insecticides

Chapitre II : Lipides et composition chimique des graines oléagineuses

Chapitre III : Extraction en milieu CO2 Supercritique

Conclusion
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Introduction

Depuis ses origines, l 'homme a toujours su montrer de l'intérêt pour les lipides. On trouve

au travers des siècles les plus anciens, les traces de cette connaissance. Si les Egyptiens savaient

isoler les huiles et les graisses et les utiliser à diverses fins (teintures, cires), on ne peut oublier que

déjà l 'homme préhistorique savait s'éclairer en brûlant des graisses. Ces hommes utilisaient les

lipides (huiles de pulpes, graisses d'animaux), notamment en cosmétique et en médecine.

Notre connaissance des huiles s'est maintenant améliorée et les applications se sont

multipliées avec l'exploration et l'exploitation industrielle de nouvelles sources de corps gras

(Gunstone et al., 1986; Karleskind, 2000).

Dans les cinq ou dix prochaines décennies, les réserves pétrolières mondiales qui constituent

l'essentiel de la matière première des industries chimiques seront épuisées (Derksen et al., 1994).

Contrairement aux ressources fossiles, les huiles végétales sont renouvelables, sans les idéaliser,

elles offrent des avantages écologiques certains (Murphy, 1994).

L'importance de la demande future en huiles justifie les études d'exploratoires sur de

nouvelles sources, en l'occurrence, graines et pulpes oléagineuses peu étudiées. Le champ est vaste

car seulement 10 % des plantes du règne végétal ont été chimiquement analysées (Volker, 1999).

La plupart de ces espèces sont localisées dans les régions tropicales et subtropicales auxquelles le

Bénin appartient, et de nombreuses plantes, malgré leur potentiel lipidique sont encore peu ou pas

exploitées.

En dépit de l'importance de la littérature durant ces dernières années sur les données

chimiques, les informations restent incomplètes. Ainsi, il s'avère judicieux de sélectionner d'autres

oléagineux potentiels afin de contribuer à la connaissance chimique de leurs produits (coque,

tourteau d'extraction, huile) par des méthodes analytiques modernes (Byrdwell, 2005).

Le présent travail s'inscrit dans cette perspective et se veut exploratoire pour certaines

graines oléagineuses du Bénin peu exploitées dans le but de favoriser leur valorisation (Volker,

1999).

De plus, la protection de l'environnement devenant l'une des priorités de notre société, tous

les secteurs d'activité sont concernés, en particulier le domaine de préservation du bois, dans lequel

Première Partie: Etude bibliographique
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Chapitre 1

Description des espèces végétales sélectionnées:

Botanique - Ecologie - Utilisations

Produits naturels insecticides

1.1 Historique

1.2 Annona squamosa

1.3 Azadirachta indica

1.4 Carapa procera

1.5 Parkia biglobosa

1.6 Produits naturels actifs des quatre oléagineux sélectionnés

1.7 Lutte anti-termites
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Chapitre 1

Espèces végétales retenues pour étude :

Botanique - Ecologie - Utilisations - Produits naturels

insecticides

L'année 1992 a marqué un tournant dans de nombreuses politiques industrielles. Non

seulement certaines ressources naturelles s'épuisent plus vite qu'elles ne se renouvellent, mais en

plus, leur utilisation par l' homme engendre des émissions polluantes dans l'air, le sol et l'eau (1wata

et al., 1993; Loganathan et al., 1994). Le constat fait lors de la Conférence de Rio (1992) sur l'état

de dégradation inquiétant de notre environnement naturel a fait évoluer les mentalités. La

Conférence de Rio n'est que la première étape d'un processus de « réforme environnementale ».

Une idée domine, il faut limiter la pollution à la source et élaborer les produits les moins

nuisibles possibles pour le milieu naturel. Il a été démontré que beaucoup de composants

naturellement présents dans les huiles végétales ou d'extraits de graines oléagineuses, ont des

propriétés bénéfiques: triterpénoïdes, tétranortriterpénoïdes, composés phénoliques, acétogénines,

alcaloïdes, limonoïdes.

Face aux nombreux cas de résistance aux insecticides chimiques classiques et aux

conséquences souvent néfastes de l'usage des molécules de synthèse sur l'environnement,

l'évolution des méthodes actuelles de lutte pour la sauvegarde de l'état sanitaire des cultures plaide

en faveur de l'utilisation des moyens biologiques.

Le champ est donc très ouvert dans ce volet mais les potentialités des extraits naturels de

plantes sont encore trop peu étudiées dans le domaine de la préservation du bois, quasi monopolisé

par l'industrie chimique phytosanitaire.

Parmi les quatre espèces ciblées, A. indica est considéré comme référence en terme de

bibliométrie et d'utilisation à grande échelle d'une espèce végétale en phytosanitaire.

Première Partie: Etude bibliographique
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1.1 Historique - Insecticides naturels

Vers le milieu du XIX0mc siècle , l'explosion démographique de la population humai ne et le

fort développement de l' activité industrielle, imposèrent l'intensi fication de la producti on et de la

productivité agricole.

Avant cette période, le paysan disposait surtout de ses mains pour lutter contre les

pullulations d ' insectes (Riba et Sylvi, 1989). Très tôt cependant, en plus du recours à des dérivés du

cuivre et de l'arsenic, on a cherché à tirer profit de l 'a ction insecticide de diverses substances

d 'origine végétale pour protéger les cultu res contre les ravageurs.

L' utilisation des produits dérivés de plantes, remonte ainsi aux temps anciens et, j usquà la

seconde guerre mondi ale, les seuls produi ts « botaniqu es » connu s ont été le pyrèthre, la roténone,

la nicotine et la sahadille (Jacobson, 1989).

i les progrès de la chimie ont favor isé l'o btention d' analogues de synthèse tels les

pyr éthrinoïdes. ils ont aussi permis d' étudier un nom bre important de substances extraites de

plantes et possédant des activités insectici des.

Arnason et al. (1987) ont évalué sur Ostrinia nubilalis Hiibner (Lcpidoptère : Pyralidae), six

limonoïdcs extraites de plantes appartenant à la famille des rutacées . D' autres substances chimiques

(alcaloïdes, terp énoïdes ph énoliqucs) extraites d' ast érac ées, d ' annonac ées et de mavac écs, ont

révélé des activités biologiques diversifiées sur les insectes ravageurs, les nématodes et les agents

phytopathogènes. Ces substances naturelles, notamment des dérivés du pyrètre et cIe la nicotin e, ont

révélé des structures chimiques intéressantes pour leur mode d'action original, leur conférant une

efficacité là où des résistances sont apparues vis-à-vis d' autres molécu les chimiques (Delorme ct

Maucharnp, 1996).

1.2 Annona squamosa

1.2.1 Botanique (www.tropilab.corn; www.tous.Ics.fruirs.com, consultées en 2004)

Originaire des parties basses de l'Amérique

tropica le. cette plante est mainte nant culti vée dans

de nomb reux pays tropicaux. La pomme cannell ,

zattc, zattier, ou annone écailleuse est l' un des

représentants de la famille botanique des

annon ac ées, Cette famille est importante non

seulement par le nombre des espèces mais aussi

par la richesse du point de vue chimique.

Le. fruits sont globuleux de 7 à 10 cm de

diamètre. un peu arrondis, de coul eur vert-jaune à gris-rosée, l'épiderme est composé de

Première Partie : Etude bibliographique
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protubérances écailleuses. A matur ité. les fruits présentent des marbrures ct des reflets bleutés: ils

s'ouvren t alors facilement. Le fruit est facilement attaqué par certaines chenilles et une surveillance

phytosanitaire est donc nécessaire. La pulpe un peu granuleuse et blanche cont ient beaucoup de

graines brunes ct brillantes (Figure 1).

1.2.2 Ecologie (www.tropilab.corn ; www .tous .le s. frui ts.com, consu ltée: en 2(04)

La plante est très résistante aux conditions de sécheresse. Elle se plaît bien en climat chaud

et sec, et peut pousser sur les sols pierreux et sur des terrains pauvres, en pente, plutôt secs. Pour

cela. elle peut servir il stabiliser des zones fragiles ct dégradées . /1. squumosa peut se contenter

d'une pluviométrie inférieure à 1.500 mm par an et a besoin d'u n bon drainage .

Multipliée par sem is, elle fruct ifie trois à quatre ans après la planta tion. Sur des sols

ord ina ires , les rendements son t de l'ordre de 50 à 100 fr uits par arbre. Par contre. sur des sols

fertiles, LIn arbre peut porte r j usqu'à 500 fruits. n verger bien entretenu peut être rentable pendan t

15 il 20 ans.

Cette e sp èce peut aussi donner une plante d'appartemen t intéressante supportant sans

problème les atmosphères sèches.

1.2.3 Utilisations (www.tropilab.com: www. tous.lcs .Iruirs.corn, consultées en 2004)

La pomme cannelle a la chair la plus délicate (douce, sucrée, parfumée) de toutes les

annonacées. Le suc fermenté donne une bois on alcoolique analog ue au cidre. Les fruits verts se

donnent en décoction. ct aussi en poudre desséc hée, contre la diarr h ée ct la dysenterie.

Les graines peuvent être utilisées pour des préparations insecticides, antitumora le,

antibac térienne. Elles contie nnent un pr incipe toxique irritant, utilisé pour la des truction de la

vermine, et surtout des punaises de lit. Dans cc but on les emp loie pulvér isées et mélangées à une

poudre inerte. JI faut cependan t veiller à ne pas laisser entrer dans l'oeil des particules de celle

poudre qui provoque de vives doule urs avec inflammat ion. Les gra ines broyées ont une action

insecticide. Au XV"cm~ sièc le les graines infusées dans du vin blanc soulageaient les coliques

néphrétiques .

Les feuilles seraient utilisées en catap lasme contre certaines maladies de peau . Les études

pharmacologiques montrent que les extraits aqueux des tiges et des feuilles de la pomme cannelle

sont un puissant adrénerg ique provoquant la bronchodilatation ct J'accélération du rythme

cardiaque.

Prem i ère Par tie : Etud« bibliographique
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1.2.4 Intérêt pour la thèse

Bien que la litté ra ture rapporte ses prop riétés sy nc rg ique s avec le ncem, les travaux dans ce

sens restent très rares (Latum, In5).

Sur le plan scientifique pour A. squamosa, il existe bel et bien lI ll net dé fi cit d ' é tudes (Ansar i

et al. , 1985: Eloisa et al. , 2001) . Certaines d 'entre ell es. son t rela tives aux propr iétés insectic ides

d ' extrait de feu illes, à la lu tte con tre les mollusques ou à la multi plication avec hormones

(Pri yamvada-Singh, 2003 ; Dwivedi et al., 20 04 : Gupta et Brahrnachari. 2004 ).

l ne synthèse des possibil ités d ' utilisa tion des méthod es de régénération peu coûteuses pour

les espèces qui s' y prêtent (Bel lefo ntaine, 2005 ) dé mo ntre clairemen t qu e dans ce domaine

part iculier, spécialement pour cette espèce en Afrique, les co nnaissa nce s sont ra res et qu 'i l es t

nécessai re de les dé velopper si l' on veut assure r leur pérennité. Mais cela ne rent re pas dans le cadre

de n is domaines de comp éte nce pour être abordé dans les objectifs spécifi ques d ces travaux de

thèse.

L'in térêt de ce tte plante pour celte thèse, es t qu'e lle est de reproducti on fac ile fruc tification

en 2 à 3 ans et déj à bie n di sponible . Les di ffére ntes pa rt i s de la graine so nt intéressantes, ma is la

seule va lorisation à une échell e notable, en dehors des mult ip les vertu s mé dic ina les utilisées

tradit ionnellement, es t la co nsommation de la pulpe de son fruit. A part la pulpe qui pourrai t donner

un j us très rafraîc hissant , les autres part ies de la pla nte comme l'épicarpe. les feu illes, les écailles

sont peu aloris ées. Les graines dans lesque lles sc trouvent la pl upart des principes actifs son t par

ignoran ce jetées dans la na ture . Il se mble qu' il n ' ex is te pas encore au Bénin de coopératives dédi ée s

à sa valor isation .

1.3 Azadiraclua indica (www.codinet.nc t. consul té en 2004 ; www.a fr ik.corn , consultée en 20 06)

1.3,1 Botanique

A. indica ou nccm ori g ina ire de l' Inde, es t de la famill e des m éliac ées. Les fru its du neern,

jaunâ tres à maturité , son t des dru pes presque cylindriques de 18 mm de lon gueur et de 12 mm de

largeur, le noya u est assez fort et cou vert de pulpe peu épaisse. visq ueuse et légèrement sucrée .

L 'é corce gris-foncée extéri euremen t et brun-rougeâtre intérieurement est crev assée

longitudinalement et obliqu em ent. Le ncern se multipl ie par gra ine e t bouture. La fru ctificat ion a

lieu deux fois l' an . Elle se pro duit 3 à 4 années après la germination ou la reprise végétative

(Delwaule. 1977; Be lle fontaine, 1992) (Figure 2).

Première Partie ' Et ude bibliograp hique
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2-a : Arbres de neem en plantation

2-1> : Fruits de neem

Figure 2 : Azadirachtu indica

2-c : Fruits de Neem ù différents stade de

maturité

1.3.2 Ecologie (www.cod inct.net, consulté en 2004; www.afrik.com, consultée en 2006)

Le neem est utilisé comme arbre d' avenue et de bordure, spécialement sous les clima ts secs même

avec une pluviométr ie variant entre 450 et 1250 mm avec lin maxim um de temp érature pouvant

atteindre 49 oc. C'est une essence de lumière mais qui peut supporter un fort ombrage dans sa

je une. e ct se frayer assez bien un che min dans lès épineux. JI pousse beaucoup mieux à l'état

isolé qu'en plantation dense. Il trouve son habi tat naturel dans les savanes et dans les régions

sèches de sorte qu'i l est devenu subspontan é dans de nomb reuses région. tropicales (Berhaut.

1979).

En Asie comme en Afrique, on trouve de très beaux sujets en bordures de routes, limi tes de

terrains, en arbre d'avenue ou isolés dans les villes et les villages où l' ombre de son feuillage, sur

un tronc court, avec une cime arrondie « souhaite la bienvenue ».

A l'é tat isolé il semble. à première vue, peu exigeant et as ez tolérant vis-à-vis du sol

puisqu 'on peut le trouver sur des terrains très divers: sols pierreux, secs, peu profonds ou argileux .

ou même latéritiques. Il ne suppo rte pas cependant les sols inondés.

Première Par tie : Etude bibliographique
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Il est utilisé avec succès dans les travaux de reforestration de terrains ar ides et de

restauration des sols, en terrains latéritiq ues très dégradés, en procédant à des semis directs, en

mélange avec diverses espèces et cn lignes assez espacées, le long de fossés isohypses. En

plantation dense, le necm est beaucoup plus exigeant et il lui faut des sols légers et profonds. Dans

les sols sablonneux, 1 neern dOlU1C de bons résultats (Bellefontaine, 1992) (Figure 2).

I.3.3 Utilisations (www .codinet.net, consulté en 2004; www.afrik.corn, consultée en 2006)

"n Inde. toutes les part ies de la plante sont utilisées d' où J'origine du nom « Arishta » qui

signifie « sou/age les maladies » ou « ph armacie du village ».

Cet arbre connu dans plusieurs pays d 'Afrique dont le Bénin est fréquemment utilisé pour ses

propriétés anrima lariques car la décoction aqueu se de feuilles ou de racin es s' emp loie dans le

traitement du paludisme (Maydcll. 19R3) . Par ailleurs, il jou e un rôle important pour combattre les

vers et les maladies de la peau . La décoction d' écorce soulage en cas de fi èvre, de malaise. de

maladies de la peau et de morsur es de scorp ion ou de serp ent. Le suc fermenté d ' écorce ou de racines

serait efficace contre la lèpre et les maladies chroniques de la peau. Le suc frais de jeunes ~ uilles e. t

employé contre les ulcères et les vers et agirait sur les virus et les bactéries (Ortin el al., 1990).

L'écorce du tronc exsude une gomme de cou leur brune moins amère que les tissus. complètement

soluble dans l'eau et utilisée par les teintur iers, il est aussi préconisé contre le diabète. L'écorce de la

racine est astringente. tonique, fébri fuge, elle possède aussi des propriétés antipaludiques. Les

vendeurs de tisanes en Afrique recommandent les feuill es en décoction contre les oedèmes, les

rhumatismes; en friction elles sont utilis écs pour combattre la jaunisse, la variole et les tumeurs.

Certains tradipraticiens conseillent l' infusion aqueu se pour soigner la constipation, la fièvre ja une et

les parasites.

1.3.4 Intérêt pour la thèse

Les potentialités du neem comme pesticide sont abondamment discutées dans la littérature.

Il constitue une excellente source de produits naturels actifs pour leurs activités biologiques. Les

principes se trouvent dans toutes les parties de la plante, mais c'est surtout dans la graine que l'on

rencontre 1 s plus grandes concentrations (Koul, 1990; Schmuue rcr, 1995).

De plus, le necm est très disponible au Bénin. Cependant, malgré quelques efforts timides de

recherche menés par l'Inst itut Internation al d'Agriculture Tro picale (IlTA-Bénin) et quelques

applications encore un peu archaïque (formulations savonneuses) ou applic ation d'extraits aqueux

J e la plante: visiblement le neern n'a pas encore mis au service de l'agricult ure béninoise toutes, es

potentialités. Quelques 'oopératives de transformation de l'huile en savons , shampoings ct

récupération du tourteau pour le bétail et comme engrais existent à Porte-l ovo et à Parakou
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respectivement au Sud ct au Nord du Benin. D'un autre côté. le fractionnement de la biomasse du

neern très abondante (feuilles sèches, coques, tourteau. bois) peut ouvrir au Bénin de nouvelles

possibilités de valorisations innovantes encore non connues surtout dans la production de j'énergie ct

dans le domaine de la construction.

1.4 Campa procera (www.futura.sciences.com ; www.pharnet .com, consultées en 2004)

1.4.1 Botan ique

C procera encore appelé crabwood Africai n est de la famille de ' m éliacées (Figure 3).

C' est un arbre de 15 à 45 mètres cie haut il mt court avec un tronc droit et cylindrique de 40 il 60 cm

cie diamètre. Il poss ède des fleurs. en racèrnes paniculés. il pétales de couleur blanche ou blanc rosé.

Six espèces au moins du genre sont connues en Afrique. L'écorce est tine et s'exfolie en petites

lamelles. Les grumes ont une assez bonne conforma tion (Chudnoff, 1 9 ~ 4 ) . Les fruits de C pr ocera

sont formés par une grosse capsule anguleuse, plus ou moins pentagonale. large de quatre à six

centimètres, il écorce épaisse. coriace . longues de J il 4 cm (Vieux, 1970 ; Miralles, 1 9 ~ 3 ) .

1.4.2 Ecologie (www.futura.sciences.corn : www .pharnet .com, consultées en 20(4 )

On rencontre C. pro cera dans les .araibcs, l'Amérique subtropicale, les Guyanes et

également en Afrique Occidentale ct Equatoriale, mais sous la forme d'un petit arbre branchu. Il se

situe sur les terrains humides où il est souvent dominant : collines ou bord des cours d'cau. C.

procera est plutôt une espèce de pleine lumière et fl eurit entre février el mars (Forget et al.. 2004­

2005 ).

3-a : Arbre de C. procera

Figure 3 : Carapa procera
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1.4.3 Utilisations (www.futura.sciences.com ; www.pharnet.com, consultées en 2004)

Les créoles utilisent l'écorce et les feuilles contre les rhumatismes, les rhumes, les angines,

les pneumonies et la dépression. L'écorce est employée par les amérindiens sous forme de

décoction, pour traiter les ulcères, les plaies, coupures et mycoses, et en gargarisme pour soulager

l'inflammation de gorge. En Guyane, une décoction d'écorce (ou bien une macération à froid

obtenue en faisant tremper une poignée d'écorce grattée dans de l'eau) est utilisée contre les

rhumatismes et la diarrhée. Au Nicaragua, au Brésil, en Colombie, au Pérou, la décoction d'écorce

s'emploie contre les fièvres, le paludisme (Duke, 1994; Schultes et Raffauf, 1994). Enfin, au

Brésil, un usage anti diabétique et comme stimulant digestif a été révélé (Hammer et Johns, 1993).

Hors du continent américain, la décoction d'écorce de C. procera est également utilisée au Sénégal

contre les rhumatismes, comme purgatif, fébrifuge, pour traiter les conjonctivites ou encore les

problèmes de peau (Seignot et al., 1991).

L'huile de C. procera serait de meilleure qualité que celle de Carapa guianensis, au sens

où ses propriétés médicinales seraient davantage marquées: répulsif, anti-inflammatoire. L'huile

de Carapa, par son action anti-parasitaire et anti-inflarnmatoire, permet de se débarrasser des poux

et tiques. Les peuples natifs l'utilisent comme solvant pour l'extraction de certains colorants

naturels avec lequel ils peignent leur peau. La tribu « munduruku» (Brésil) avait coutume de

momifier les têtes de leurs ennemis, gardées comme trophées de guerre, à l'aide d'huile de Carapa.

Elle peut être également utilisée pour enduire des meubles en bois ou de petits objets, ce qui les

protège des parasites et nourrit le bois.

Chez les amérindiens, l'huile est utilisée pour traiter les inflammations, les rhumatismes, les maux

de gorge, les petites tumeurs et les déchirements musculaires ou les crampes. De plus, elle possède

des propriétés répulsives pour les insectes, traite les piqûres (elle permet a posteriori de calmer les

démangeaisons d'insectes hématophages) et les maladies de peau (eczéma, mycoses).

En Guyane, il est recommandé d'ingérer une petite quantité d'huile de Carapa contre le

paludisme. Chez les créoles guyanais, l'huile sert à traiter: eczémas infectés, brûlures dues aux

plantes urticantes, piqûres d'insectes, petites plaies, contusions et douleurs d'arthrite. L'huile est

aussi utilisée en application sur la muqueuse cervicale dans le cas de cancer du col de l'utérus.

Mélangée à du lait, elle est utilisée en application locale pour traiter les otites ou pour apaiser des

gorges enflammées (Hammer et Johns, 1993).

Dans de nombreux produits cosmétiques, l'huile de Carapa joue un rôle d'émollient actif. Une

étude américaine menée en 1997 a également décrit que les lipides du Carapa ont un effet

inhibiteur sur le glucose-6-phosphate déshydrogénase et également sur la différenciation des

adipocytes, ce qui pourrait en faire un traitement efficace contre la cellulite.
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Le bois de C. procera présente une résistance variable aux altérations fongiques et peut être

considéré comme «moyennement durable» (Chudnoff, 1984). Il est de teinte rouge, veiné, de grain

très fin, serré, compact, utile pour la charpenterie et l'ébénisterie.

I.4.4 Intérêt pour la thèse

L'espèce est connue au Bénin pour la qualité de son bois utilisé comme cure-dent, ce qui

manifestement a conduit à une surexploitation de la ressource forestière jusqu'au risque de sa

disparition. Seulement des peuplements d'une dizaine d'arbres existent au Bénin et conservés dans

les forêts classées de Niaouli et de Sakété.

Sur le plan scientifique, les chercheurs ont étudié la régénération de C. procera par graines

et les disperseurs naturels nocturnes, dont les rongeurs (Doligez, 1996; Forget, 2004). Dans le

domaine des potentialités insecticide, des études ont été menées en Côte d'Ivoire sur les effets

répulsifs (vis-à-vis des moustiques) de pommade à base d'huile de C. procera (Sylla et a!., 2002 ;

Konan et a!., 2003). Pour les autres utilisations, comme les caractéristiques de l'huile comme

biocarburant, ou comme source de produits naturels à activité insecticide à partir de l'écorce (Tuani

et al., 1994), il reste encore un gisement de découvertes à explorer. Le bois est connu pour sa

durabilité et sa résistance aux termites et pourrait ainsi ouvrir la voie à de nouveaux matériaux

durables de construction au Bénin où le bois de C. procera «Iguito» est déjà utilisé comme brosse à

dents végétale «Pobèlo» (Jones et al., 1983).

Les études sur les propriétés insecticides de C. procera sont rares, bien que la littérature

rapporte la présence de certains principes actifs tels que les tétranortriterpénoïdes et limonoïdes

(carapolide, proceranone) caractéristiques de la famille des méliacées et réputés pour leurs

propriétés insecticides. Les études effectuées sur cette plante sont anciennes et donc la valorisation

de cette espèce nécessiterait une mise à jour (Sodegam et al., 1979-1980 ; Mikolajczack, 1988).

I.5 Parkia biglobosa (Ouedraogo, 1995)

1.5.1 Botanique

Encore connue sous les noms de mimosa pourpre, arbre à farine, arbre à fauve, caroubier

africain ou néré, P. biglobosa est de la famille des mimosacées. L'arbre à fût robuste atteint 10 à 13

m de hauteur. Le tronc cylindrique et court, couvert d'écorces foncées, profondément striées est

garni par une cime étalée en parasol présentant de fortes branches primaires (Figure 4).

Le fruit du néré se présente sous la forme d'une grappe de gousses d'environ vingt

centimètres de long. Les gousses sont pendantes à l'extrémité des pédoncules, longues de plus de 30

cm, larges de 2 cm, jaunes à maturité, et contiennent des graines ovoïdes entourées d'une pulpe

farineuse blanchâtre et très riche en protéines et en lipides (Adjanohoun, 1986).
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Figure 4 : Parkia biglobosa
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4-h Fru its de P. biglobosa

1.5.2 Ecologie (O ucdraogo, 1995)

Dénommé « n éré )) en langu e bambara, Je genre Park ia es t menti onné sur trois continents :

africain, asiatique . et sud-amér icai n, notamment au x anti lles . Espèc e soudano-zambézienne, on [a

trouve : dans toute. les savanes de l' Ou est africain où ell e a été introdui te il y a longtemps, dans les

zones climatiques de type soudanien. P. bigob osa est un arbre qui s 'adapte aux zones affectées par

une faible plu viométrie (Figure 4).

1.5.3 Utilisa t ions (www .darw ingambia.grn , co nsultée en 20 06)

La pulpe es t très appréciée des popula tions qui la co nsomment telle quelle ou dé layée dans

de l'cau comme la. a tif. Elle es t généralement co nsommée dans les mois qui su ive nt la réco lte : très

riche en saccharose, elle constitue Ull excellent al iment énergétique. D'une manière gé nér ale, son

com merce reste localisé et moi ns développé que celui des gra ines. La graine est utilisée dan s la

sous-région O uest-Africaine pour fabriquer un co ndiment très prisé après fenn cntation : « af itin )

au Bénin. « m' fétu ») au Sé né gal ou « soumbala ) au Burkina Faso. Ce cond iment est le produ it fini

le plus répandu dérivé des graines pour ag rémenter les sa uces . Il a de fortes ve rtus organoleptiques,

mais aussi nu tritives. Dans ce rtaines rég ions et pendant les pé riodes de « soudure », ce co ndiment

rem place la viande ou le po isson du fai t de sa teneur en pro téines. D'autre part , grâ ce à sa teneur

élevée en fer, élément ind ispensable pour la santé hu ma ine, il peu t constituer un moyen de lutte

con tre la care nce en cet élém ent.
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La pâte de feuilles est appliquée sur le corps pour traiter le zona. La pâte de tige feuillée est

utilis ée en sauce dans le traitement de la dysenterie amibienne. Le d écoct é de feuilles est utilisé en

inhalation et en bain pour calmer les palpitations.

Le macér é de poudre d'écorce est utilisé contre j'amibiase. l' ankilostomiase, l' ascarid iase,

l'a sthme, les ulcères gastroduodénaux et la diarrhée . Les écorce. son t vendues sur le marché pour

les ostéopa thies, le. oreillons, le ver de Guinée, la bilharziose. La décoc tion de poudre d'écorce de

tronc est donnée à boire en cas de troubles cardiaques. de stérilité et d' hype rtension artérielle. On

fait auss i des pansements avec la décoction de celle écorce . C'es t donc surtout les part ies du tronc

de l' arbre ct de ses feuilles qui ont été scrutées du point de vue pharmaco logique .

Outre ces usages médicinaux ct alimenta ires traditionnels, l'arbre fournit du fourrage, de

l'ombre aux cultures et au bétail; les coques peuvent serv ir d'engrais ct sont auss i utilisées comme

appât pour la pêche ou encore comme crépi pour enduire les murs des cases .

1.5.4 Inté rêt pour la thèse (Ouedraogo, 1995)

A l'instar du karité, le néré est pratiquement un arbre providentiel dans le nord du Béni n. Au

entre du pays sur le plateau d'Abomey, les graines de n ér é sont il la base d'un condiment jouissant

d'une réputation diététique nationale, « al/ lin ». On constate de plus en plus une substitu tion du nér é

local par du soja importé. Cependant, la graine qui est aussi oléagineuse contient une huile sur

laquelle on dispose de très peu dinforrnations scientifiques.

L'écorce de l'arbre qui est beaucoup plus connue pour ses propriétés médicinales est

rapportée dans la bibliographie comme insecticide et larvicide cc qui peut laisser présager de ces

propr iétés pour l'huile également, mais très peu de travaux sont effectués dans ce . CIlS .

Au cours de la préparation de « afit in », une quantité importante de biomasse est rejetée, il

s'agit cie. coques des graines qui pourraient non seulement conteni r de principes actifs recherchés

mais aussi ouvrir la voie à la production d'énergie verte et d 'engrais (Tringali el al., 1998).

Le parc du nér é au Bénin et en Afrique occidentale en général est vieillissan t et des études

sur la valorisation de cette espèce pourraient susciter un regain de rebo isement qui serait bien

salutaire pour la flore et aussi pour l' alimentation (Agbahungba ct Depommier, 1989: Ibarra , 1990)

(Figure 4). Actuellement les composés ph énoliqucs de type catéchine et gallocaréchine sont très

recherchés à cause de leurs prop riétés untioxydantes (Tringali cl al. , J 998; Mulholland el al., 2000).

Cette plante pourra it en ontenir des quan tités importantes, ce qui donnera it une raison de plus pour

l' exploiter.

D' un point de vue généra l. les références bibliographiques pour P. biglobosa sont assez

nombreuses mais la situation est bien différente si J'on se réfère aux objectifs de cette thèse. Ainsi

pour P. big lobosa . une des espèces les plus connues et appréciées pour ses vertus en Afrique de
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l' Ouest, plusieurs thèses (Ouedraogo, 1995 ; Nikiern a, 2005;) ont été préparées sur l' utilité des co­

produits, la valeur nutriti ve du « soumbala » extrait des graines (Sopade et al., 1996 : Ouaba et al.,

2004), la génétique, la physiologie des graines. les possibilités de multiplicati on végétative par

culture in vitro (Torn linson, 1998).

1.6 Produits naturels actifs des quatre oléagineux électionnés

Les qua tre espèces ciblées pour cette thèse (A. indica, A. squamosa , C procera, P.

biglobosa) sont connues (physiologie, propri étés des produits) à des niveaux différent s, mais, à

l' exception de A. indica cette connaissance ne permet pas à ce jour , la préservation cie la ressource

en même temps que son exploitation rationnelle (optimisée et durable).

1.6.1 A/1/101U1 squamosa

1.6.1.1 Structure et mo de d'act ion des acétogénines (w ww .u-p sud.fr, consu ltée en 2005)

Les ac étog énincs, composés communs aux espèces de la famille des annonac ées, ont depu is

ces dernières années fait l'objet d'investigat ions en raison du large spectre d 'activité biologique

(cytotoxique, anti-infl arnmatoire, insecticide) ct de leurs structures spécifiques (Alali et al. , 1999).

es molécules sont constituées d'une longue chaîne aliphatique terminée par une y-méthyl­

y-Iactone, général ment insaturée, et comportant un ou plusi eurs noyaux tétrahydrofuraniques

(Figure 5). La chaîne porte généralement d'uutres groupes oxygénés, le plus souvent des

hydroxyles, propices à une activité biologique. De par leur structure, ces molécu les ont un caractère

amphiphile.

Les acétogénines agissent au niveau de la mitochondrie (centrale énergétique cellulaire) en

inh ibant la production d 'adénosine triphosphate (ATP). et plus particulièrement en inhibant le

complexe. AD H, ubiqu inone oxydoréductase Je cette chaîne respiratoire .

Les extraits de A. sq uamosa inhibent le foncti onnement des mitochondries et perturbent

amsi la respiration el l'approvisionnement en énergie des cellules d'où l'effet cytotoxique qui

engendre la mort de ces dernières (l lopp et al., 1996). Les acétogénines s ' attaquent par exemple aux

tumeurs cancéreuses en détruisant la fonction respiratoi re (Figure 5).

5-a : Structure générale des acétogénines
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S-h : Mode d' act ion des acétogén iuc s (activité cytotoxique)

Figure 5 : Structure chimiq ue et mo de d'action des acétogénincs

1.6.1.2 Acétog énines

Les graines contenues dans les pulpes ont révélé des propriétés insect icides et cytotoxiques.

Plus de 300 ac étog énines com portan t 0 à 2 cycles tétrahydrofu raniques (TII F), ont été rapportées

dans la littérature (Figure 6) (Zafra -Polo el 01. , 1998; Yazbak et Keinean, 1998).

Plusieurs ac é og én ines <l activ ité cytotoxique ont été retrouvées da ns des extraits de plantes

de la fami!le des annonacées : A 11110110 rel iculatu, A11110110 mon tana et RD!linia //lI/CO.W1 (Liang et

Lee, 1994 : Yen et Wu, 1996 : Chen Chang el al.. !998).

Cinq acétog éni ncs ù activité cytotoxique ù savoir : annoternoyinc-l , annotcmoyine-Z,

atcmoyine (squarnocine K), atcmoyacinc A (parv iflorinc, squarnocine E) et atcmoyacine B, ont été

isolées des uraines de An none atemoya (hybride A. cherimolia x A. squcunosa ï (Zeng el al.. 1996).

En ce qui concerne A. squamosa deux ana logues ont été isolés d 'extraits méthanoliques

squarnocine 0 1 ct squarnocine O2• L'isola tion ct l' élucidation de la structure d'une vingtaine

dacétog éu iucs extraites de gra ines de A. squamosa a montré que squarnocinc ct squamos tatine-A

constitue nt les composés majoritaires (Fuj irnoto el al.. 19S8: Sahai el 01., 1994; Araya et al., 1994).

L'iso lation el la caractérisa tion ci e six nouveaux composés ont été fa ite par fa ng-Rang el al.

( 1999) à savo ir : 12, l é-cis-squamostatinc D, 12,15-cis-squamostatine A, arternoy inc A, artemoyine

B, ariemoyine C et arternoyinc O. Au total: squamostatinc A, squamostatinc D, squarnocme,

néoannonine. bullatacinc, desac étyluvaricinc, isodesacéryl uvaricine, 12,15-cis-blilla tanoc ine. 12,15­

cis-bullata licine, bullatanocine, bullatalicinc son t les ac étogénincs que l'on trouve dans les extrai ts

de graines de I/. squamosa (Etse el Waterman, 19H6: Kawazu el al. , 1989: Born el al., 1990 :

Fujirnoto cl al., 1994 : . aha i Cf al. , 1994: Dure t el al. , 1995; Gu el al., 1tJ95 ).
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Les extraits d'autres parties de la plante contiennent des acétogénines qui seraient à la base

de ses propriétés anti-inflammatoires: bullacine, bullatacinone et squamone ont été isolés des

écorces de l'arbre (Li et al., 1990; Londershausen et al., 1991 ; Cortes et al., 1993; Gypser et al.,

1995; Craig et al., 1998; Hiroshi et al., 2002 ; Jiang et al., 2003).

Enfin, on trouve au moins 14 alcaloïdes (higénamine par exemple) dans la pulpe de la

pomme cannelle ainsi que plusieurs flavonoïdes dans des extraits de ses feuilles ainsi que des

cyclopeptides complexes (Ming et al., 1997 ; Santos, 2000).
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Figure 6 : Structures chimiques de composés bioactifs de A. squamosa

(Gypser et al., 1995 ; Sahai et al., 1994; Duret et Hocquemiller, 1998; Morita et al., 1999;

Araya et al., 2002)
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1.6.2 Azadirachta indica

1.6.2.1 Généralités

Le neem a fait l'objet durant ces dernières décennies d'intenses investigations dans le

but d'isoler l'azadirachtine (Butterworth et Morgan, 1968). C'est l'un des insecticides

majeurs présents dans les extraits de graines rapporté pour la première fois par Zanno (1974)

et confirmé par Nakanishi (1975).

S'il existe en dehors de l'azadirachtine plusieurs triterpénoïdes actifs, cette dernière

est la principale des quatre composés bio-actifs majoritaires, elle représente à elle seule plus

de 90 % des effets bio-actifs. Elle ne tue pas les insectes mais elle pertube spécifiquement

leur croissance, leur reproduction et leur appétance (Isman et al., 1990; Wayne et al., 1992;

Mooto et al., 1996; Chandel et al., 1996). En effet, structurellement voisin de l'ecdysone

(hormone régulant la croissance chez les insectes) qu'elle mime, ce tétranortriterpénoïde

empêche le développement larvaire et compromet la synthèse de la chitine substance de base

de la carapace de la plupart des invertébrés (Gill et Lewis, 1971).

Plusieurs molécules de tétranortriterpénoïdes ont pu être isolées de A. indica (Figure

7). Actuellement, plusieurs spécialités phytosanitaires à base d'azadirachtine sont

commercialisées de par le monde pour assurer la protection des cultures contre certains

ravageurs. Il s'agit de : azatin, bioneem, neemsi, neemguard etc. En Afrique y compris au

Bénin, les produits à base de neem, sont préférentiellement utilisés contre les ravageurs en

post-récolte (Sontakke et al., 1994; Bathnagar et Sharma, 1995; Dales, 1996; Gakuru et al.,

1996; Ogunwolu et Odunlami, 1996).

1.6.2.2 Autres composés insecticides de Azadirachta indica

Plusieurs autres composés ont été isolés et identifiés auxquels l'on n'a pu encore

attribuer d'action spécifique. Parmi les triterpénoïdes majoriatires du neem, la salanine et la

nimbine présentent une stabilité pouvant leur conférer des applications comme pesticides. La

salanine (C34H4409) extraite de l'huile de neem est reconnue comme un inappétant de

plusieurs insectes (Kubo et Klocke, 1986). Kraus et al. (1986) ont rapporté que sa bioactivité

est comparable à celle de l'azadirachtine. Elle a fait l'objet d'intenses investigations

chimiques incluant les analyses spectroscopiques et des modifications structurales par

Henderson et al. (1968). La nimbine (C30H3609), est un principe amérisant de l'huile de neem

qui est caractérisée par son noyau C seco-tetranortriterpenoïde. Des études sur la

caractérisation et l'élucidation structurale de la nimbine ont été effectuées par Mitra (1957);
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Sengupta et al. (1960); Narayanan et al. (1964); Harris et al. (1968). La salanine et la

nimbine sont aussi extraites directement du solide (graines et tourteau) de neem.

Peu d'études ont été consacrées à la question de la variabilité chimique en fonction de

la diversité biologique (provenance et génotype) du neem (Govindachari et al., 1992). Dans

ce sens, Ermel (1995); Kumar et Parmar (1997) ont révélé des variabilités entre les teneurs en

azadirachtine de tourteaux provenant de différents écosystèmes de l'Inde. En ce qui concerne

la salanine et la nimbine, aucune investigation ne paraît avoir été effectuée dans ce sens. Or

l'activité en tant que pesticide et les propriétés pharmacologiques dépendent des métabolites

comme la nimbine, la salanine et l'azadirachtine, mais aussi d'autres paramètres. Cette

question de la variabilité en ce qui concerne le neem, pose des problèmes de normalisation et

limite son exploitation commerciale. Selon Sidhu et al. (2004), il serait alors primordial pour

pallier cet état de chose d'oeuvrer pour une sélection génétique des variétés de neem

Certaines molécules à savoir la nimbidine, l'acide nimbinique et la nimbolide ont

révélé des propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétiques (Okpanyi et Ezeukwu, 1981) et anti­

arthritiques (Pillai et Santhakumari, 1981). Le méliantriol est efficace à très faible dose et

provoque aussi l'inappétance chez les insectes.
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5: R1- R2- H
5 : R1 =TigIoyI, R2 - OH

Légendes:

(1) Azadirachtine A; (2) Azadirachtine B

(3) ll-Hydroxyazadirachtine B,

(4) I-tigloyl-.3-acétylazadirachtinine

(5) 1,3-diacétylvilasinine

(6) 1,3- Diacetyl- tigloyl-3-acétylazadirachtinine

(7) tigloyl- 12-hydroxyvilasinine

(8) 23-Desméthyllimocine B

Salanine

. -0 H

CH ,-0 \\ c~J 6V CH
o Il'

o

Nimbine Nimbolinine

Figure 7 : Structure chimique de composés bioactifs de A. indica
(Kumar et al., 1996 ; Mulholland et al., 2000)
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1.6.3 Carapa procera (www.futura.sciences.com ; www.phamet.com, consultées en 2004)

1.6.3.1 Généralités (www.phytomania.com, consultée en 2004)

Les travaux de chimie sur Carapa ont commencé en 1859 avec Eugène Caventou, co­

découvreur de la quinine, qui le premier a isolé de l'écorce des principes amers:

touloucounine, carapine (insecticides et insectifuges non toxiques pour l'homme); des

matières colorantes jaunes et rouges; une matière cireuse; de la gomme et des traces

d'amidon. En 1993, des tests ont confirmé que l'écorce de C. procera possède des propriétés

anti-bactériennes. Des tests ont aussi suggéré que C. procera pourrait avoir une activité anti­

tumorale (Duke, 1994).

Dans la base de données pharmacologiques NAPRALERT (Natural Product ALERT),

il n'apparaît pas d'étude de l'activité anti-malarique ni répulsive d'insectes pour C. procera.

Les études menées sur les activités antibactériennes, antifongiques et anticancéreuses ont

montré des résultats variables.

1.6.3.2 Autres composés insecticides de C. procera

On peut extraire de cette espèce plusieurs principes actifs surtout des limonoïdes et des

tétranortriterpénoïdes à fort potentiel insecticide, antifongique (Mikolajczak et al., 1999;

Gilbert et al., 1999). Les espèces de cette famille de plante sont en effet résistantes aux

attaques de termites et des extraits sont utilisés pour préserver le bois (Jones et al., 1983).

L'écorce contient 5 % de tannins et de carapine qui serait responsable des effets

pharmacologiques de la plante (Le Cointe, 1947) (Figure 8).

Les graines contiennent plusieurs tétranortriterpénoïdes, particulièrement de nombreux

limonoïdes caractéristiques de la famille des méliacées, de nouveaux tétranorterpénoïdes ont

été isolés: carapolides A, B, C, D, E, F mais aussi le mexicanolide-methylangolensate, qui

confèreraient un fort potentiel filaricide aux huiles. Ceci justifie son utilisation dans le

traitement de l'onchocerchose encore appelé cécité des rivières (Ollis et al., 1970; Mootoo,

1975 ; Cameron et al., 1979; Titanji et al., 1990; Connoly et al., 1984, 1989 et 2004).

D'autres composés actifs isolés de la plante sont aussi connus: procéranone, procéranolide,

évodulone (Sondengam et al., 1981).

Première Partie: Etude bibliographique



29

F,rOCèl'anOllè (222)
(C proceraï evo dnlone

o

c
o ~.

O~l
carapolide B

o

o

y[eO,( J.;

-61, ..

o

o18 ::-

mexicanohde

o

o

Carapine

o

carapa pl'lxel'a spiro-lactone A

Figure 8 : Structure chimique de composés bioactifs de C. procera
(Mulholland et al., 2000)
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1.6.4 Parkia biglobosa

Un antioxydant, l'ester de l'acide trans-ferulique a été isolé, en mélange avec ses

formes estérifiées comme le cis-ferulate (2a-e) (Figure 9). On y trouve aussi du lupéol, du 4­

o-méthyl-epi-gallocatéchine, de l'epi-gallocatéchine, de l'epi-catéchine-3-o-gallate, de l'epi­

gallocatéchine-3-o-gallate (Corrado et al., 2000).

On a aussi isolé des triterpènes qui seraient à la base de certaines propriétés

insecticides et larvicides observées avec des extraits de l'écorce de la plante (Anderson, 1991).

MeO

RO

MeO

OR

o OR

o~~)~O~OR
11 ·31 Il u se

o

1 R- H

3 R -Ao

1- w-Feruloyllignocéryl-glycérol

2a-e R" H, n" 21-25

4a-e R· Ac, n. 21-25

2a-e: w-isoferuloylalkanoyl-glycérols; 4a-e : peracétate de 2-a

LOH

HO'(r°Î::'''U
~'OH

OH

(-)-epicatéchine (EC)

HO

OH

Pubescine

OH

Figure 9 : Structure chimique de composés bioactifs de P. biglobosa

(Tringali et al., 1998; Mulholland et al., 2000)
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1.7 L utte anti-tcrmi tes

Le bois est évidemment un matériau dégradable. Il nécessite le recours à sa

préservation si sa durabili té naturelle est insuffisante (Ray zal, 1998). Un traitement peut-être

une alternative plus économique que le choix d'une essence naturellement durable.

L' alternative d'une durabilité conférée est poss ible, moyennant la mise en œuvre rationnelle

d'une essence de bois dont la capacit é d' imprégnation est connue, et d'un traitement

mécanique approprié à la classe de risque défini e (Dirol el D églisc. 2001).

La recherche dans le domaine de la préservation du bois s' oriente dorénavant vers la

production cie nouvelles molécules, ciblées par exemple sur la récupéra tion par voie

enzymatique des toxines d'origine fongique. sur une activi té ovicide ou sur un stade

particulier cie la mue des espèces.

1.7.1 .cnre Reticu litermes (www .sostermites.corn, consuItée en 2005)

Les termites sont des insectes sociaux qui appartiennent à la famille des isoptères. Il

existe près de 2700 espèces de termites dans le monde , essentiellement dans les régions

tropicales et équatoriales.

On distingue deux grandes catégories : termites souterrains qui vivent dans le sol el

remontent dans le bois dont ils se nourr issent. Ils appartiennent au genre rcticulitermes. Il

convient de signaler qu'il existe d autres genres dans ces fam illes de termites souterrains,

mais chacun évolue dans un secteur géographique différent. Reti culitermes santonensis

appartient à cette catégorie de termites ; termites de bois secs qui contrairement aux termites

souterrains nichent directement dans le bois qu ' ils consomment.

m élanzc de terre. de salive etb

d'excrément s qu'on retrouve dans des

gal ries creusées dans le bois, donnant
Figure 1() : T erm ites en ga leries

1.7.2 Indices de présence et dé gâ ts des te r m ites (www. xyloexpert.fr, consultée en 200 5)

La présence des termites peut être mise en évidence lors d'un essaimage (envol de

reproducteurs ailés) dans une maison.

Les ouvriers construisent des galeries et

des tunnels qUI parcourent la surface des

murs ou du sol appelés aussi cordon nets.

Ces derniers sont constitués d'un
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un aspect sale aux dégâts occasionnés par les termites (Figure 10).

Des cordonnets peuvent être construits sur des matériaux trop durs pour être creusés,

afin de sc protéger de la lumière et des prédateurs. 'es cordonnets leur permettent aussi de

gravir des parois qui leur seraient insurmontables.

Le principal problème des dégâts causés par les termites est que l' apparence

extérieure des matériaux comme le bois par exemple. est préservée, Mais les dégradations

apparaissent souvent à la moindre pression sur la surface des pièces de bois, qui cède

aussitôt.

1.7.3 Biologie des termites (www.sosrerrnitcs.com; www.xylocxpert.Ir, consultées en

2005)

hez les termites, l' aliment cie base est le bois, clans lequel les insectes trouvent la

cellulose nécessaire ù leur métabolisme. Ainsi. les termites jouent un rôle écologique

important en participant au recyclage du bois mort en milieu forestier (au sens large de

l' humus).

Les problèmes commencent quand ils envahissent les structures et les zones

d' habitation humaine. La condition première de l' existence de termites est la possibilité d ' un

approvisionnement en eau. L'a utre facteur important est la nécessité d'un e température

ambiante élevée. Si elle-ci peut être donnée par le climat, elle peut aussi leur être procurée

par la chaleur des habitations. La colonie est constituée de la reine, des ouvriers, des soldats

(assurant la défense de la colonie) et des reproducteurs. Les ouvriers sont responsables des

d ég âts. Ils consomment et digèrent la ellulosc, qu'ils sont capables de régurgiter pour la

distribuer aux autres membres cie la colonie : phénomène de trophallaxic. Comme la plupart

des invertébrés, les termites croissent par étapes.

Hormis les termites reproducteurs ailés, toutes le. autres castes sont aveugles. Ils sc

déplacent ct communiquent grâce à des substances qu'il s lai, sent derrière eux, et qui seront

reconnues par leurs congénères. 'c sont les phéromones de piste. Il existe également des

phéromones dalanuc sécrétées en cas de danger et destinées à alerter le reste de la

population.
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1.7.4 Prévention et lutte anti-termites

Certaines essences de bois ont une durabilité naturelle c'est à dire qu'elles ne sont pas

attaquées par des agents de dégradation du bois (insectes et champignons) (Lawrence et

Reynold, 1999). Cette résistance est due à la présence de composés du métabolisme

secondaire (limonoïdes, terpénoïdes). Ces composés peuvent présentés des propriétés

fongicides ou insecticides permettant d'envisager l'hypothèse de les utiliser comme matières

actives dans la formulation de produits de préservation du bois. De nombreux chercheurs

dans le domaine de la préservation essaient de trouver des solutions, afin d'éviter l'utilisation

de produits de préservation pour protéger les bois contre les agents de biodégradation. Par

exemple, extraire les biocides naturels du bois à partir d'essences durables (Kenneth et al.,

1997; Wakako et al., 1999; Sogabe et al., 2000) et d'en imprégner des essences peu durables

ou des aubiers. Pendant longtemps on a opté pour des produits de synthèse de complexité

variable du fait de leur moindre coût (produits organochlorés ou organophosphorés et sels

métalliques) (Figure Il).

Les préoccupations croissantes du public à l'égard des effets néfastes que peuvent

causer les produits de traitement d'origine synthétique sur l'environnement, ont conduit à un

regain d'intérêt pour la mise au point et l'utilisation de produits naturels pour la protection

du bois. L'activité de ces molécules a longtemps été mise en évidence à partir d'observations

empiriques, puis par des protocoles adaptés (French, 1979; Kennedy et Powell, 2000;

Chang et al., 2001, Tellez et al., 2001 ; Regnault-Roger, 1999 et 2003). Les produits naturels

à activité termicide sont: terpénoïdes (pinène), tannins, tropolones (isomères de thuyaplicine

encore appelé « Red Cedar »), polyphénols (stilbènes) (Yazaki et al., 1982; Kinjo et al.,

1988 ; Farshid, 2005). Par exemple, les études sur les fleurs de chrysanthemum ont permis la

synthèse des pyréthrinoïdes très actifs (Tsunoda et al., 1993). Simonin et al (2002) ont étudié

l'activité termiticide d'huiles essentielles de bois de rose.
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1
MOYENS DE LUTTE l

~
AVANT QU'IL NE SOIT TROP TARD, LES TRAITEMENTS l

1 POUR UNE MAISON A CONSTRUIRE Il POUR UNE MAISON DEJA CONSTRUITE l
/~

TRAITEMENTS TRAITEMENTS TRAITEMENTS
PREVENTIFS AVANT PREVENTIFS PAR APPATS

CONSTRUCTION CHIMIQUES

QUAND IL EST TROP TARD, LES TRAITEMENTS CURATIFS

TRAITEMENTS CHIMIQUES Il TRAITEMENTS PAR APPATS 1

Figure Il : Prévention et lutte anti-termites

Aujourd'hui, l'amélioration des méthodologies et des outils d'analyse a facilité

l'isolement de produits naturels d'origine végétale, l'étude de leur structure et de leur activité

biologique. L'utilisation des matières actives issues du monde végétal permet d'éviter les

risques d'accoutumance ou de résistance des organismes ciblés, à cela s'ajoute un risque

mineur pour les organismes non ciblés (Gonzalez et al., 1994).

Cependant, d'après la bibliographie, la piste des graines oléagineuses à activité

insecticide n'est pas jusque-là explorée ce qui ouvre ainsi la possibilité d'une valorisation

intégrée et de nouveaux débouchés pour des produits d'oléagineux à activité insecticide.

1.7.5 Etat des lieux de la situation au Bénin

Au Bénin, les méthodes utilisées pour la protection du bois sont notamment

l'utilisation de peintures, de vernis. Cependant, le pays dispose d'une biodiversité dont on

pourrait tirer, par des procédés appropriés, des essences à activité insecticide (§ 1.6). La

vulgarisation de l'utilisation de ces essences pourrait réduire l'importation de produits

manufacturés. On ne connaît encore aucune méthode fiable de protection du bois mise à part

le tri sélectif d'essences de bois. Les constructeurs (menuisiers, charpentiers) savent de façon

empirique le type de bois qu'il faut pour tel ou tel usage en jouant sur leur durabilité et la
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période propice à l'abattage (il y a des bois qui pourrissent quand on coupe l'arbre en pleine

lune, etc.). Aucun traitement préalable n'est effectué.

Pour ce qui est de la protection des récoltes le problème majeur est l'attaque des

greniers par les termites, les moyens traditionnels de stockage au niveau villageois sont le

résultat de l'ingéniosité et de l'empirisme des paysans qui, au long des générations, ont mis au

point des techniques souvent très élaborées et bien maîtrisées. Lorsque ces moyens n'ont pas

évolué sous des formes modernes, du fait de contraintes climatiques ou socio-économiques,

ils sont conçus de façon à éviter les pertes causées par les principaux ennemis des récoltes

stockées : insectes, rongeurs, moisissures, vols et incendies. Une partie importante des

récoltes étant perdue au cours du stockage faute d'une protection suffisante contre les

ravageurs naturels, on conçoit l'utilité des recherches destinées à apporter des solutions.

Ce chapitre montre l'intérêt de quatre plantes oléagineuses. Le potentiel insecticide

pour P. biglobosa est le plus faible à l'opposé de A. indica sur la base de la littérature

consultée.

Les extraits de A. indica et C. procera possèdent une diversité en terme de produits

naturels actifs alors que les acétogénines constituent les composés majoritaires dans les

extraits de A. squamosa.

L'étude de J'activité termicide d'extraits de graines oléagineuses est peu abordée et

montre l'intérêt de cette approche vectrice d'innovations.
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Chapitre II

Lipides et composition chimique des graines

oléagineuses

II.1 Composition des huiles végétales

II.2 Procédés d'extraction des huiles végétales

II.3 Techniques d'analyses des lipides

lIA Utilisations des huiles végétales

IL5 Production d'huiles végétales

II.6 Composition chimique des graines
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Chapitre II

Lipides et composition chimique des

oléagineuses

.
graines

Les huiles végétales sont essentiellement constituées de triglycérides (95 - 98%) et

d'un mélange complexe de composés mineurs de (2 à 5 %). La teneur en ces composés

dépend de l'espèce végétale dont ils sont extraits. Cependant, pour une même espèce, la

composition peut varier en fonction des conditions climatiques et d'écosystème, notamment

de la qualité du fruit ou de la graine, mais aussi des techniques d'extraction et de raffinage.

Durant le stockage de l'huile, les réactions d'hydrolyse et d'oxydation peuvent

modifier la composition d'une huile. Pour apprécier la qualité d'une huile végétale, deux

indices viennent en appoint, les indices d'acide et de peroxyde.

L'analyse des composés mineurs est aussi utile dans la détermination de la qualité, de

l'origine, de la méthode d'extraction, de raffinage et aussi de l'état de dégradation de l'huile.

ILl Composition des huiles végétales

La plupart des ouvrages définissent les lipides comme des composés solubles dans les

solvants organiques tels que l'hexane, le chloroforme, le benzène, l'éther diéthylique et les

alcools. Les acides gras (AG) et leurs dérivés (glycérides), les stéroïdes, les caroténoïdes, les

terpènes et les acides biliaires appartiennent à ce groupe.

Cette définition semble erronée car certaines molécules lipidiques peuvent être plus

solubles dans l'eau que dans les solvants organiques (par exemple les phospholipides). Par

conséquent, une autre acception a été proposée par Christie (1987) qui définit les lipides

comme étant des acides gras, leurs dérivés ainsi que les substances qui se rapportent

biologiquement ou fonctionnellement à ces molécules.

Les composés mineurs présents dans les huiles végétales sont les suivants : stérols,

alcools gras, cires, hydrocarbures, tocophérols et tocotriénols, composés phénoliques,

pigments, di et mono glycérides minoritaires, phospholipides et acides triterpéniques.

L'analyse des composés mineurs, requiert souvent une étape préalable d'isolation de la

matrice végétale essentiellement constituée de triglycérides, suivie de leur analyse par
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plusieurs procédés de séparation, d'identification et de quantification. Une étape

d'enrichissement peut être nécessaire.

II.l.l Acides gras (AG)

Les AG sont des acides monocarboxyliques comportant une chaîne aliphatique

généralement non ramifiée (chaîne grasse lipophile). Il existe plusieurs types d'AG (Figure

12). On distingue les AG saturés à courte ou à longue chaîne, tels que l'acide palmitique

(C16:0) et l'acide oléique (C18:1) (Gunstone, 1986). Les doubles liaisons (C = C) des AG

naturels sont en général de stéréochimie cis et non conjuguées.

Ils sont les composants lipidiques les plus fréquents (sous forme estérifiée) et sont

utilisés comme réserve énergétique aussi bien dans le monde végétal que dans le monde

animal. Chaque acide gras présente des propriétés spécifiques. A ce titre, une attention

particulière doit être accordée à la composition en acides gras des huiles végétales. En effet,

dans la même famille botanique on peut noter des variabilités de composition en fonction de

l'écosystème et de la période de récolte.

La composition en acides gras permet de préciser la chémotaxonomie de chaque type

d'oléagineux. Spécifiquement, la présence ou non de certains acides gras non usuels peut

venir en appoint à la classification botanique de certaines espèces. Dans ce sens, il est à noter

la grande diversité remarquée dans la famille des euphorbiacées (Volker, 1999).

œ

l-a Acide palmitique C16 :0

L-e Acide oléique C18 :1 (n-9)

I-b Acide stéarique C18 :0

'-""'~~I~­

I-d Acide linoléique C18 :2 (n-6)

l-e Acide alpha linolénique C18 :3 (n-3)

Figure 12 : Structure chimique des acides gras courants dans les huiles végétales

(Smith, 1971)
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11.1.2 Glycérides (ou acylglycérols)

Ce sont des esters d'acides gras et de glycérol (Figure 13). Ces composés sont

considérés comme étant une forme simple et "non encombrante" de stockage des AG, lesquels

sont facilement dissociés de la molécule de glycérol par simple clivage de la liaison ester

(Harwood, 1986).

Les triglycérides ou triacylglycérols (TAG) sont les pnncipaux constituants des

matières grasses "neutres" naturelles. Il existe aussi les glycérides partiels: monoglycérides et

diglycérides sont des intermédiaires métaboliques provenant essentiellement de l'hydrolyse

des TAG et des phospholipides (PL) par action de lipases (Figure 14). Ces composés ont la

particularité de posséder une extrémité hydrophile et une autre hydrophobe. Cette

caractéristique structurale leur confère des propriétés tensioactives.

CH20COR

1

CHOCOR

1

CH20COR

triacylglycerol

CHOH

1

CH20COR

1

CHOCOR

1

CH20H

1,2-diacylglycerol

CHOCOR

1

CH20COR

1

CHOH

1

CH20COR

1,3-diacylglycerol

CH20H

1-monoacylgIycerol
CH20H
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Figure 13 : Structure chimique des glycérides
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Figure 14 : Structure chimique des phospholipides dans les huiles végétales

II.t.3 Fraction in saponifiable

Il s'agit de l'ensemble des constituants d'un corps gras qui après hydrolyse basique

(saponification), est très peu soluble dans l'eau, mais reste soluble dans les « solvants des

graisses » comme l'éther diéthylique, les hydrocarbures aliphatiques (hexane, heptane, éther

de pétrole), les solvants chlorés (chloroforme, tétrachlorure de carbone), hydrocarbures

aromatiques (benzène, toluène) (Dumazer et al., 1986; Farines et Soulier, 1988). Il s'agit de:

alcools gras, cires, stérols, vitamines liposolubles, hydrocarbures, pigments caroténoïdiques,

triterpènes et dérivés (alcools triterpéniques par exemple), autres constituants comme les

glucosinolates.

Lorsqu'on soumet une huile à l'action d'un alcalin (soude ou potasse), il y a hydrolyse

des esters glycéridiques avec formation de savons et de glycérine (c'est la technique

traditionnelle de fabrication du savon), le mot insaponifiable désignant « ce qui n'a pas été

transformé en savon ».

La proportion de matières insaponifiables contenue dans un corps gras dépend bien

évidemment de son origine biologique, des traitements qu'il a pu subir (raffinage), ainsi que

de la nature du solvant d'extraction (éther diéthylique, hexane) qui peut être un facteur

particulièrement important (William et Hron, 1996; Wakelyn, 1997). D'une façon générale, la

fraction insaponifiable d'un lipide non raffiné en représente environ 0,2 à 2 %p-huile
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(Ha1miton et Rossel, 1986; Schwartz, 1988), bien que l'on rencontre des proportions pouvant

exceptionnellement aller jusqu'à 10 %p-hui1e. C'est notamment le cas du beurre de karité.

Les tocophérols et les phytostérols constituent la partie la plus importante de la fraction

insaponifiable des huiles végétales avec le squalène et d'autres hydrocarbures.

II.1.3.1 Stérols

Les phytostérols se retrouvent dans les huiles végétales, en particulier dans les huiles

de germes. La composition en phytostéro1s dépend du type d'huile analysée. Le ~-sitostérol,

le campestérol, le stigmastérol et le brassicastérol sont dans l'ordre les principaux stérols du

monde végétal (Figure 15).

Les taux naturels de phytostérols présents dans certaines huiles végétales de 970, 550

et 220 mg/100g respectivement pour les huiles de maïs, de germe de blé et d'olive

contribueraient à abaisser de façon significative le taux de cholestérol. La recherche sur les

phytostérols suscite un intérêt croissant chez les scientifiques mais aussi chez les

consommateurs de par leur implication dans la diminution de l'absorption du cholestérol et

dans la réduction du taux de LDL (lipoprotéine de basse masse volumique) circulant dans le

sang (Awad et al., 1996 et 2000 ; Amundsen et al., 2002).

Cette famille de composés permettrait de lutter contre les maladies cardio-vasculaires,

contre le développement du cancer du côlon et contre certaines maladies chroniques. Les

stérols sont également utilisés pour la synthèse chimique de vitamines (vitamine 0) et

d'hormones stéroïdes: œstrogène, progestérone (Raicht et al., 1980; Bouic et Lamprecht,

1999 ; Mendes et al., 2001).

L'utilisation de ces molécules comme nutraceutiques est actuellement très répandue

dans le monde industriel et bien acceptée par les consommateurs.
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Figure 15 : Structure chimique des stérols dans les huiles végétales (Beare et al., 2001)

II.1.3.2 Tocophérols/tocotriénols et vitamines liposolubles

Les tocophérols sont des composés fonctionnels très importants dans l'alimentation.

Ils appartiennent à la famille chimique des vitamines E, vitamines liposolubles (Figure 16), et

révèlent des propriétés antioxydantes. Les tocophérols et tocotriénols sont des antioxydants

grâce à leur capacité d'inhiber les peroxydations lipidiques. A cet effet ils participent avec de

nombreuses autres substances, à la lutte contre les formes réactives de l'oxygène: radicaux

libres et éléments non radicalaires produits lors de la formation des radicaux libres

(Boelhouwer, 1983). Il a été montré que le y-tocophérol permet une protection plus

importante contre les radicaux. Le mécanisme qui sous-tend l'inhibition de la croissance

cellulaire serait similaire à celui de la réduction de l'activité de la protéase C, aussi bien pour

les tocophérols que pour les tocotriénols. Les isomères a-tocophérol et u-tocotriénol

présentent l'activité biologique la plus importante, c'est pourquoi on les confond souvent avec

le terme vitamine E (Hoglen et al., 1997 ; Cuvelier et al., 2003).

Le rôle de la vitamine E, en tant qu'antioxydant dans les produits alimentaires

(conservation) et dans les systèmes biologiques, est très documenté dans la littérature. La

vitamine E protège contre les maladies cardio-vasculaires, certains cancers et les maladies

infectieuses (Nesarethnam et al., 2000). Il a été aussi noté que les vitamines E diminuent
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l'activité de la protéine kinase C et module ainsi la prévention contre l'arthérogenèse (Traber

et Packer, 1995). Les doses efficaces sont de l'ordre de 17 - 40 mg d'a-tocophérol par jour ce

qui est largement au dessus des quantités journalières provenant de la ration alimentaire

(Bender, 1997).

Les proportions des tocophérols varient en fonction de l'oléagineux mais aUSSI en

fonction de la provenance du matériel végétal (Alasalvar et al., 2003).
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~Hj CH)
a-tocop hé roI CH) CH)

~H:l [3-tocophérol CH] H
~ ~
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Figure 16 : Structure chimique des vitamines lyposolubles

(Beare-Rogers J. et al., 2001)
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II.2 Procédés d'extraction des huiles végétales

II.2.1 Procédés industriels d'extraction des huiles végétales

Les méthodes usuelles d'extraction de l'huile sont la pression, et la dissolution dans un

solvant. Depuis 1940, l'hexane constitue le solvant de choix pour l'extraction industrielle des

huiles végétales. Cependant, plusieurs directives existent aujourd 'hui concernant l'utilisation

de ce solvant dans les conditions respectueuses de l'environnement (William et Hron, 1996 ;

Wakelyn, 1997).

D'autres solvants comme le chloroforme, le tétrachlorure de carbone et le benzène

présentent des risques environnementaux et techniques, mais offrent des rendements et une

sélectivité d'extraction importante (Wan et al., 1995).

L'extraction de l'huile à l'aide d'un solvant offre des rendements meilleurs que ceux

obtenus par la pression. Toutefois, le procédé d'extraction au solvant reste coûteux et

complexe en terme d'investissements technique et financier. De plus, les risques d'accidents

sont élevés et cela implique une rigueur de travail extrême.

Le résidu que l'on obtient (tourteau d'extraction) peut être utilisé comme aliment du

bétail. Ce résidu contient encore des traces du solvant d'extraction et nécessite un stockage

spécifique pour éviter les risques de pollution et d'explosion.

Face à tous ces problèmes, il existe d'autres méthodes d'extraction des huiles

végétales, notamment la méthode d'extraction assistée par enzyme. En effet, la meilleure

façon de provoquer la rupture des cellules végétales est l'utilisation des enzymes. Les

enzymes sont moins problématiques du point de vue environnemental que les solvants

organiques d'extraction. De plus, elles peuvent être utilisées en synergie avec des solvants

organiques tel que l'hexane pour plus de sélectivité (Fullbrook, 1983; Foild et al., 1996;

Yaw, 1997). La TPPE (Three Phase Partioning Extraction) l'extraction avec le CO2

supercritique (§ Chapitre III) sont aussi de nouvelles techniques utilisées mais encore à

l'échelle expérimentale (Shweta et al., 2003). Les méthodes d'extraction par entraînement à la

vapeur d'eau ne conviennent pas aux composés visés; car ils sont pour la plupart

thermosensibles et de masse moléculaire bien trop élevée pour ce qui est des triglycérides.

II.2.2 Procédé artisanal d'extraction d'huile végétale (www.enterpriseworks.org, consultée

en 2005)

L'extraction de l'huile selon les méthodes traditionnelles induit diverses opérations

préliminaires (concassage, décorticage, etc.), après lesquelles le produit est réduit en pâte.

Cette pâte (ou le fruit entier) est ensuite portée à ébullition et brassée jusqu'à ce que l'huile
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surnage et puisse être recueillie. Ces méthodes traditionnelles sont peu efficaces compte tenu

de leur rendement très faible, en particulier lorsqu'elles sont manuelles.

L'extraction de l'huile par pression à froid est la méthode la plus simple et donne

souvent un produit qui peut être consommé sans raffinage. Cette méthode s'applique aux

matières premières (pulpes de palme et d'olive, coprah, graines d'arachide et de tournesol) à

teneur élevée en huile. C'est une méthode qui peut être pratiquée en discontinu (action

manuelle) ou en continu avec une presse équipée d'une vis à pas variable (EnterpriseWorks,

2001).

II.3 Techniques d'analyses des lipides (Volker, 1999)

II.3.1 Généralités

[1.3.1.2 Chromatographie sur couche mince

Pour avoir des informations qualitatives sur la composition des lipides, la

chromatographie sur couche mince, reste la solution de choix (Shukla et Touchtone, 1995). Le

gradient de solvants communément utilisé pour l'élution des plaques est hexane/éther

diéthylique/acide acétique, 80/20/2 v/v/v (Christie, 1989).

La détection des différentes classes de lipides peut être faite après vaporisation d'une

solution d'acide sulfurique méthanolique à 50 %. Les taches se révèlent alors par simple

chauffage à 110°C à condition que les composés analysés soient insaturés. En général, une

dizaine de « spots » peut être observée par cette méthode: hydrocarbures (Rf ~ 0,94 - 0,98),

triglycérides (Rf ~ 0,60), ils constituent les composés majoritaires), acides gras libres (Rf ~

0,39), stérols (Rf ~ 0,19), diglycérides (Rf ~ 0,15 - 0,21), monoglycérides (Rf ~ 0,02),

phospholipides (Rf ~ 0)

En outre, la CCM est une méthode préliminaire pour détecter la présence ou non de

composés insaturés à systèmes conjugués à double/triple liaisons (détection UV), les acides

gras à chaîne oxygénée (Volker, 1999).

11.3.1.2 Spectroscopies Ultraviolette et Infra-Rouge

La spectroscopie Ultra-Violette (220 - 400 nm) est une méthode très sensible qui

permet la détection des composés lipidiques insaturés conjugués (liaisons double et triple

conjuguées) par un spectre de bandes d'absorption (Cornes et al., 1991). Dans certains cas,

elle permet de distinguer les isomères géométriques.

Comme la spectroscopie IR, elle peut être appliquée directement aux huiles végétales

sans étape intermédiaire ou aux esters méthyliques d'acides gras. Dans ce dernier cas, si la
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proportion d'acides gras insaturés conjugués est très faible, cette technique est couplée avec la

CPG.

La plupart des huiles végétales montrent des spectres IR semblables entre 660 et 4000

cm'. Ainsi, la présence dans le spectre, d'absorptions particulières révèle la présence de

composés spécifiques. Il est plus avantageux d'obtenir le spectre IR avec la spectroscopie par

Transformée de Fourier (IR-TF) car de très bons spectres sont obtenus avec de petites

quantités d'huiles et en un temps d'analyse très court.

II.3.1.3 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Par le passé, la RMN était seulement réservée à l'analyse des composés purs. Mais

actuellement, grâce aux avancées techniques, elle peut être appliquée à des matrices

complexes comme les huiles végétales. En quelques minutes, environ 1mg d'huile suffit pour

obtenir un spectre RMN lH contre 50 mg pour la RMN l3C, ce qui montre les limites en terme

de sensibilité de cette dernière méthode, mais la RMN pennet de trouver la position des

acides gras sur le squelette glycéridique par exemple (Wollenberg, 1990 et 1991; Gunstone,

1993).

II.3.1.4 Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) (Christie, 1987-1989; Volker, 1999)

La CPG reste la meilleure technique d'analyse des huiles végétales. La saponification

transforme en savons les composés triglycéridiques et permet l'extraction de la fraction

insaponifiable. Cependant, cette méthode n'est pas appropriée pour analyser: cires, stérols

estérifiés, phénols, pigments, glycérides minoritaires et phospholipides qui sont altérés durant

la saponification.

La partition liquide-liquide avec des solvants polaires (méthanol, méthanol/eau,

acétonitrile) est une voie intéressante pour l'isolation des polyphénols, des hydrocarbures

polycycliques aromatiques et des chlorophylles (Christie, 1989; Cert et al., 2000). Avant

l'utilisation de la CPG il faut s'assurer de l'effet de la température sur la structure des

composés à analyser pour éviter leur décomposition.

La CPG reste la technique la plus couramment utilisée pour déterminer la composition

en acides gras et en stérols. L'analyse des acides gras passe d'abord par la préparation des

esters par transestérification (ou méthanolyse) de 1'huile, en présence d'un catalyseur acide ou

basique. Ces esters méthyliques sont ensuite injectés en CPG, munie d'une colonne capillaire

pour une meilleure résolution des pics.
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Quant à l'analyse des stérols, elle passe par une syllilation afin d'éviter la

déshydratation éventuelle de la fonction alcool et les rendre plus volatils.

Le détecteur à ionisation de flamme est le plus couramment utilisé. La spectrométrie

de masse (SM) arrive souvent en complément de la CPG en cas d'ambiguïté, afin de

confirmer la structure des produits et de les identifier.

II.3.1.5 Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP)

Comme toute technique chromatographique, elle est basée sur les phénomènes

d'adsorption et de partition entre deux milieux. La chromatographie d'adsorption (phase

normale) est utilisée pour la séparation de classe de composés en fonction de la polarité des

groupes fonctionnels (Christie, 1987). En phase normale, l'adsorbant (phase stationnaire) est

le gel de silice et l'éluant est un mélange de solvants apolaires en majorité. La CLHP en phase

inverse, basée sur la partition, permet de séparer individuellement les composés d'une même

classe chimique. Dans ce cas, la phase stationnaire comporte usuellement une phase non

polaire greffée d'octadécylsilane (C 18) et l'éluant est constitué d'un mélange de solvants

polaires.

Plusieurs méthodes de détection sont couplées à la CLHP, la plus courante est la

détection Ultraviolet-visible (UV-Vis). D'autres méthodes de détection sont aussi utilisées à

savoir, les détecteurs ELSD (Evaporating Light Scattering Detector), à fluorescence et

électrochimique.

Ces dernières années, de nouvelles techniques présentant une efficacité et une

sensibilité très importante ont été développées. Elles combinent CLHP et CPG couplées à la

SM dans un procédé polyvalent d'isolation et de fractionnement (Byrdwell, 2005).

II.3.1.6 CPG et CLHP couplées avec SM

Pour l'élucidation complète des structures des composés lipidiques, il est nécessaire de

coupler les techniques de CPG et de CLHP. Cette technique renseigne plus spécifiquement

sur la longueur des chaînes hydrocarbonées, le type de chaînes (linéaire, cyclique,

aromatique), le nombre ainsi que la position et parfois la configuration des groupes

fonctionnels (Ryhage et al., 1960; Murphy, 1993).

II.3.1.7 Chromatographie en Phase Supercritique (CPS)

Récemment, l'extraction des lipides avec des fluides supercritiques a fait son

apparition (King et al., 1996; Dunford et King, 2002). Cette technique de séparation s'avère
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intéressante car elle offre la possibilité de modifier la solubilité des composés par l'ajustement

de la pression et de la température ou l'ajout de co-solvants. Elle peut être couplée à la fois à

la CPG et à la CLHP où le CO 2 supercritique est utilisé comme phase mobile dans des

conditions de température relativement plus basses que celles de la CPG.

II.3.2 Techniques d'analyse des composés majeurs de la fraction insaponifiale : stérols,

tocophérols et tocotriénols

La CPG est utilisée pour l'analyse de ces composés. Cependant, cette technique

demeure limitée car elle ne permet pas une séparation complète des isomères ou du moins

nécessite un temps d'analyse assez long.

Une bonne résolution pour les tocophérols/tocotriénols et le ~-sitostérol peut être

observée en CLHP. En ce qui concerne les tocophérols et tocotriénols, il existe deux

possibilités d'élution à savoir la CLHP en phase normale et en phase inverse (Abidi, 2000).

Les isomères a, ~, y et ô-tocophérols sont souvent analysées en phase normale avec une

meilleure résolution entre les isomères ~- et y-tocophérols et tocotriénols qu'en phase inverse

(Panfili et al., 1994; Manzi et al., 1996; Psomiadou et al., 2000).

Dans le cas de la séparation des carotènes et des stérols, l'analyse en phase inverse est

plus avantageuse à cause de la reproductibilité et de la sensibilité plus grandes que celles

observées dans l'analyse des tocophérols et tocotriénols en phase normale. Le type de

détecteur influe aussi sur la qualité de l'analyse, les détecteurs à fluorescence permettent par

exemple de minimiser les interférences entre différents composés d'une matrice végétale

(Ruperez et al., 1999; Ruperez et al., 2001; Rodas et al., 2003; Bada et al., 2004).

II.4 Utilisations des huiles végétales (www.epobio.net/workshop0605.htm. consultée en

2006)

Les huiles végétales ont toutes sortes d'emplois alimentaires, notamment les huiles de

table et de friture, et entrent dans la composition de la margarine, des graisses formulées. Hors

du domaine alimentaire, elles servent aussi à préparer de nombreux produits transformés tels

que les savons, les plastiques, les lubrifiants, les peintures et encres.

II.4.1 Surfactifs, détergents, savons

Le plus souvent les savons sont obtenus par saponification du groupe carboxylique des

esters acides gras par de la soude. En fonction de l'application, les acides gras peuvent être

sous forme estérifiés. Pour obtenir une détergence importante, les acides gras à courtes
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chaînes sont nécessaires (moins de 16 atomes de carbone). Les huiles de coco et de palmiste

constituent les matières premières les plus utilisées dans l'industrie des surfactifs lorsqu'un

bon pouvoir moussant est recherché.

L'hydrolyse partielle des huiles en mono et diglycérides permet d'obtenir des agents

émulsionnants. D'autres applications requièrent de courtes chaînes d'acides gras (moins de 12

atomes de carbones) comme les acides: caprilique (C8:0) et capri que (C 10:0). Il existe par

exemple un nombre important de plantes du genre Cuphea, qui possèdent des taux assez

élevés en ces acides (plus de 95 %) (Rôbbelen, 1989; Knapp, 1993). Le colza transgénique

peut contenir 60 % d'acide laurique (Wiberg et al., 2000; Larson et al., 2002).

II.4.2 Lubrifiants et huiles hydrauliques

La fonction primaire des lubrifiants est de diminuer l'usure par friction, de faciliter les

transferts à chaud de matières et de protéger contre la corrosion. Afin d'assurer de telles

fonctions, les lubrifiants sont des formulations complexes la plupart à base d'huiles végétales

(70 - 90 %) et d'additifs spécifiques qui leur confèrent des propriétés particulières.

Les secteurs d'utilisation des lubrifiants se répartissent de la façon suivante: 47 %

industrie de l'automobile, 32 % lubrifiants industriels (incluant les huiles hydrauliques, 15

%), Il % industrie huilière, 9 % marine et aviation.

Les lubrifiants peuvent être des dérivés d'huile végétale (triglycérides) mais le plus

souvent ils sont aussi composés d'hydrocarbures ou encore d'esters synthétiques où la chaîne

d'acides gras peut-être d'origine végétale. L'avantage des lubri fiants et des fluides

hydrauliques d'origine végétale est qu'ils sont biodégradables et peu toxiques. Certaines

huiles s'auto-oxydent et s'hydrolysent, ce qui augmente leur point de fusion et leur acidité.

Malgré cela, plusieurs huiles végétales sont commercialisées comme lubrifiant. Ces dernières

sont recommandées pour les fluides perdus tels que ceux des tronçonneuses utilisées pour les

travaux forestiers.

Les huiles contenant des acides gras hydroxylés comme l'huile de ricin sont des

biolubrifiants de choix (Salywon et al., 2005; Ogunniyi, 2006). L'acide érucique (présent

dans le colza érucique et dans Crambe abyssinicaï est utilisé comme lubrifiant et agent de

friction. La lubricité est en effet favorisée par une teneur élevée en acides gras monoinsaturés

à longue chaîne (20:1 ~5) (Isbell et al., 1999). Les esters de cire ont des propriétés lubrifiantes

qui sont nettement supérieures aux huiles végétales ordinaires (i.e. triacylglycérols) à cause de

leur stabilité à l'oxydation et de leur résistance à l'hydrolyse. Les esters dont la chaîne

aliphatique est d'origine végétale sont des huiles synthétiques performantes pour automobiles.
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L'huile de jojoba est une excellente source naturelle de mono esters (appelés cire) mais reste

assez chère pour être utilisée comme biolubrifiant (Busson-Breysse, 1990).

Industriellement, les qualités essentielles pour qu'une huile soit prédisposée à être

utilisée en tant que biolubrifiant et fluide hydraulique sont: teneur élevée en acide oléique en

acide érucique, en acides gras hydroxylés et en esters de type cire; stabilité oxydative élevée

et point de fusion faible.

II.4.3 Peintures, bitumes, encres et plastiques (www.soyink.com, consultée en 2006)

Les huiles utilisables dans ces secteurs sont les huiles susceptibles de se polymériser

en formant un film résistant. Le récent succès de nouvelles applications des huiles végétales

dans ce domaine est le « Soy Ink » fabriqué à partir d'huile semi-raffinée de soja et enrichie

aux pigments, résines et cires. Les huiles de lin et de soja contiennent une forte proportion

d'acides gras polyinsaturés, ce qui est indispensable dans le secteur des peintures. Les huiles

de lin et de soja sont aussi époxydées chimiquement et sont utilisées comme plastifiants.

Des essais de domestication de Calendula officinalis ont été lancés à cause de sa

teneur élevée en acides gras insaturés conjugués (Marvin et al., 2000). D'autres espèces,

notamment Euphorbia lagascae, Vernonia galamenensis sont aussi de plus en plus explorées

en raison de leur teneur en acides gras époxydés, ce qui simplifie leur utilisation en

formulation (Thompson et al., 1994). Certaines plantes transgéniques sont même développées

avec des teneurs de 15 à 20 % d'acides gras époxydés ou conjugués (Cahoon et al., 1999;

Singh et al., 2005).

Il.4.4 Polymères

Les dérivés d'huiles végétales peuvent être utilisés dans la fabrication des polymères

de grande utilité (mousses, élastomères, adhésifs, fibres, préservatifs, plastiques). Les huiles

végétales peuvent servir dans la fabrication des polyuréthanes. Ces polymères sont formés

d'une chaîne organique par l'uréthane qui est un ester d'acide carbamique (RNHCOOQ, où R

et Q représentent différents groupements organiques).

Le polyuréthane d'origine végétale le plus courant est le « Soyol» obtenu à partir

d'huile de soja. Il constitue une alternative sérieuse aux dérivés de la pétrochimie. La

production des polyols dérivés des oléagineux a relancé la réaction d'hydroxylation des

doubles liaisons des AG.
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IIA.S Solvants

En Europe par exemple, 23 % des émissions dans l'atmosphère proviennent des

solvants dérivés de l'industrie pétrochimique. Les solvants d'origine naturelle obtenus par

méthanolyse des huiles sont des alternatives aux solvants synthétiques en raison de leur

polarité, l'absence de composés benzéniques et la faible volatilité.

Les esters méthyliques des huiles de colza et soja modifiées par transestérification sont

utilisées comme agents de nettoyage lors des marées noires. À raison de 0,57 - 0,86 $US/litre,

les prix de ces solvants restent aussi très compétitifs.

IIA.6 Biocarburants

De plus en plus, les huiles végétales sont utilisées comme biocarburants et dans ce

domaine d'application, le rendement par hectare de l'oléagineux reste un facteur important

pour sa faisabilité à cause du prix toujours compétitif du carburant Diesel (Ragauskas et al.,

2006).

Selon la Directive 2003/30 EC, tous les Etats membres de l'espace économique

européen sont tenus d'augmenter le taux d'additifs d'origine végétale dans les carburants à 2

% en 2005, et à 5,75 % en 2010. Les deux biocarburants couramment utilisés sont l'éthanol et

l'ester méthylique d'huile de colza: «biodiesel», Pour l'éthanol, le Brésil et les USA sont en

position forte alors que l'Europe focalise ses attentions sur le colza.

Les spécifications d'une huile utilisable comme biocarburant varient entre les USA et

l'Europe. L'indice de cétane, la stabilité oxydative, le point de fusion sont des indices de

qualité importants.

ILS Production d'huiles végétales (www.epobio.net/workshop0605.htm. consultée en 2006)

Les données physiques et chimiques de centaines de plantes sont consignées dans les

bases de données et leur potentiel a été déterminé sur la base de leur composition en acides

gras (Gunstone, 1993; Ucciani, 1995 ; Volker, 1999). Une diversité dans la composition en

acides gras reste un facteur important dans la désignation rationnelle de plantes ayant un

potentiel élevé pour de telles applications. Ces huiles végétales sont susceptibles de satisfaire

les demandes du marché mondial et peuvent alimenter l'industrie pétrochimique. Le

développement de ce nouveau marché est prometteur à cause de la spécificité fonctionnelle

des acides gras non usuels.

La production industrielle des graines oléagineuses constitue un facteur important dans

l'approvisionnement durable des industries. De plus, les huiles végétales sont respectueuses
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de l'environnement, elles sont biodégradables et participeraient par leur production à une

réduction notable des émissions de CO2 contrairement aux ressources fossiles.

II.5.1 Etat des lieux

Depuis les dix dernières décennies, l 'humanité est devenue totalement dépendante des

ressources fossiles non seulement pour les besoins énergétiques (transport, chauffage), mais

aussi pour l'approvisionnement en matières premières pour les industries. Ces ressources ne

sont pas renouvelables et cela implique inévitablement de nos jours l'augmentation des prix

des produits dérivés. Cela risque d'avoir un impact très négatif sur les économies qui ne

prévoient pas des alternatives aux ressources fossiles.

Les huiles végétales sont structurellement proches des chaînes hydrocarbonées dans

les dérivés du pétrole et constituent donc une alternative importante dans la production de ces

substances. Environ 15 à 20 % des huiles végétales produites (15 - 20 millions de tonnes) sont

utilisées dans le secteur non alimentaire comme détergents, peintures, plastiques et lubrifiants.

Le prix par baril des huiles végétales varie autour de 70 - 80 $US.

II.5.2 Production mondiale

La production mondiale de graines oléagineuses a avoisiné 662 millions de tonnes en

2005, correspondant à 117 millions de tonnes d'huiles végétales. Les huiles de palme, de soja,

de coprah et de colza représentent 73 %.

En Europe par exemple, 31 millions de tonnes de graines ont été produites ce qui

représente environ 8,5 millions de tonnes d'huiles végétales soit 7 % de la production

mondiale.

Les graines les plus importantes sont le colza, l'olive, le tournesol avec respectivement

33, 71 et 13% de la production mondiale (Annexe 1). Les graines de soja et de coton sont

aussi produites en Europe mais elles représentent seulement 0,4 et 2 % de la production.

II.5.3 La demande à l'horizon 2020 en zone UEMOA (Afrique de l'Ouest)? (Hirsch,

2002)

A l'horizon 2010, la population des 8 pays de l'Union Economique et Monétaire

Ouest-Africaine (UEMOA), augmentera de 52 millions d'habitants. Cette augmentation

générera une demande supplémentaire de corps gras végétaux de près de 423.000 tonnes, soit

une hausse de 74 % par rapport à 1999 la situation de référence. Pour les 7 pays de la

Communauté Economique des Etats de l'Afrique de l'Ouest (CEDEAO), non membres de
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l'UEMOA, la demande additionnelle portera sur 1,44 million de tonnes (dont 80 % pour le

seul Nigeria) et devra satisfaire une population en hausse de 98 millions d'habitants.

En supposant toujours constante la structure de la demande, les besoins additionnels

pour les trois principales huiles actuellement produites dans l'UEMOA s'élèveraient à 118.000

tonnes d'huile de palme (+ 58 % par rapport à la demande actuelle), 86 000 tonnes d'huile

d'arachide (+ 79 %) et à 70.000 tonnes d'huile de coton (+ 79 %). Pour les autres pays

d'Afrique de l'Ouest, l'accroissement de la demande pour les trois huiles principales serait

respectivement de 638.000 tonnes pour palme (+ 40 %),420.000 tonnes pour arachide (+ 65

%) et 15.000 tonnes pour coton (+ 63 %) (Annexe 2).

II.5.4 Réponses possibles de l'offre à l'horizon 2020 en zone lŒMOA (Hirsch, 2002)

Il y a peu de chances, compte tenu des rapports de force qui se sont instaurés à

l'échelle mondiale entre les principaux producteurs, que de nouvelles plantes oléagineuses

réussissent à s'implanter et à se développer sur des superficies significatives en Afrique de

l'Ouest d'ici à 2020.

D'une part, le volontarisme des Etats susceptible de forcer le destin de ces filières est

fortement amoindri, d'autre part, les bailleurs de fonds, publics et privés, sans lesquels tout

développement à grande échelle n'est pas envisageable, semblent avoir d'autres priorités ou

d'autres points d'application. En d'autres termes, ce qu'a réussi la Malaisie à partir des années

70, n'est pas reproductible en Afrique de l'Ouest d'ici à l'horizon 2020.

Par voie de conséquence, si un développement substantiel des oléagineux doit

intervenir d'ici à 2020, on peut, sans prendre de risques inconsidérés, pronostiquer qu'il

reposera sur les trois filières dominantes actuelles : palmier à huile, arachide et coton, cette

dernière étant toutefois totalement tributaire des perspectives de la fibre. Le cocotier et le

karité compléteront l'offre.

Les produits dont les systèmes de production relèvent principalement de la cueillette

(comme les graines sélectionnées pour cette thèse) ne devraient pas remettre en cause cette

hiérarchie. Même s'il est souhaitable qu'ils continuent à jouer, saisonnièrement ou localement,

un rôle dans l'approvisionnement en corps gras dans l'UEMOA.
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II.6 Composition chimique des graines

Les principales classes de constituants des grailles considérées sont les suivantes:

lipides, protides, glucides, celluloses et lignocelluloses. Les données de la littérature sur la

caractérisation des graines sont très variables, notamment pour A. squamosa pour laquelle

seule 1'huile paraît avoir été étudiée. La composition en acides gras de quelques huiles

végétales est présentée à l'Annexe 3. La caractérisation de la graine de C. procera datent des

années 1960-1980 (Vieux, 1970; Miralles, 1983; Derbesy, 1983). Kauschik et Vir (2000) ont

étudié la variabilité de la composition en acides gras de 1'huile de graines de A. indica en

fonction de l'écosystème. Andrade et al. (2001) ont abordé la caractérisation de A. squamosa

de l'Amazonie. Akintayo (2004) a étudié la caractérisation des graines de P. biglobosa. Les

données bibliographiques sur la caractérisation des graines sont présentées dans le Tableau 1.

La teneur en matière minérale varie de 1,2 à 18 %MS-tourteau, celle en matière azotée de 13 à

50 %MS-tourteau. Les fibres varient entre 8 et 26 %MS-tourteau.

Tableau 1 : Caractérisation des tourteaux d'extraction des quatre graines sélectionnées

d'après la bibliographie

Caractérisation A. squamosa' A. indica l ,2,3 C. Procera,5,6,7,8 P. biglobosa'
des graines (%)

Humidité - - 12,5 - 12,7 10,2±0,2

Matière minérale - 5 - 18 4,8 - 7,2 1,2±0,1

Matière grasse - - 4,5 - 9,9 -

Matière azotée - 13 - 50 16,8 - 26,3 32,4 ± 1,2

Fibre 20,9 8 - 26 26,1- 35,1 16,6 ± 0,8

1- Rao, 1987 ; 2- Radwanski and Wicken, 1982; 3- Fagoonée, 1981; 4- Andrade et al., 2001 ; 5- Vieux, A. S.

1970; 6- Derbesy et Busson, 1968 ; 7- Kabele, 1983 ; 8- Miralles, 1983 ; 9- Akintayo, 2004

II.6.1 Lipides

Dans les oléoprotéagineux, les matières grasses sont également présentes dans

l'endospenne et en quantité plus importante : 22 % pour le soja, 45 % pour le colza et 50 %

pour le tournesol. Les données sur les lipides des oléagineux sélectionnés sont présentées dans

les Tableaux 2-4. Elles sont relatives à la qualité et à la composition chimique des huiles pour

ces quatre graines sélectionnées. Les teneurs en huile varient de 25 à 52 % ; C. procera étant

la plus riche, viennent ensuite A. indica (40 - 45 %); A. squamosa (25 - 45 %) et P.

biglobosa (26 %). Ces graines sont donc effectivement oléagineuses et au moins pour les trois
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premières, l'extraction peut être faite avec une presse continue, sans solvant, ce qui est un

avantage pour une production artisanale. La composition en AG (Tableau 3) ne les différencie

pas des huiles alimentaires courant de type oléique ou linoléique (Annexe 3). On note une

variabilité importante pour A. indica (Kauschik et Vir, 2000). A l'exception de P. biglobosa

en ce qui concerne la composition en stérol (Tableau 4) la fraction insaponifiable des trois

autres huiles n'a pas été analysée.

Tableau 2: Caractéristiques physiques et chimiques des huiles des quatre graines

sélectionnées

Données physiques A. squamosa11 A.lndical ,2,3,lO C. procera,5,6,7,8 P. biglobosa'
et chimiques

Teneur en huile (%) 25 - 45 40 - 45 48 - 52,0 26,5

Masse volumique - 0,922 0,923 0,931
(20°C)
Indice de réfraction (25°C) - 1,466 1,457 - 1,462 1,472

Point de fusion (oC) - - 37,5 -

Acidité oléique (%) - 5,6 14,0 2,5±0,1

Indice de saponification - 195 195 - 201 180 ± 1
(mg de KOH/ 100g)

Indice de peroxyde - - - -

(meq de Oz/kg)
Indice d'iode - 69 37 -70 95 ± 0,8

(g d'I, pour 100g d'huile)

Insaponifiab1e (%p-hui1e) - 0,5 - 2 0,8 - 3,0 2,6±0

J 1

1- Rao, 1987; 2- Radwanski and Wicken, 1982; 3- Fagoonée, 1981; 4- Andrade et al., 2001 ; 5- VIeux, 1970;

6- Derbesy et Busson, 1968 ; 7- Kabele, 1983 ; 8- Miralles, 1983 ; 9- Akintayo, 2004
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Tableau 3 : Composition en acides gras des huiles sélectionnées d'après la bibliographie

Acides gras (%) A. squamosa'' A. indica lO C. procera3,4.5 P. biglobosa'

Acide palmitique C16:0 14,1 16,5 - 34,3 22,6 - 26,4 27,5 ± 0,5

Acide palmitoléique C16:1 0,1 - 0,5 - 2,4

Acide stéarique C18:0 14,4 6,6 - 24,0 6,2 - 11,9 10,5 ± 0,4

Acide oléique C18:1 45,2 25,4 - 57,9 37,1 - 48,9 14,5 ± 0,5

Acide linoléique C18:2 22,8 6,2 - 16,7 14,4 - 25,4 44,5 ± 1,5

Acide linolénique C18:3 0,7 - 0,5 - 0,8 3,0 ± 0,2

Acide arachidique C20:0 1,1 - 1,5 - 2,9 -
Acide gadoléique 20:1 0,1 - - -

Acide béhénique C22:0 0,22 - - -

10- Kaushik and Vif, 2000; 11- Andrade et al., 2001

Tableau 4 : Composition pondérale de la fraction stérolique d'après la bibliographie

Stérols (%) A. squamosa A. indica C. procera P.Biglobosa9

Cholestérol - - - -
Campestérol - - - 18,3
Stigmastérol - - - 29,8
~-Sitostérol - - - 39,5

~-5 Avénastérol - - - 12,4
9- Akintayo, 2004

II.6.2 Sucres et glucides

Ils se présentent sous la forme de sucres simples, mais surtout de composés plus ou

moins complexes de ces mêmes sucres simples tels que glucose et pentose. Le plus important

est l'amidon qui est la substance énergétique par excellence, facilement digestible. La

cellulose qui entre dans la composition du péricarpe est un glucide complexe, digestible par

les polygastriques seulement.

II.6.3 Lignocelluloses

Ce sont les constituants pariétaux de la graine (NDF-ADF-ADL ou séquence de Van

Soest)., La répartition de ces différents constituants dans les graines est donnée sur la

Figure 17. Les fibres insolubles dans le détergent neutre ou NDF (Neutral Detergent

Fiber) constituent le résidu organique obtenu par action sur la prise d'essai de la solution au
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détergent neutre après un éventuel prétraitement de l'échantillon justifié par sa composition.

NDF est théoriquement la somme des polymères suivants: cellulose, hémicellulose, lignine,

partie des pectines. Il peut être contaminé par diverses substances fortement liées à ces

polymères (protéines, amidon, tanins). A l'inverse, NDF sous-estime les fibres insolubles

lorsque l'échantillon contient des pectines. Les fibres insolubles dans le détergent acide ou

ADF (Acid Detergent Fiber) ou lignocelluloses constituent le résidu organique obtenu par

action sur le résidu NDF de la solution au détergent acide. ADF est théoriquement la somme

des polymères cellulose et lignine. Il peut être contaminé par des hémicelluloses, par des

composés azotés. La différence NDF-ADF est une approximation des hémicelluloses. La

lignine sulfurique appelée aussi ADL (Acid Detergent Lignin) constitue le résidu organique

obtenu par action de l'acide sulfurique à 72 % sur le résidu ADF. La différence ADF-ADL est

une approximation de la cellulose (dite de Van Soest). La bibliographie consultée n'a pas

donné d'information relative aux lignocelluloses pour les quatre graines.

1 1

CONSTITUANTS PAROIS VEGETALES
METHODES BIOCHIMIQUES SELON TYPE

Lignine

Cellulose
Paroi Brute Cellulose
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Substances
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Figure 17 : Répartitition des polymères pariétaux dans les résidus de graines oléagineuses

(Carré, 1971)

II.6.4 Protides (www.fao.org, consultée en 2006)

Ils sont rencontrés sous forme simple (acides aminés) et sous forme complexe

(protéines). La teneur en protéines des céréales et des protéagineux varie suivant les espèces,

elle est en moyenne de 43 % pour le soja, 12 % pour le blé, Il % pour l'orge et seulement 10

% pour le maïs. Certains de ces acides aminés, tels la lysine, sont indispensables pour

l'alimentation animale (substance nécessaire à la croissance). Les graines de soja contiennent

45 % de protéines, celles de colza et de tournesol en contiennent 20 - 25 % et 40 - 45 %

d'huile. La teneur en protéines des tourteaux et donc leur valeur nutritive constituent aussi un

facteur important dans la rentabilité de la culture de telle ou telle graine oléagineuse.
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IlIA Procédés d'extraction des produits actifs naturels avec le CO2 SC
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Chapitre III

Extraction en milieu CO2 Supercritique

IIL1 Historique (www.supercriticalconsulting.corn, consultée en 2004)

Avant le XIXèrnc siècle les scientifiques pensaient que la matière se présentait

seulement sous trois états fondamentaux (liquide, gazeux et solide). En 1822, un chercheur

français, le Baron Cagniard de la Tour, met en évidence l'existence d'un quatrième état

fondamental, l'état supercritique, situé entre l'état liquide et l'état gazeux mais totalement

homogène.

Dans les années 1920, des études d'applications sont menées dans le domaine de la

pétrochimie, puis Kurt Zosel développe dans les années 1960 l'extraction des produits

naturels par le COz Supercritique.

Avec la décaféination du café, le COz SC trouve sa première application industrielle à

la fin des années 70. Les procédés d'extraction du houblon et de décaféination du thé sont mis

au point durant la même période. Les années 80 voient une première phase de développement

de la technologie, avec la construction d'unités industrielles pour le traitement des solides, en

Europe, aux USA et en Australie, mais également la construction des premières unités de

fractionnement des liquides. Les premiers extraits d'épices arrivent sur le marché.

L'émergence d'applications nouvelles des fluides supercritiques (FSC) arrive dès la

fin des années 1990 : nettoyage de précision, aérogels, imprégnation, génération de particules,

micro-encapsulation. Les développements industriels dans ces domaines sont aujourd'hui en

cours. Les procédés réactionnels comme l'oxydation par l'eau supercritique ou la synthèse

chimique et biochimique permettent d'espérer des succès industriels.

111.2 Propriétés des fluides supercritiques (www.supercriticalconsulting.com, en 2004)

L'étude du diagramme de phase (P, T) met en évidence à l'extrémité de la courbe de

coexistence liquide-gaz, la présence d'un point limite défini par Gibbs dès 1876 et

communément appelé "point supercritique" (PSC). Ce PSC est caractérisé par une

température critique (Tc) et une pression critique (Pc).
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A partir du PSC, toute augmentation de P ou de T conduit à un FSC possédant une

masse volumique de type liquide et une viscosité de type gaz. Ainsi, les FSC ont une viscosité

proche de celle des gaz, une masse volumique proche de celle des liquides, et une diffusivité

élevée, intermédiaire entre celles des gaz et des liquides, mais beaucoup plus importante que

celle des liquides.

Les changements d'état gaz/FSC et liquide/FSC se font d'une manière continue. Ainsi,

les FSC ont un pouvoir solvant dit «à géométrie variable»: la solubilité des composés

évolue avec les conditions de température et de pression du fluide. Au-delà de la température

critique (Tc), une augmentation de pression appliquée au gaz induit une augmentation de

masse volumique et donc un pouvoir solvant, ce qui se traduit par la formation d'un fluide

plus condensé (supercritique), sans passer par l'état liquide. De même, au-delà de la pression

critique (Pc), une augmentation de température imposée au liquide entraîne la formation d'un

fluide moins dense et différent de l'état gazeux.

De nombreux FSC sont étudiés, en particulier l'eau et le propane, mais le plus

communément utilisé reste le CO 2.

I1L3 C02 SC comme solvant (www.supercriticalconsulting.com. consultée en 2004)

De par ses coordonnées critiques relativement basses (Tc = 304 K (31°C) et Pc = 7,4

MPa), le C02 se positionne en tête des FSC industriels (Figure 18). Il permet de développer

des procédés à basse température pour des produits thermosensibles et présente par ailleurs

des propriétés qui en font un solvant de choix: peu onéreux, non inflammable, quasi-inerte

chimiquement, non toxique, insipide et inodore.

D'une manière générale, le CO2 SC (solvant peu polaire) permet de solubiliser des

composés apolaires et de faible poids moléculaire, inférieur à 1.500 g.mole'.

Sur la Figure 18, le diagramme de phase du C02 montre qu'à forte P et à faible T (T >

Tc) la masse volumique du fluide sera forte et donc son pouvoir solvant élevé. La séparation

du mélange extrait-solvant s'opère par simple abaissement de la masse volumique et donc du

pouvoir solvant, en diminuant la pression ou en augmentant la température. De plus, le gaz

carbonique (C02) étant très volatil, l'extrait sera récupéré sans aucune trace résiduelle du gaz.

Généralement, des composés sous-critiques, appelés modificateurs ou co-solvants,

sont ajoutés à faible concentration « 15 %) au C02 SC afin d'augmenter son pouvoir solvant

et ses propriétés de dissolution sélective. Ils agissent par la création de liaisons moléculaires

avec le soluté (co-solvants polaires) ou par la mise en place de forces de dispersion (co­

solvants apolaires).
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L'eau est très souvent utilisée comme co-solvant car généralement présente dans les

produits naturels. Récemment, le rôle de ce co-solvant dans l'extraction de l'acide palmitique

par le COl SC a été mis en évidence (Iwai et al., 2004). L'augmentation de la solubilité de cet

acide découle de la création de liaisons entre les molécules d'eau et les groupes carboxyliques

du soluté. En moyenne, une molécule d'acide palmitique se lie à six molécules d'eau.

Gaz

Pression 22

MPa
20

1 B

16

14

12

10

e

"
4

2)

0

273 2133 2Q3 303 313 323 333 343 353
TF..M'P~A'TL"Rli(x.

Figure 18 : Diagramme de phase du gaz carbonique (C02)

111.3.1 Procédés d'extraction des lipides avec le CO2 SC

Le COl SC offre des possibilités nouvelles d'extraction sélective et de fractionnement

de milieux moléculaires complexes, tels les huiles (§ Chapitre Il) (Bozan et Temel1i, 2002 ;

Dunford et King, 2002). Ainsi de nombreuses investigations ont été menées en vue de définir

les paramètres optimaux de fractionnement (P et T) de différentes matières premières, voire

de différents sous-produits des industries agroalimentaires.

111.3.1.1 Effet de la pression et de la température

Pour trouver les conditions optimales d'extraction des huiles végétales (huile de

tournesol par exemple) par le COl SC, des expériences ont été menées sur un éventail de

pression compris entre 20 et 70 MPa, dans des conditions données de température. En

travaillant à une température de 353 K, avec du COl SC pur (sans ajout de co-solvant). Le

pouvoir solvant du COl SC est de 60 g/kg COl, pour 50 MPa et de 180 g/Kg COl, pour 70

MPa (Favati et al., 1994).

Le rendement d'extraction d'huile augmente avec la pression pour toutes les valeurs

de température adoptées (Andrich et al., 2001). L'augmentation est particulièrement
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significative en travaillant à température élevée (333 - 353 K) si bien que toute l'huile

présente initialement dans la graine est pratiquement récupérée à 70 MPa, après 20 - 30

minutes d'extraction, et à une température de 333 K; le pouvoir solvant du CO2 SC pur et le

rendement d'extraction obtenus sont respectivement 17,5 g/Kg CO 2 et 28 %, pour 30 MPa et

123,7 g/Kg CO2et 96 %, pour 70 MPa.

Une augmentation de la température accroît le rendement d'extraction seulement

lorsque de hautes pressions sont appliquées (> 30 MPa), pour 20 minutes d'extraction

(Andrich et al., 2001) (Annexe 4).

Pour de hautes pressions, l'influence de la température sur la solubilité est régie par

l'effet de tension de vapeur du soluté plutôt que par les variations de masse volumique du

CO2 SC alors qu'aux basses pressions, les effets de masse volumique prédominent

(Kiriamiti et al., 2001). A 313 K, la quantité extraite est légèrement plus élevée qu'à 333 K,

en travaillant à 25 MPa, avec un débit de CO2 SC de 3,02 Kg/h. Le pouvoir solvant du CO2

SC dépend à la fois de la masse volumique et de la température adoptées (Annexe 5).

Ces observations convergent avec l'idée qu'une augmentation de pression favorise

l'extraction. Ainsi, jusqu'à une gamme de pression comprise entre 30 et 35 MPa, l'extraction

est favorisée à plus basse température, alors que pour des pressions plus élevées (> 35 MPa),

elle augmente considérablement avec la température. La raison de cet effet «cross-over» est

que l'influence de la pression de vapeur des composants de l'huile devient plus significative

alors qu'à des températures plus élevées le transfert de masse de l'huile est fonction de la

faible viscosité de l'huile et du solvant.

111.3.1.2 Effet de l'addition d'un co-solvant au C02 SC

L'effet de la pression sur l'augmentation du pouvoir solvant est encore plus grand

quand on ajoute au C02 SC un co-solvant du type alcool à courte chaîne, à faible

concentration. Les phospholipides par exemple se solubilisent difficilement dans le CO2Sc.

Cependant, l'addition d'une petite quantité d'éthanol se traduit par une extraction des PL

dans de faibles concentrations. Puisque l'on ne souhaite pas de phospholipides dans l'huile

de table, l'addition d'éthanol est limitée à moins de 10 %, dans le CO2Sc. Ainsi, l'ajout d'un

alcool au CO2 SC augmente, certes, la solubilité de l'huile mais diminue la sélectivité

résultant de la concentration d'autres constituants (Calvo et al., 1998).

A titre d'exemple, à 30 MPa et 313 K; la teneur totale en PL, dans l'huile extraite de

graines de tournesol s'avère moindre, en utilisant 5 % de butanol en guise de co-solvant,
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plutôt que l'éthanol dans les mêmes proportions, car la polarité du mélange COréthanol est

plus élevée que celle du mélange CO 2- butanol.

Le pouvoir solvant du CO2SC est: 6 g/Kg CO2 pur, 24 g/Kg CO 2, avec 5 % butanol,

244 g/Kg CO2, avec 20 % butanol. La solubilité de l'huile est plus élevée dans le C02 SC

mélangé à 10 % de butanol que celle dans le CO2SC mélangé à la même quantité d'éthanol,

avec respectivement un pouvoir solvant du CO2SC de 62 g/Kg CO2 contre 48 g/Kg CO 2.

111.3.1.3 Effet de la taille des particules

Plus les particules sont petites, plus la surface de contact fluide-solide est grande. Par

conséquent, les rendements d'extraction sont plus importants (Kiriamiti et al., 2001). Par

exemple, il a été montré qu'en travaillant à 25 MPa et 40 "C, avec un débit de CO2SC de 3

Kg/h, sur deux échantillons de 40 g de graines broyées, présentant des tailles moyennes de

particules de 0,25 mm ou 1,25 mm, la quantité d 'huile extraite de l'échantillon est plus

importante, lorsque la taille des particules est plus petite. En effet, en utilisant une quantité

de 10 Kg de CO2 pur, on extrait 9,2 g des particules de taille 1,25 mm, soit un rendement

d'extraction de 23 %, et 21,4 g des particules de taille 0,25 mm, soit un rendement

d'extraction de 53 % (Annexe 6).

111.3.1.4 Effet du débit de CO 2 SC

Une expérience a été réalisée avec 40 g de graines broyées non tamisées, à des débits

différents: 1,4 et 3 Kg/h. Jusqu'à 4 Kg de CO2 utilisés, la quantité d'huile extraite est

sensiblement la même quelque soit le débit, ce qui indique qu'au début, le transfert est

contrôlé par la solubilité. A la fin, vers 10 Kg de C02 utilisés, l'extraction devient contrôlée

par le transfert de masse, et comme les représentations graphiques qui illustrent la quantité

d'huile extraite en fonction du CO2 utilisés restent resserrées pour les différents débits. Ceci

indiquerait, plutôt, que la limitation est due au transfert de masse interne (Kiriamiti et al.,

2001).

111.3.1.5 Prétraitement des graines avant extraction avec le CO2 SC

Avant de débuter l'étape d'extraction, un pré-traitement des graines s'avère

nécessaire, en raison de la difficulté rencontrée par le C02 pour accéder à l'huile piégée dans

la structure cellulaire compacte des graines. Ainsi, afin d'augmenter le transfert de masse, il

est préférable de casser la structure cellulaire de la graine renfermant l'huile, avant de

débuter l'extraction. Parmi les pré-traitements mécaniques, le découpage en fines tranches
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n'excédant pas 0,3 mm d'épaisseur a été montré comme étant le plus efficace, en terme de

rendement d'extraction (Ali, 2004).

111.3.2 Extraction des différents lipides avec le COz SC

111.3.2.1 Extraction des glycérides

Il est généralement constaté que la solubilité des TAG dans le CO2 SC augmente

lorsque la pression P augmente. L'influence de la température T sur leur extraction est

beaucoup plus complexe. A faible P, une augmentation de T provoque une diminution de leur

solubilité (effet rétrograde). A l'opposé, lorsque P est élevée, l'augmentation de T accroît la

concentration en TAG dans l'extrait. Snyder et al., 1999 ont montré que la fraction TAG de

l'huile brute de soja pouvait être extraite sélectivement en utilisant du CO2SC (P : 55,1 MPa

et T : 353 K). L'analyse des extraits par chromatographie supercritique a révélé une teneur en

TAG de 95 % et la présence de stérols sous forme de traces.

Certains auteurs proposent des modèles mathématiques pour déterminer la solubilité

de 1'huile dans le C02 SC. Del Valle et Aguilera (1988) ont proposé l'Equation 1. D'autres

modèles mathématiques sont disponibles dans la littérature (King et List 1996, Esquivel et

al., 1999 ; Cocero et al., 2001).

Ln C = 40,361

Où,

18708

T
+

2186840
+ 10,724 ln p

T
2 (Equation 1)

C concentration en huile dans le CO2 (g/L)

T température (K)

p masse volumique du CO 2(g/L)

Il est connu que la solubilité des composés les moms volatils augmente dans un

mélange comportant des espèces moléculaires plus solubles. Nilson et al. (1991) ont ainsi

montré que la solubilité de la trimyristine et de la tripalmitine est améliorée en présence de la

trilaurine.

lII.3.2.2 Acides gras libres (AGL)

L'isolement des AGL présente peu d'intérêt en tant que composés à valeur ajoutée

mais ils sont indésirables dans les huiles raffinées. Des chercheurs se sont intéressés à

l'isolement de ces molécules afin de concentrer, par leur élimination, d'autres composés à

plus forte valeur ajoutée (tocophérols, stérols).
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A partir d'huile brute de son de riz on a montré que le COz SC (P : 28 MPa, T : 343 K)

peut extraire l'ensemble des AGL de C 14 à C34. Ces auteurs ont confronté les extraits obtenus

par le COz SC et ceux obtenus par l'intermédiaire de l'hexane. Ils ont constaté que les acides

palmitique, oléique, linoléique et linolénique étaient plus concentrés dans la phase hexanique.

Cependant, la phase supercritique présentait une teneur en AGL à longue chaîne (C zo à C30)

plus importante. Le COz SC a également été utilisé pour le fractionnement des huiles de

poisson particulièrement riches en acides eicosahexaénoïque (EPA) et décosahexaénoïque

(DHA) appartenant à la classe des « (0-3 », et connus pour leurs effets bénéfiques sur la santé

(Garcia et al., 1996).

111.3.2.3 Extraction des stérols

En plus de l'exemple présenté ci-dessus qui ne fait intervenir que le COz, plusieurs

travaux relatifs aux stérols font intervenir un co-solvant. Le fractionnement de l'huile de soja

en plusieurs étapes a permis de concentrer les stérols dans l'extrait COz SC en présence de 10

% de MTBE (P : 22,5 MPa et T : 353 K); la concentration en stérols passe de 0,2 % dans

l'huile, à 40 % dans l'extrait obtenu à la troisième étape de fractionnement. Une fraction

moins riche (27 %) a également été produite à 41,4 MPa et 353 K avec du COz SC contenant

du MTBE (10 %) (Snyder et al., 1999).

Le cholestérol étant connu pour son implication dans les maladies cardiovasculaires,

de nombreux industriels ont cherché à l'éliminer de leurs produits alimentaires. Hubert et al.

(1996) ont proposé un processus pour extraire cette molécule du lait. Ils recommandent tout

d'abord de récupérer la matière grasse laitière (MGL), composée essentiellement de TAG, en

utilisant du COz SC à 40 MPa et 343 K. La MGL extraite est ensuite passée dans des

conditions isobares et isothermes dans une colonne haute pression garnie d'un adsorbant

adéquat (particules de gel de silice de 5 à 40 um) pour éliminer le cholestérol.

L'extraction directe de la fraction stérolique par l'intermédiaire de fSC donne souvent

des fractions de faible pureté. Certains auteurs ont donc proposé de concentrer ces composés

dans le raffinat, le fSC étant alors utilisé pour extraire les composés autres que les stérols.

Dunford et King (2000) ont réussi à accroître la teneur en stérols de l'huile de son de riz en

utilisant du COz SC (P : 20,5 - 32 MPa, T : 318 - 353 K).

L'utilisation d'une faible pression (25 MPa) et d'une haute température (353 K) ont

été définies comme les paramètres adéquats pour concentrer au maximum les stérols dans le

raffinat.
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111.3.2.4 Extraction des tocophérols

Plusieurs travaux de recherches sur l'extraction et la purification de la vitamine Epar

le CO2 SC sont présents dans la littérature (Ge et al., 2002). Ils ont montré que les conditions

(P, T, flux, temps d'extraction) permettant de récupérer le plus de tocophérols du germe de

blé sont 27,5 - 34,5 MPa, 313 - 318 K, 2 ml/min et 90 min. Un broyage adéquat (diamètre

moyen des particules : 0,505 mm) ainsi qu'un séchage préalable de la matière première

(teneur en eau finale du substrat: 5,1 %), sont nécessaires pour atteindre une concentration

dans l'extrait de 1,8 ± 0,6 g/lOO g.

L'extraction et la purification des tocophérols à partir d'huile d'olive espagnole

(mélange d'huile vierge et d'huile raffinée) par le C02 SC a donné des rendements

d'extraction de l'ordre de 95 % (Ibanez et al., 2002). Au cours de ce procédé continu mené

dans une colonne à contre-courant, les paramètres d'extraction étaient maintenus constants

(P : 20 MPa et T : 313 K).

Le fractionnement de l'extrait a aussi été mené en cascade au sein de deux séparateurs.

Le premier maintenu à 10 MPa et 313 K présentait une concentration en stérols importante,

alors que le second, riche en tocophérols, était soumis à des paramètres P et T respectivement

de 2 MPa et 273 K.

Mendes et al. (2001) se sont intéressés à la concentration des tocophérols présents

dans le DOD (Deodorisation Distillate, co-produit du raffinage de soja). Ils ont utilisé du C02

SC sous les conditions suivantes : T : 313 - 353 K et P : 9 - 17 MPa pour extraire

sélectivement les AGL et concentrer les tocophérols d'un facteur 3 dans le raffinat. Les

fractions les plus riches ont été obtenues à faible T et P.

111.3.2.5 Extraction des phospholipides

Etant polaires, les PL sont peu solubles dans le C02 SC et l'addition de 5 à 10 %

d'éthanol s'avère nécessaire pour extraire cette fraction du jaune d'œuf mais aussi de la

pomme cannelle, du son de soja et des germes de blé (Rossi et al., 1990 ; Dunford et Temelli,

1995 ; Ronyai, 1998; Montanari et al., 1996 et 1999). Toutefois, il a été montré que les PL

peuvent aussi être extraits par du C02 SC sans co-solvant (Boselli et Caboni, 2000). Ainsi, du

jaune d'œuf en poudre extrait par du CO2 SC (P: 51,7 MPa, T: 313 K) a donné une fraction

contenant 26 % de PL.

L'inconvénient majeur des conditions d'extraction (P: 51,7 MPa et T: 313 K) est

qu'elles ne sont pas sélectives d'un PL particulier. Pour extraire de façon optimale les PL

présents dans une matrice quelconque, un nombre important de données sont disponibles dans

Première Partie: Etude bibliographique



67

la littérature. Cependant, peu d'informations sur le fractionnement des différentes espèces de

PL sont disponibles. Montanari et al. (1999) ont étudié l'influence de P et T sur la teneur en

PL de différents extraits. En présence de 10 % d'éthanol le CO2 SC (P: 23,9 MPa, T: 343 K) a

donné une fraction très riche en PC (81,9 %), à partir de son de soja. La fraction la plus riche

en AP (4,2 %) a été récupérée à 30,1 MPa et 353 K. La fraction contenant le plus de PE (25,1

%) a été obtenue à 68,9 MPa et 353 K alors que la fraction la plus riche en PI (2,8 %) a

nécessité une T identique (353 K) et une P plus basse (23,9 MPa). Les fractions récupérées

par Montanari et al. (1999) présentent le défaut de contenir un grand nombre de PL résiduels

dans les fractions enrichies. Des fractions plus pures auraient pu être générées, notamment en

procédant à des extractions successives.

IlIA Procédés d'extraction des produits actifs naturels par le CO2 SC

111.4.1 Généralités

On a révélé l'importance du CO2 SC dans plusieurs autres domaines: Purification

d'actifs de synthèse, extraction de principes actifs naturels, génération de particules et

encapsulation pour les systèmes à libération contrôlée; une gamme d'applications dans

l'industrie pharmaceutique et la chimie fine qui conjuguent efficacité et innovation.

Extraits végétaux, raffinage d'huile végétale ou animale, les FSC pour la

nutraceutique sont des outils performants pour le traitement des produits naturels. Certifiés

« BIO» ou simplement naturels, les extraits cosmétiques peuvent être préparés, raffinés,

désodorisés, formulés, à l'aide du CO2 Sc. L'extrait du bois de rose est l'un des plus

célèbres produits de parfumerie obtenus par extraction avec le CO 2. Proche des flaveurs

originelles, ces extraits sont une innovation en parfumerie.

L'extraction par un FSC est équivalente à une extraction par un solvant liquide du

point de vue des équilibres. Le principe repose sur une distribution inégale de divers

constituants entre deux phases immiscibles : la phase à extraire et la phase extractante (ou

solvant). La force motrice de cette extraction, de nature chimique, est due aux différences de

potentiels chimiques des solutés entre la phase contenant le soluté à extraire et le solvant.

Suivant la nature physique du produit à traiter, l'on distingue deux types d'extraction.

L'extraction fluide-solide présente le plus grand nombre d'applications industrielles,

notamment en agro-alimentaire. Cependant, le procédé demeure limité dans son

développement, par sa mise en œuvre discontinue, pénalisant ainsi le coût de traitement. La

décaféination et la production des principes amérisants pour la bière sont les deux principales
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applications industrielles, le traitement des plantes aromatiques présentant un intérêt

significatif.

L'extraction FSC-liquide se trouve limitée dans son développement à l'échelle

industrielle, malgré une grande diversité d'applications possibles et un fonctionnement en

continu. Le traitement des huiles végétales ou animales CO 2 SC est le principal exemple,

avec le cas particulier des huiles de poisson qui sont des sources d'acides gras polyinsaturés

destinés à la nutrition et à la pharmacie (Catchpole et al., 2000).

111.4.2 Modélisation de l'extraction de composés lipidiques au C02 SC

Plusieurs tentatives ont été effectuées dans le but de modéliser l'extraction de

composés naturels de différentes matrices végétales (Brunner et al., 1984; King et BoU,

1993; Akgerman et Madras, 1994).

La modélisation de l'extraction est basée sur les hypothèses suivantes:

On suppose que les composés extraits ont un comportement similaire et peuvent être

considérés comme un seul pseudo-composé en respect des phénomènes de transfert de

masse.

Les concentrations sont infiniment plus grandes que la dimension des particules

Le flux du solvant de même que la vélocité u, sont uniformément répartis dans toutes les

sections de l'extracteur

Le volume de fluide e, n'est pas affecté par la réduction de la masse du solide durant

l'extraction

Le soluté à extraire est réparti en deux phases. La première concerne la structure interne

des particules: c'est la fraction notée <Pt. Sa valeur ne change pas durant l'extraction. La

deuxième concerne la structure externe et est notée P'. Sa concentration est invariable et

c'est pourquoi on l'assimile à la masse volumique du soluté pur po.

Après extraction la fraction de la matrice est supposée égale à <Pf = l-<pt

La fraction de la graine qu'occupe le soluté à extraire durant l'extraction est 'l'<Pf où '1' :s 1.

La relation d'équilibre entre les deux phases est linéaire.

Plus de détails sur les hypothèses de modélisation sont proposés par Marronne et al.

(1998); Reverchon et al. (1999).
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Sur la base de ces hypothèses, l'Equation générale (2) du transfert de masse s'écrit:

(Je .. ~ ~ aP a···· 1

,(txPr X4 X\2..2) + (EXjJ,r x-)+(Prxux-)+[(I-E)WX~X-]+tll-E)(/JrXPo x~=O (Equation 2)
. oz . at . at at J at

Où,

Pf

dispersion axiale (m2/s),

masse volumique de la fraction extraite.

111.4.3 Extraction de produits naturels à activité insecticide avec le CO2 SC

L'extraction supercritique (SFE) est devenue un centre d'intérêt dans le domaine

d'extraction de produits naturels dans les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et de

biotechnologie. Les propriétés excellentes de transfert de masse du CO2 SC et la possibilité de

jouer sur la température et la pression ou d'utiliser un co-solvant afin de faciliter l'extraction

sont les raisons des progrès de cette technologie (Yang, 1995; Subra et al., 1998 ; R6nyai et

al., 1998; Cocero, 2001).

On rencontre peu d'études dans la littérature concernant l'extraction avec le CO 2 SC

de produits naturels à activité insecticide. L'extraction de la nimbine à partir des graines de

neem en utilisant le CO2 SC et le méthanol comme co-solvant a été effectuée par

Tonthubthimthong et al. (2004) et reste le seul exemple notable.

Il ressort de cette étude que :

La nimbine peut être extraite à partir de graines de neem d'une manière satisfaisante en

utilisant le CO2 pur (308 K, 20 MPa, débit de CO 2 de 0,62 cmvmin) avec un rendement

d'extraction de 85 %.

Le rendement d'extraction de la nimbine augmente avec le débit de CO 2, la pression,

l'abaissement de la température et de la taille des particules.

Le méthanol n'est pas un bon co-solvant pour extraire la nimbine même si le rendement

d'extraction augmente avec le pourcentage de méthanol mais aussi avec la température

d' extraction.

Les modèles empiriques (modèle de Langmuir, de FOPDT et de cyclone en t'') s'adaptent

bien aux données expérimentales (Goto et al., 1998).

Le modèle théorique peut s'adapter aux données expérimentales d'une manière

satisfaisante excepté l'effet de la taille des particules et du co-solvant.

Le transfert ou l'équilibre de masse externe contrôle l'extraction.
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Aucune étude sur la modélisation de composés naturels à activité insecticide n'a

encore été rapportée dans la bibliographie mise à part celle de Tonthubthimthong et al. (2001)

et (2004), concernant la nimbine. Dans ce travail, trois modèles empiriques et un modèle

théorique ont été étudiés. Le modèle de Langmuir, proposé par Pappamichail et al. (2000), a

été employé pour décrire les données expérimentales de l'extraction liquide supercritique

d'huile de graines de céleri. Ce modèle qui n'explique pas les interactions entre le corps

dissous et la matrice végétale, prévoit le rendement partiel en fonction du temps d'extraction

en termes d'isotherme d'adsorption de gaz de Langmuir (Starmans et al., 1999; Mira et al.,

1999; Berna et al., 2000) (Equation 3). Les trois modèles empiriques rencontrés dans la

littérature (Esquivel et al., 1999) sont:

modèle d'adsorption de gaz de Langmuir

F=_t_
b+t

modèle du temps mort (FOPDT)

F ~ 1- exp( _ t ~:' ;

modèle du cyclone en t",

(
ktn î

F =1- exp - ---;-)

Où:

(Equation 3)

(Equation 4)

(Equation 5)

F

n

k

fraction extraite cumulée

temps d'extraction

paramètre dans le modèle en t"

coefficient de transfert de masse dans le modèle du cyclone en t"
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Conclusion

Au terme de cette étude bibliographique qui concerne l'ensemble des domaines

d'intérêt de cette thèse, nous pouvons tirer un certain nombre de conclusions utiles pour la

programmation expérimentale.

Il existe un grand nombre de graines oléagineuses non encore étudiées chimiquement.

Sur les quatre espèces sélectionnées pour cette thèse, mise à part A. indica, les trois

autres espèces n'ont pas fait l'objet d'un grand nombre d'études même si la littérature

rapporte l'activité insecticide d'extraits dérivés de leurs graines ou d'autres parties des

plantes.

La composition des grames n'est que partiellement connue et dans le cas de A.

squamosa seule la composition en acides gras de l'huile de l'amande a été étudiée. Aucune

analyse de la fraction insaponifiable des huiles n'a été publiée à ce jour, hormis l'analyse des

stérols dans l'huile de P. biglobosa.

Le potentiel insecticide d'extraits de grames de P. biglobosa est faible et, pour

l'ensemble des espèces d'intérêt pour cette thèse, aucune étude sur l'activité termicide

d'extraits des graines oléagineuses n'a été rencontrée, contrairement à l'activité vis-à-vis des

ravageurs du cotonnier. Ce constat nous a donc poussé à privilégier les tests termicides qui

pourraient être une approche vectrice d'innovation.

Le CO2 SC présente de nombreux avantages; si la littérature consultée est fournie en

ce qui concerne l'extraction de lipides en milieu CO 2 SC, on y rencontre par contre peu de

résultats relatifs à l'extraction de composés insecticides, seule celle de la nimbine à partir de

graines de A. indica a été trouvée.

Le programme de cette thèse doit être à même de combler un vide en termes de

connaissance chimique des quatre graines d'espèces oléagineuses du Bénin, mais aussi

intégrer le domaine des procédés d'extraction des insecticides et celui de l'activité de ces

derniers dans le domaine de la lutte anti-termites.
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Chapitre IV

Caractérisation chimique des graines

IV.I Introduction

Sur la base d'une étude bibliographique et du recueil d'informations sur le terrain,

l'intérêt de huit oléagineux du Bénin est évalué. Quatre espèces sont sélectionnées d'après

certains critères précis. Ce chapitre porte sur la caractérisation des différentes parties de ces

dernières (coque, tourteau d'extraction, huile). Pour cela nous avons utilisé plusieurs

méthodes normalisées et des techniques d'analyse: CCM, CPG, CLHP. En fonction de la

disponibilité des matériels nous avons effectué certaines analyses en collaboration avec

d'autres laboratoires spécialisés du Cirad : Cirad-EMVT, Cirad-US Analyses, Cirad-CP, afin

d'accéder à la caractérisation complète des graines : matière minérale, matière grasse,

cellulose, lignocellulose, sucres totaux, amidon, éléments minéraux, acides aminés.

IV.2 Processus de sélection des espèces

L'étude a d'abord consisté à cibler au Bénin une dizaine d'oléagineux présentant un

potentiel dans les domaines agroalimentaire et phytosanitaire. Cette phase préliminaire a

permis la sélection d'une première liste de huit oléagineux: Annona squamosa, Anarcadium

occidentale, Azadirachta indica, RUghia sapida, Carapa procera, Chrysobalanus orbicularis,

Jatropha curcas, Parkia biglobosa.

Dans ce cadre, quatre espèces ont ensuite été choisies d'après certains critères définis

en fonction des objectifs de la thèse:

• A. squamosa (custard aplle, zatte,pomme cannelle, winglé) - Annonacée

• A. indica (neem, margousier, quininitinï - Méliacée

• C. procera (african crabwood, iguito, Pobèlo) - Méliacée

P. biglobosa (néré, caroubier africain, arbre àfauves, aiXwa) - Mimosacée
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IV.3 Récolte-stabilisation-transport

IV.3.! Récolte

Les conditions de collecte sont notées (écosystème, état des fruits, autres observations,

renseignements provenant d'accompagnateurs locaux) en ce qui concerne A. indica et A.
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IV.4 Caractérisation physique et chimique

IV.4.1 Détermination des propriétés physico-chimiques des huiles

La teneur en eau et en matières volatiles est déterminée selon la norme NF T 60-201 et

les matières extractibles à l'hexane (teneur en huile) par la norme NF V03-924. L'acidité,

l'indice de peroxyde et l'indice de saponification sont déterminés respectivement suivant le

protocole des normes NF T60-204, NF T60-220, NF ISO 3657.

L'indice d'iode est calculé selon la formule suivante sur la base de la composition en

acide gras déterminée en chromatographie en phase gazeuse.

J =M(I )" % AGI;
J 2 z: MAGI

J

(Equation 6)

Où,

%AOIj:

MAOI i :

M(b) :

pourcentage en acide gras insaturé

masse molaire moléculaire de l'acide gras insaturé correspondant

masse molaire moléculaire du diode = 254 g/mol

IV.4.2 Matière sèche et humidité

La méthode utilisée est une adaptation de la norme AFNOR, NF V 18-109. L'humidité

est déterminée par la perte de masse subie après séchage à une température de 103 "C pendant

24 h. Pour cela, une quantité de 5 g d'échantillon broyé à 0,8 -1 mm est pesée à 0,1 mg près,

dans des creusets préalablement séchés en dessicateur et tarés, soit Mo la masse. La prise

d'essai est uniformément répartie par un léger mouvement rotatif. Les creusets pleins sont

ensuite placés dans une étuve à 103 "C pendant 24 h. Au bout de ce temps, ils sont refroidis

dans un dessiccateur et pesés à 0,1 mg près, soit MI cette masse.

Le résultat est exprimé en pourcentage de matière sèche :

% MS = MI - Mo x 100
PE

Où,

(Equation 7)

PE

masse du creuset vide, en grammes

masse du creuset contenant le résidu sec, en grammes

masse de la prise d'essai, en grammes

% HUMIDITE = 100 - % MS
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IV.4.3 Matière minérale

La méthode utilisée est une adaptation de la nonne AFNOR, NF V 18-10 1. Les cendres

représentent les matières minérales d'un échantillon. Les cendres brutes sont obtenues après

destruction de la matière organique par incinération. Dans un dessiccateur, des creusets en

nickel préalablement séchés à l'étuve pendant 1 h sont déposés et tarés. Après

refroidissement, chaque creuset est taré à 0,1 mg près. Soit Mo leur masse. Environ 3 g

d'échantillon broyé à 1 mm est pesé dans les creusets, à 0,1 mg près. Soit PE la prise d'essai.

La prise d'essai est uniformément étalée par un léger mouvement rotatif. Les creusets pleins

sont introduits dans le four à moufle sous la hotte aspirante et leur contenu est calciné pendant

4 h à 550 oc. Au bout de ce temps, nous avons laissé la température redescendre à 100 "C et

les creusets sont sortis, refroidis dans un dessiccateur puis pesés à 0,1 g près. Soit MI leur

masse.

Les cendres totales sont calculées de la façon suivante :

% MM = MI - Mo x 100
PE

Où,

MM teneur en cendres exprimée en pourcentage du produit brut

Mo masse en grammes du creuset vide

Ml masse en grammes du creuset contenant les cendres

PE masse de la prise d'essai, en grammes

(Equation 9)

IV.4.4 Matières grasses

La méthode utilisée est une adaptation de la nonne AFNOR, NF V 18-117. Les

échantillons sont supposés comme étant de la catégorie A (aliments d'animaux non

mentionnés dans la catégorie B, d'origine animale, y compris les produits laitiers) et c'est

pourquoi, la méthode A est utilisée. On a pesé à 0,1 mg près, un matras contenant de la pierre

ponce, préalablement séché à l'étuve. Soit Mo la masse du matras. L'extrait éthéré est recueilli

dans ce matras. Le chronomètre est déclenché quand le 1er siphonage a lieu. L'extraction a

duré 6 h. L'éther de pétrole est évaporé pendant une nuit sous la hotte. Le lendemain le matras

contenant le résidu est séché pendant 1 h dans l'étuve réglée à 60 ± 2 oc. Après

refroidissement du matras au dessiccateur, sa masse est pesée à 0,1 mg près. Soit Ml, la masse
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du matras contenant les matières grasses extraites. La teneur en matière grasse de l'échantillon

pour essai est calculée selon l'équation:

%MG= MI -Mo xlOO
PE

Où,

(Equation 10)

MG teneur en matière grasse de l'échantillon, exprimée en % de la matière sèche

PE masse de la prise d'essai, en grammes

Mo masse du matras contenant les morceaux de carbure de silicium, en grammes

MImasse du matras contenant les morceaux de carbure de silicium et le résidu

d'extrait éthéré séché, en grammes.

IV.4.S Dosage des éléments minéraux

Les éléments minéraux (N, P, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu, Na) sont dosés par ICP (Plasma à

Couplage Inductif) après minéralisation de l'échantillon selon la procédure par voie sèche. Le

spectromètre, de marque Varian Vista, est équipé du détecteur CCD (Coupled Charge

Deviee).

IV.4.S.1 Méthodes d'analyse des éléments chimiques

La prise d'essai est de 1 - 3 g selon la nature de la matrice. L'échantillon est introduit

dans une capsule en platine qui est ensuite placée dans un four dont la température est

augmentée progressivement jusqu'à 500 "C et ainsi maintenue pendant 2 h. Des paliers sont

effectués vers 200 "C et 300 "C jusqu'à la fin du dégagement de fumées. Après

refroidissement, les cendres sont humectées avec quelques gouttes d'eau puis 2 mL de HCI 6

N sont ajoutés puis filtrés après 10 mn de temps de contact. Le filtre contenant le résidu est

alors calciné à 500 "C, ensuite de l'acide fluorhydrique est ajouté sur les cendres puis évaporé

sur plaque chauffante, la silice contenue dans les cendres est volatilisée sous forme de SiF6.

Le résidu est repris par 1 mL de HCI 6 N puis filtré dans la même fiole de 50 mL. Après avoir

ajusté au trait de jauge puis homogénéisé par agitation manuelle, les solutions sont

transvasées dans des godets préalablement rincés avec la solution et sur lequel le numéro de

l'échantillon est inscrit.
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IVA.S.2 Minéralisation des huiles

Une prise d'essai de 10 g d'huile est introduite dans un bécher de 100 mL, lequel est

recouvert d'un verre de montre puis placé dans un four. Afin d'éviter des pertes par

volatilisation et pour éliminer les produits inflammables volatils, il faut effectuer la

minéralisation de l'échantillon en plusieurs étapes: la température est élevée progressivement

pendant 6 h jusqu'à 300 "C puis maintenue à cette valeur durant 12 h. Trois paliers, de 4 h

chacun, sont effectués à 325, 350,400 et 450 "C. La calcination se termine par une phase de 5

h à 475 "C pour éliminer la matière organique. Après refroidissement, les cendres sont

dissoutes dans 4 mL d'acide chlorhydrique 6 N. La solution est chauffée lentement puis filtrée

sur papier sans cendres Schleicher et Schull dans une fiole de 50 mL. Le volume est ensuite

ramené à 50 mL avec de l'eau déminéralisée,

IVA.S.3 Dosage des éléments minéraux par spectrométrie d'émission plasma LC.P.

La minéralisation est suivie du dosage par spectrométrie d'émission Plasma à

Couplage Inductif (lCP) sur un appareil Varian-Vista aux longueurs d'onde suivantes: À =

214,914 nm pour le phosphore et À = 589,592 nm pour le sodium. Les dosages sont effectués

en réalisant un étalonnage qui respecte les conditions du milieu analysé (matrice, acidité). Les

calculs sont faits par interpolation par rapport à la gamme d'étalonnage. La validation des

résultats analytiques s'est effectuée par l'analyse d'échantillons de référence internes, baptisés

témoins, dont la teneur en éléments minéraux est connue.

IVA.S.4 Détermination de la teneur en azote total par la méthode DUMAS

Une prise d'essai (50 à 150 mg selon le cas) de chaque échantillon préalablement

broyé à 0,5 mm et homogénéisé, est pesée dans une feuille d'étain et placée sur le passeur

d'échantillon. Elle est introduite dans un four à environ 850 "C dans un flux d'oxygène', Les

gaz de combustion ont subi une série de piégeage pour éliminer les poussières, les halogènes,

la vapeur d'eau et les oxydes de carbone. Une réduction sur colonne de cuivre à 730 "C dans

un flux d'hélium a permis de réduire les oxydes d'azote en gaz N2• La teneur en azote est

déterminée par une cellule thermoélectrique (catharométrie) après une calibration avec des

substances de composition en azote connue (EDTA, Glycine). La validation des résultats

analytiques s'est basée sur l'analyse d'échantillons de référence internes dont la teneur en

azote est connue.
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IV.S Caractérisation des lipides

La caractérisation des lipides s'est effectuée de la façon suivante: CCM qualitative

des différentes familles de lipides, CPG de la fraction d'esters méthyliques d'acides gras,

dosage des stérols par CCM/CPG, dosage par CLHP des tocophérols.

IV.S.I Analyse qualitative des huiles par CCM

Un volume de 10 - 20 uL d'une solution d'huile à 1 % rn/v dans l'hexane sont

déposés, sur une bande de 10 mm, à 1 cm du bord inférieur d'une plaque de gel de silice 60

f254 de 0,50 mm d'épaisseur, 20 x 10 cm (Merck, Ref 105744.0001), à l'aide d'un déposeur

automatique Linomat IV-Y Camag. Le développement est effectué sur 8 cm dans une cuve

pré-saturée à l'aide du mélange hexane/éther/acide acétique, 70/30/1 v/v/v. La plaque est

ensuite séchée à l'aide d'un sèche-cheveux manuel et révélée à 180 "C durant 10 mn après

nébulisation d'un mélange d'une solution aqueuse saturée de sulfate de cuivre II et d'acide

phosphorique à 50/50 v/v. Les taches correspondant aux différents constituants des huiles

végétales sont identifiées à l'aide de témoins. Les quantités et les caractéristiques des produits

déposés sont consignées dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Caractéristiques et quantité de produits déposés en CCM

Concentration 1 Quantité 1Famille chimique 1 CaractéristiquesEchantillons

~éPOSéS
1

1

(mg/mL) déposée
(Ill/cm)

AGL Acide gras Produit Sigma

1

1 10
de Tournesol
Monoo1éine Monoglycéride Produit Sigma 1 10

1 Stigmastérol Stérol (3jJ-hydroxy- Produit Sigma 1 10
24-éthy1-5,22-

1cholestadiène)
(+)-y-tocophérol Tocophérol

1

produit Sigma ~ 0,65 20
100%

Squalène Hydrocarbures Produit Sigma 3 gouttes/mL 10
(2,6,10,15,19,23- ~98-100%

1 hexaméthyl-

1

1

2,6,10,14,22-
1tétracosahexaène)

Mélange - Mélange des Mélange de 1 ml 50
5 étalons de chaque

standard
Extraits Huiles végétales Huile extraite au 3 gouttes/ mL 10

hexaniques Soxhlet
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IV.S.2 Détermination de la composition en acides gras par CPG

IV.S.2.1 Préparation des esters méthyliques des acides gras

On introduit dans un ballon de 20 mL : 3 gouttes d'huile à l'aide d'une pipette pasteur,

3 pierres ponces et 3 mL de méthylate de sodium (62 mL de MeONa : 0,5 M dans 560 mL de

MeOH pour CLHP). Le ballon est surmonté par une canne à saponification et 10 mn après le

début de l'ébullition, un volume de 3 mL de méthanol chlorhydrique (50 mL de chlorure

d'acétyle dans 625 mL de MeOH) est ajouté par le haut de la canne à saponification. Le reflux

est maintenu pendant 10 mn encore et le mélange est refroidi à température ambiante (environ

20 "C) pendant 10 mn. 5 mL d'hexane et 15 mL d'eau sont alors ajoutés et après agitation, le

mélange est laissé déphaser avant de prélever la phase hexanique à la pipette Pasteur qui est

transvasé dans un tube à hémolyse. Les échantillons ainsi préparés sont maintenus à + 4 "C

sous azote pour analyse en CPG.

IV.S.2.2 Composition pondérale en acides gras

Pour déterminer la composition en acides gras, 1 uL d'une solution hexanique d'esters

méthyliques est injectée dans un appareil CPG Agilent 6890 HP series (Agilent, USA) équipé

d'une colonne de type Innowax (Agilent, USA), de 30 m de long, 0,32 mm de diamètre

interne ayant un film d'épaisseur 0,25 um, L'injecteur est en mode split, ratio 1180 à la

température de 250 oc. Le gaz vecteur est l'hélium, avec un débit 1,5 mL/mn. Le détecteur à

ionisation de flamme est à 270 "C, le débit de l'hydrogène est de 35 mL/mn et celui de l'air de

350 mL/mn. La programmation de la température du four est la suivante: 150 "C pendant 3

mn, augmentation de 3 °C/mn jusqu'à 220 "C (26,3 mn), palier jusqu'à la fin de l'acquisition

(35,3 mn). L'identification des pics est faite par comparaison des temps de rétention d'esters

méthyliques d'acides gras d'huiles végétales connues, tournesol et palme, injectés dans les

mêmes conditions opératoires. Afin de vérifier la reproductibilité des résultats, chaque

échantillon est analysé trois fois dans les mêmes conditions opératoires. Le résultat est

exprimé en pourcentage des aires d'acides gras non corrigés.

IV.S.3 Teneur en insaponifiable des huiles

La méthode utilisée est celle de l'IUPAC (2.401 détermination of the insaponifiable

matter, 1987). Une masse de 5 g pesée à 0,1 mg est introduite dans un ballon de 250 mL à

laquelle 50 mL de solution hydroéthanolique d'hydroxyde de potassium et des pierres ponce

Deuxième Partie: Matériels et Méthodes



82

sont ajoutés. Après avoir chauffé à reflux pendant 1 h, on rince par le haut du réfrigérant avec

100 mL d'eau distillée. Le mélange est alors transvasé dans une ampoule à décanter contenant

100 mL d'éther diéthylique et agité pendant 1 mn tout en ouvrant de temps en temps le robinet

pour laisser échapper les gaz. La phase éthérée est récupérée dans une autre ampoule à

décanter et la phase aqueuse est reprise avec 100 mL d'éther. On opère ainsi trois fois de suite.

40 mL de KOH à 0,5 N et 40 mL d'eau distillée sont ajoutés alternativement aux phases

éthérées jointes. On lave ensuite à l'eau distillée la phase éthérée jusqu'à ce que la solution

aqueuse de lavage ne soit plus colorée en rose par la phénolphtaléïne. La phase éthérée est

séchée sur du sulfate de sodium anhydre et l'éther est totalement évaporé à l'évaporateur

rotatif à 50 "C. Enfin les insaponifiables sont obtenus par rinçage avec 4 mL de chloroforme,

dans un tube à hémolyse et les échantillons sont conservés à - 20 "C sous azote. Pour

déterminer le pourcentage d'insaponifiable, les phases éthérées sont récupérées dans un ballon

taré, soit Mo sa masse. Après évaporation de l'éther, le ballon est mis en étuve à 103 ± 2 "C

pendant 15 mn et laissé à nouveau refroidir en dessiccateur et enfin pesé. La manipulation est

répétée jusqu'à masse constante, soit Ml la masse obtenue.

La détermination du pourcentage pondéral d'insaponifiable est faite de la façon suivante:

(M -M )
% Insapo = 1 0 x 100

PE

Où,

(Equation Il)

PE prise d'essai,

Mo masse du ballon à vide,

Ml masse du ballon + insaponifiable.

Trois déterminations sont effectuées pour chaque échantillon. Le résultat est la moyenne des

trois valeurs obtenues.

IV.S.4 Composition de la fraction stérolique

IV.5.4.1 Préparation de la fraction insaponifiable

Pour déterminer la teneur en stérols, 0,5 g d'huile, 1 mL de cholestérol et 5 mL de

KOH éthanolique (0,5 N) sont introduits dans un ballon avec 2 grains de pierre ponce et

portés à reflux pendant 15 mn. 5 mL d'éthanol sont alors introduits dans le ballon par le haut

du réfrigérant. Un volume de 10 mL de ce milieu est déposé sur une colonne de

chromatographie remplie d'alumine (0,063 - 0,2 mm). L'élution est faite avec 5 mL d'éthanol
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puis 30 mL de diéthyléther. La totalité du volume élué est récupéré, le solvant est évaporé et

le résidu stérolique est dissout dans 1 ml. de chloroforme.

lV.S.3.2 CCM préparative de la fraction stérolique

400 ul. de la fraction stérolique préparée comme précédemment décrit et 20 uL d'une

solution étalon de cholestérol sont déposés à l'aide d'un déposeur Linomat IV-Y CAMAG

(Merck) sur une plaque de gel de silice 60 (Alltech, 20 x 10 cm, 250 um d'épaisseur).

L'élution est faite par un mélange chloroforme/diéthyl éther (90/10 v/v). La partie de la

plaque contenant le dépôt de cholestérol est séparé et révélée par nébulisation d'un mélange

CUS04/H3P04 (111 v/v) et un passage au four à 180 "C pendant 10 nID. La bande de stérols

correspondant au Rf du cholestérol est grattée et les stérols désorbés dans du chloroforme (10

mL/g de silice) à température ambiante sous agitation magnétique pendant 5 nID. Une fois la

silice devenue transparente une filtration sur filtre Millipore (0,45 um, Réf. SLFH 013 NL)

permet de récupérer les stérols sans contaminant solide.

lV.S.3.3 Composition et teneur en stérols

Un volume de 1 !1L de cette fraction chloroformique (avec 1 mL de cholestérol à 1

mg/mL utilisé comme standard interne est injecté en CPG pour déterminer la teneur en stérols

de l'huile. L'analyse des stérols est faite dans des conditions isothermes (280 "C) dans un

appareil GC 8000 (Fisons Instruments) équipé d'une colonne de type Supe1cowax (Sigma­

Aldrich, USA), possédant une phase stationnaire de 95 % diméthylpolysiloxane/5 %

diphénylpolysiloxane (longueur 30 m, 0,25 mm de diamètre interne et 0,25 um d'épaisseur de

film). La température du détecteur à ionisation de flamme est maintenue à 300 "C et celle de

l'injecteur, en mode split, ratio 11100, à 280 "C, Un système d'acquisition ??? a permis le

contrôle de l'appareil. Le gaz vecteur est l'hélium (1,5 mL/mn). L'identification des pics est

faite grâce à des étalons, cholestérol, ~-sitostérol, stigmastérol, campestérol (produits Sigma,

concentration de 1 mg/mL), injectés séparément et avec du cholestérol afin de déterminer le

coefficient de réponse (K) de chacun par rapport au cholestérol. Afin de vérifier la

reproductibilité des résultats, chaque injection est reprise trois fois dans les mêmes conditions

opératoires.
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La teneur en mg/l OOg huile du stérols X est calculée de la façon suivante:

r A xm
Sterols X (mg /lOOg huile) =Kx x s x 100

As Xm

Où:

Ax aire du pic du stérol X

As aire du pic du cholestérol

ms masse, en mg, de cholestérol ajouté

m masse, en g, de l'échantillon prélevé pour la détermination.

K facteur de réponse du stérol calculé en fonction de l'aire de l'étalon interne

pour une concentration identique.

Les stérols totaux sont calculés en faisant la somme des teneurs des stérols contenus dans

l'huile.

IV.SA Détermination de la composition et de la teneur en tocophérols

L'analyse des tocophérols des huiles est réalisée par CLHP en phase normale d'après

Abidi (2002) et Cuvelier (2003).

Les échantillons d'huile extraite à l'hexane sont dilués dans un mélange d'hexane et

d'isopropanol (99/1 v/v) afin d'obtenir des concentrations respectivement de 20,2 mg/mL,

20,1 mg/mL, 10,4 mL et 10 mg/mL pour A. squamosa, C. procera, A. indica et P. biglobosa

respectivement. L'échantillon subit ensuite une double filtration à l'aide d'un filtre Millipore

de 0,45 um de diamètre.

L'appareil et ses accessoires (pompe, injecteur, détecteur) sont de marque Agilent

Série 1100 (France), comportant une pompe quaternaire, un injecteur manuel muni d'une

boucle d'injection de 20 ~L et un détecteur UV DAD (à barettes diodes) à longueur d'onde

multiple. La colonne est de type Luna Si 60, 5 um, 4,6 x 250 mm (Phenomenex, France). Le

mélange de solvants dans les conditions isocratiques est composé d'hexane et d'isopropanol

(99/1 v/v) pour CLHP de marques Sigma. Le débit de la pompe est de 1 mL/mn et la pression

de 33 bars, la détection est effectuée à la longueur d'onde de 295 nm. (Stavros et Tsaknis,

2002; Crane et al., 2005; Omah et al., 2006; Ramadan, 2006) .

Les pics sont identifiés par injection d'étalons de (±)-a-tocophérol (25 ug/ml, de (+)-y­

tocophérol (7,22 ug/ml.) et (+)-8-tocophérol (65 ug/ml.) de marque Sigma Aldrich

respectivement de références et de pureté: T3251-5G, ~ 95 %; TI782-25MG; - lOO % ;
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T2028-250, ~ 90 %). L'injection dans les mêmes conditions d'un échantillon témoin d'huile

de palme (variété Ténéré) provenant du Cameroun, a permis de repérer le temps de rétention

du ~-tocophérol.

Les courbes d'étalonnage sont tracées en injectant les solutions d'étalons obtenues par

dilution d'une solution mère (Tableau 6).

Tableau 6 : Gammes de dilution pour l'étalonnage des étalons de tocophérols

Tocophérols Concentration (J1~/ mL)
Cl C2 C3 C4

(±)-a -tocophéro1 0,3 0,5 1 8
(+)-y-tocophérol 0,75 1 2 3
(+)-8-tocophérol 0,25 0,5 1 3,5

IV.6 Caractérisation des protéines par dosage des acides aminés

Les différents acides aminés constituant la fraction protéinique sont quantifiés par

dosage par CLHP précédé d'une hydrolyse, par la méthode d'étalonnage externe. Elle a

permis grâce à un traceur interne, le carboxyméthylcystéine (CMC), dans le milieu

réactionnel de suivre le bon déroulement de la manipulation, ceci depuis l'hydrolyse, et de

calculer la concentration de chaque acide aminé en fonction de son propre facteur de

proportionnalité.

IV.6.1 Hydrolyse de la protéine

L'hydrolyse est effectuée en présence d'acide méthane sulfonique (AMS), selon la

méthode décrite par Simpson et al. (1976). Environ 5 mg sont hydrolysées par 0,5 mL AMS 4

N contenant 0,2 % de tryptamine (son rôle est de réagir avec les résidus de cystéine de la

protéine à la place du tryptophane et d'éviter ainsi les pertes par oxydation). L'hydrolyse est

effectuée en tube bouché sous azote pendant 1 h dans un bloc chauffant à 150 "C. Le tube

ouvert, le contenu est neutralisé par 0,5 mL de soude 4 N, le tube est rincé par une solution

tampon hydrogénocarbonate de sodium 0,1 M à pH 9, QSP 5 mL; les solutions sont jointes et

filtrées avant dérivation par le Dabsyl. On fixe une molécule de Dabsyl (réactif de dérivation

pré-colonne) sur chaque acide aminé. Ces dérivés sont apolaires, contrairement aux acides
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aminés libres. Cette partie est effectuée par le préparateur automatique, la dérivation s'est

faite à 70 "C en tampon carbonate. Cette technique permet de protéger les acides aminés

soufrés (méthionine, cystéine), ceux sensibles à l'oxydation (serine, thréonine) ainsi que ceux

thermosensibles tels la lysine. La matière sèche sur échantillon délipidé est effectuée selon la

méthode précédemment décrite (norme AFNOR, NF V 18-109).

IV.6.2 Séparation des acides aminés

La séparation et la quantification des acides aminés sont effectuées par CLHP.

L'appareillage et ses accessoires sont de type Spectra-physics, muni d'une pompe P200-330,

d'un préparateur-injecteur automatique AS3000, d'un détecteur UV 150-511 AS3000. La

colonne est de type Symmetry Waters Sum, 200 x 3,9 mm. Une centrale d'acquisition

HPChem a permis le contrôle de l'appareillage. La phase mobile constituée de 78 % d'une

solution aqueuse de NaCI pH 6,55 (solvant A) et de 22 % d'acétonitrile (solvant B), est

injecté à un débit de 1 mL/mn dans une colonne (C18 hydrophobe). La détection est faite par

un spectrophotomètre UV à 436 nm.

IV.6.3 Calcul de la teneur en acides aminés

La gamme de concentration utilisée pour l'étalonnage externe est consignée dans le

Tableau 7.

Tableau 7 : Gamme d'étalonnage des acides aminés

Concentrations (umoles/ mL)
Tous les acides

0,050 0,125
aminés 0,250
Cystéine 0,025 0,0625 0,125

Le facteur de réponse (Fr) est calculé pour les valeurs de Caa et donc de Ccmc de 0,25

umol/ml. selon la formule suivante:

C x SFr = aa 0,25

s: X Cerne
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IV.7.2 Dosage des sucres totaux

1 g de l'échantillon broyé à 0,5 mm pesé à 0,1 mg près, est introduit dans une fiole

jaugée de 100 mL. Soit PE la prise d'essai. A cette prise, un volume de 80 mL d'éthanol à 40

% est ajouté et agité pendant 1 h sur agitateur magnétique. Ensuite un volume de 2 mL de

solution de Carrez 1 est introduit et agité pendant 1 rnn. Ensuite 2 mL de solution de Carrez Il

sont ajoutés et agité à nouveau pendant 1 rnn. Après avoir retiré le barreau aimanté

soigneusement rincé, la solution complétée à 100 mL avec de l'éthanol, homogénéisé et filtré

sur filtre plissé. 50 mL du filtrat sont prélevés dans une fiole jaugée et transvasé dans un

Erlemeyer de 100 mL. Le tout est plongé dans un bain bouillant afin d'évaporer environ la

moitié du volume, et pour éliminer la majeure partie de l'éthanol. Le résidu d'évaporation est

transvasé quantitativement, à l'aide d'eau chaude, dans la fiole jaugée de 50 mL, après avoir

refroidis le milieu et complété le volume avec de l'eau. Le mélange est ensuite homogénéisé et

filtré.

IV.7.2.1 Dosage des sucres totaux après inversion

Un volume de 25 mL de solution est prélevé et introduit dans une fiole jaugée de 50

mL (uniquement réservée à cet effet). Quelques gouttes de solution de méthylorange sont

ajoutés puis, prudemment et tout en agitant, de l'acide chlorhydrique 4 N jusqu'à virage net au

rouge. 7,5 mL d'acide chlorhydrique 0,1 N sont alors ajoutés. La fiole est mise dans un bain

d'eau à forte ébullition durant 30 rnn. Après avoir refroidi à 20 "C en plongeant la fiole dans

de la glace un volume de 7,5 mL de solution d'hydroxyde de sodium 0,1 N est ajouté et

complété à 50 mL avec de l'eau, puis homogénéisé.

IV.7.2.2 Titration selon Luff-Schoorl

25 mL du réactif selon Luff-Schoorl sont prélevés à la pipette et introduit dans un

Erlenmeyer de 200 mL puis 25 mL exactement mesurés, de la solution déféquée de sucres

sont ajoutés. Ce mélange est porté à reflux pendant 10 rnn exactement, immédiatement

refroidi pendant 5 rnn environ, et titré comme suit:

Un volume de 10 mL de solution d'iodure de potassium est ajouté, immédiatement

après et très doucement (en raison du risque de formation d'une mousse abondante), 25 mL

d'acide sulfurique 6 N. Ce mélange est titré par la solution de thiosulfate de sodium 0,1 N

jusqu'à apparition d'une coloration jaune terne. A cette étape, l'indicateur à l'amidon est ajouté
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et la titration est achevée jusqu'à l'obtention d'une coloration rose. Un essai à blanc est

effectué mais sans passer cette fois par l'étape de chauffage.

IV.?2.3 Calcul des résultats

La différence entre le volume de thiosulfate de sodium versé lors du dosage du blanc

et le volume de thiosulfate de sodium versé lors du dosage de l'échantillon est calculé, soit V

= Vo - V E. A l'aide de la table de Luff-Schoorl, la quantité de glucose en mg correspondant au

volume V est déterminée.

La teneur en sucres totaux exprimée en % d'échantillon est alors :

0/ milligramme de glu cos e lu 0 8
/0 sucres totaux = X ,

PE

(Equation 17)

Où,

PE prise d'essai exprimée en grammes.

IV.?3 Dosage de la cellulose

Le dosage de la cellulose brute est adapté de la norme AFNOR, NF V 03-040.

IV.?3.1 Extraction de la matière grasse

Si la teneur en matière grasse est inférieure à 5 %, ce type d'extraction ne pouvait se

faire. Elle est recommandée lorsque la teneur en matière grasse est comprise entre 5 - 10 % et

nécessaire lorsque la teneur en matière grasse est supérieure à 10 %. La matière grasse de

l'échantillon est extraite en suivant le mode opératoire approprié (fonction de la teneur en

matière grasse) du dosage de la matière grasse (§ IV. 1.4). Mais on utilise ici l'éther

diéthylique à la place de l'éther de pétrole. Le résidu dégraissé contenu dans la cartouche est

séché à l'air libre et rebroyé si nécessaire. Parallèlement, on a déterminé sur un aliquote la

matière sèche de l'échantillon dégraissé (soit MS2). Environ 1 g de l'échantillon broyé à 1 mm

est pesé à 0,1 mg près et supposé renfermer plus de 2 % de cellulose brute dans le creuset

filtrant. Soit PE, la prise d'essai, on y a ajouté environ 1 g de célite.
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IV.7.3.2 Détermination

a- Attaque acide

Le creuset est déposé dans l'extracteur de fibres. Un volume de 150 mL de solution

d'acide sulfurique préalablement chauffée et quelques gouttes d'octano1 sont ajoutés. Le tout

est porté rapidement à l'ébullition (en 5 mn environ), puis l'ébullition est maintenue pendant

30 ± 1 mn. Au bout de ce temps, l'insoluble est immédiatement filtré au moyen du dispositif

de filtration de l'unité puis rincé avec de l'eau distillée bouillante. Les lavages de l'insoluble

sont répétés jusqu'à ce que le filtrat soit sensiblement neutre (avec environ 3 x 150 mL). La

séparation et le lavage de l'insoluble doivent être réalisés en moins de 30 mn.

b- Attaque alcaline

Le protocole est le même que pour l'attaque acide, seulement qu'ici, un volume de

150 mL de solution d'hydroxyde de sodium est versé dans le creuset. Le résidu est ensuite

déshydraté par l'acétone en utilisant la fiole à vide prévue à cet effet. L'acétone est versée

dans le creuset et l'échantillon est dispersé puis filtré.

c- Séchage

Le creuset et son contenu sont séchés à 103 ± 2 "C dans l'étuve pendant une nuit. Le

lendemain, ils sont refroidis en dessiccateur et pesé à 0,1 mg près (soit Md.

d- Incinération

Après séchage, le résidu est incinéré dans le four à 525 "C pendant 4 h. On l'a laissé

refroidir en dessiccateur jusqu'à la température du laboratoire et pesé à nouveau à 0,1 mg près

(soit M2).

La teneur en cellulose brute exprimée en pourcentage est égale à :

M-M
CBW= 2 1 x100

PE

Où:

(Equation 18)

PE masse de la prise d'essai, en grammes

masse totale du résidu sec et du creuset avant incinération, en grammes

masse totale du résidu et du creuset après incinération, en grammes
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IV.S Caractérisation des lignocelluloses : séquence de Van Soest

La détermination séquentielle des constituants pariétaux est effectuée par une méthode

adaptée de la nonne AFNOR, NF V 18-122. L'intérêt de ces méthodes est d'isoler différentes

fractions pariétales permettant de prédire la valeur énergétique des aliments. Cette méthode

est d'application générale aux aliments simples et composés. Les traitements successifs aux

détergents neutre et acide, puis à l'acide sulfurique 72 % conduisent à l'obtention de trois

résidus appelés: fibres au détergent neutre (NDF), fibres au détergent acide (ADF) et lignine

sulfurique (ADL). Le NDF, l'ADF et l'ADL sont respectivement l'estimation des fibres totales

insolubles, du complexe lignocellulosique et de la lignine. Ces différentes fractions ne sont

généralement pas des entités biochimiques pures, en particulier pour les produits ayant subi

un chauffage, pour les produits riches en tanins, en cutine, en cires, en silice, etc. Une bonne

indication de la contamination est la mesure de l'azote résiduel (azote piégé par les fibres et

non attaqué par les microorganismes du rumen). L'obtention d'un résidu (NDF ou ADF)

exempt ou peu contaminé en amidon, protéines, matière grasse, nécessite en général un ou

plusieurs prétraitements.

IV.S.I Modes opératoires

L'échantillon broyé à 1 mm pour essai, éventuellement prétraité, est attaqué par la

solution au détergent neutre. Le résidu insoluble obtenu après filtration et lavage est séché

jusqu'à masse constante. Il est ensuite hydrolysé par la solution au détergent acide, après

filtration, lavage et séchage comme précédemment. Le résidu obtenu est traité par la solution

d'acide sulfurique à 72 %. Après filtration et lavage le nouveau résidu est séché, pesé,

minéralisé à 525 "C puis pesé à nouveau. Ces trois produits sont mélangés dans un bécher,

auquel un volume de 400 mL d'eau est ajouté, puis agité en chauffant jusqu'à dissolution.

Après refroidissement, cette solution est transvasée dans la fiole de 1 L et 10 mL de

triéthylène glycol (antimousse) sont ajoutés avant d'ajuster à 1 L avec de l'eau. Il faut

s'assurer que le pH se situe entre 6,9 et 7,1 à température ambiante (risque de précipitation à

basse température).
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IV.8.2 Solution au détergent acide ADS

Une masse de 20 g de CTAB est pesé et dissoute dans environ 0,5 L d'acide sulfurique

à 0,5 M (tout en agitant modérément afin d'éviter qu'une mousse persistante ne se forme). Le

volume est ajusté à 1 L avec de l'acide sulfurique 0,5 M.

IV.8.3 Délipidation

La matière grasse de l'échantillon est extraite en suivant le mode opératoire de la

norme AFNOR, NF V 18-117, mais l'utilisation de l'éther diéthylique est préconisée en lieu

et place de l'éther de pétrole. Le résidu dégraissé contenu dans la cartouche est séché à l'air

libre et rebroyé si nécessaire. La matière sèche de l'échantillon dégraissé est déterminée

parallèlement sur un aliquote (soit MS2).

IV.8.4 Prétraitements enzymatiques

Environ 1 g d'échantillon délipidé est pesé à 0,1 mg près directement dans le creuset

filtrant, soit PE la prise d'essai. Les creusets sont placés sur le dispositif d'hydrolyse. 50 mL

d'eau froide et 0,2 mL d'amylase est alors ajouté et porté à ébullition après agitation. Une fois

le chauffage coupé, on a laissé le mélange réagir pendant 15 mn. Une quantité suffisante

d'eau froide est ajoutée pour amener la température au-dessous de 45 "C (environ 100 mL),

puis une masse de 10 mg de protéase est ajoutée. Après avoir mélangé, on a laissé agir

pendant 15 mn et filtré avec un rinçage à l'eau chaude.

IV.8.S Obtention du NDF

Dans chaque creuset 100 mL de la solution au détergent neutre est versée et portée à

ébullition en moins de 10 mn. L'ébullition douce est maintenue pendant 60 ± 1 mn. Après

avoir arrêté le chauffage, on a filtré sur le creuset en verre fritté. Pour faciliter la filtration, il

est conseillé de ne pas utiliser le vide au départ. Il est rincé plusieurs fois avec de l'eau

bouillante jusqu'à élimination totale du détergent (absence de mousse), puis par deux fois par

20 mL d'acétone sur la fiole prévue à cet effet. Il est ensuite séché dans l'étuve à 103 "C

jusqu'à masse constante pendant 3 h. Après refroidissement dans le dessiccateur, le creuset

est pesé à 0,1 mg près. Soit la masse M).
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IV.8.6 Obtention de l'ADF

Les creusets sont replacés sur le dispositif d 'hydrolyse. A l'aide d'une baguette de

verre les particules sont mises en suspension par addition d'eau distillée pendant un temps de

contact de 2 h environ. Après avoir filtré, un volume de 100 mL de solution au détergent

acide est ajouté avant de porter à ébullition en moins de 10 mn. Une ébullition douce est

maintenue pendant 60 ± 1 mn. Le mélange est filtré immédiatement une fois le chauffage

arrêté et rincé plusieurs fois avec de l'eau bouillante jusqu'à élimination totale du détergent.

La neutralité est vérifiée avec de l'eau additionnée de vert de bromocrésol dans la dernière eau

de rinçage. Le creuset est rincé deux fois par 20 mL d'acétone (sur une fiole uniquement

réservée à cet usage) et séché dans l'étuve à 103 "C jusqu'à masse constante pendant 3 h. Il est

ensuite refroidi en dessiccateur avant pesée à 0,1 mg près, soit M2 la masse notée.

IV.8.7 Obtention de l'ADL (lignine sulfurique)

Les creusets sont placés sous une hotte dans un cristallisoir puis nous avons ajouté de

l'acide sulfurique 72 % de façon à remplir le creuset jusqu'à mi-hauteur. Cette suspension est

agitée (afin de briser les grumeaux) avec une baguette de verre. Après un temps de réaction

d'environ 3 h, le mélange est fait toutes les heures en ajoutant de l'acide sulfurique 72 % si

nécessaire. Le maximum d'acide sulfurique 72 % est éliminé par filtration et lavé à l'eau

chaude jusqu'à neutralité. La neutralité de la solution est vérifiée en ajoutant de l'eau

additionnée de vert de bromocrésol ou au papier pH au dernier rinçage. Les creusets sont

enfin séchés dans l'étuve à 103 "C jusqu'à masse constante pendant 3 h. Après

refroidissement en dessiccateur, ils sont pesés à 0,1 mg près, soit la masse M3.

IV.8.8 Minéralisation du résidu

Les creusets sont placés dans le four dont la température est progressivement

augmentée jusqu'à 525 "C. La minéralisation a duré 2 h puis après avoir laissé le four jusqu'à

150 "C et les creusets sont refroidis dans le dessiccateur et pesés à 0,1 mg près, soit M4 la

masse.
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IV.S.9 Calculs

M-M
NDF= 1 4 x 100

PE

M -M
ADF= 2 4 x 100

PE

M -M
ADL= 3 4 x 100

PE

Où,

(Equation 19)

(Equation 20)

(Equation 21)

PE

Où,

S 0,25

Caa

Ccmc

prise d'essai en grammes

masse du creuset contenant le résidu NDF + cendres

masse du creuset contenant le résidu ADF + cendres

masse du creuset contenant le résidu ADL + cendres

masse du creuset contenant les cendres

87

surface calculée par la droite d'étalonnage de l'acide aminé correspondant à une

concentration de 0,25 umoles/ mL.

concentration de l'acide aminé correspondant

concentration du CMC

Le calcul des teneurs s'est effectué comme suit:

(d 1 h d 1 )
mg / ml x 5 x dilution

mg ans' y roysat =--------

Fe

mg x 100 x 10-3

mg /1OOg d'éch. sec délipidé =-----=------------,--
mg d'éch. à 0 % d' humidité x 10-3

(Equation 14)

(Equation 15)

V.7 Caractérisation des glucides

La caractérisation des glucides s'est effectuée par dosage de l'amidon, de la cellulose

brute et les sucres totaux sont exprimés par rapport au glucose.





96

Chapitre V

Obtention des extraits - Caractérisation chimique
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V.2 Dénomination des extraits

V.3 Obtention d'extraits hexaniques

VA Obtention d'extraits hydroéthanoliques

V.S Obtention d'extraits hydroacétoniques

V.6 Obtention d'extrait en milieu CO2 supercritique

V.7 Solides résiduels

V.8 Obtention d'extrait par partition liquide-liquide

V.9 Caractérisation chimique des extraits

Deuxième Partie: Matériels et Méthodes



97

Chapitre V

Obtention des extraits - Caractérisation chimique

V.l Introduction

Dans ce chapitre, les extraits sont obtenus par plusieurs techniques afin de maximiser l'activité

termicide: extraction en batch, partition liquide-liquide et chromatographie préparative sur

colonne. Le matériel végétal a été récolté et stabilisé comme précédemment décrit (§ Chapitre

IV). Avant de procéder aux différents essais, les graines sont décortiquées puis les amandes

sont broyées et tamisées (0,6 - 0, 8 mm et 0,3 - 0,5 mm selon le cas). Elles sont délipidées

selon le cas avec l'hexane. Plusieurs solvants sont utilisés allant des moins polaires (hexane,

éther de pétrole, CO2 SC) aux plus polaires (H20, éthanol/eau, chloroforme, méthanol). Les

extraits et fractions concentrées ont été soumis à des analyses qualitatives afin d'approcher leur

composition: CCM, test colorimétrique de détection des acétogénines, CLHP, RMN et SM.

Les différents extraits obtenus ont été soumis au test de non choix afin d'évaluer leur activité.

V.2 Dénomination des extraits obtenus

Les extraits obtenus en batch et ceux ISSUS de la partition liquide-liquide et de la

chromatographie préparative (cas de A. squamosa) sont dénommés (Figure 19) :

X

/

Yy' /

-,
Ex ou S

Solvant ou binaire
d'extraction

Code de l'espèce suivi de Extrait ou Solide
l'opération de conditionnement
de l'amande

p
Phase issue de

la partition i
z

i
Solvant dans lequel cette
phase est obtenue

F -

Fraction i
N

\
Numéro d'élution
de la fraction

Figure 19 : Dénomination des extraits obtenus
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V.3 Protocoles d'extraction en milieu hexanique

Le but de cette étude est d'obtenir des extraits hexaniques par la méthode normalisée

au Soxlhet et par extraction en batch à la température ambiante (20 "C). L'activité termicide

des huiles extraites d'amandes des quatre espèces (A. indica, A. squamosa, C. procera, P.

biglobosa) sera évaluée par test de non choix dans le Chapitre suivant.

V.3.1 Extraits hexaniques en Soxhlet

Une masse de 12,5 g d'amandes broyées (0,6 - 0,8 mm) est extraite pendant 8 h avec

300 mL d'hexane à 69 oc. Les extraits obtenus (huile) sont dénommés: H-As, H-Ai, H-Cp et

H-Pb respectivement pour A. squamosa, A. indica, C. procera et P. biglobosa. Parallèlement

afin de déterminer la courbe de l'évolution du rendement en extrait en fonction des étapes

d'extraction, l'opération est effectuée quatre fois sur trois échantillons identiques mais

pendant une durée de 24 h chacune.

V.3.2 Extrait hexanique à la température ambiante

Pour préparer ces extraits hexaniques, 12,5 g d'amandes broyées (0,6 - 0,8 mm) sont

mises sous agitation (extraction batch, avec 125 mL d'hexane) à l'abri de la lumière et sous

atmosphère d'azote, pendant 72 h à la température de 20 oc. La solution obtenue est évaporée

jusqu'à obtention d'un extrait dénommé Hx-As/Ex. Afin de déterminer la courbe de

l'évolution du rendement en extrait en fonction des étapes d'extraction, l'opération est

effectuée quatre fois sur trois échantillons identiques pendant une durée de 24 h chacune.

V.3.3 Délipidation d'amande de A. squamosa avec l'hexane (20 OC)

Ce protocole est dérivé du précédent dans le but d'éliminer l'huile du tourteau. 12,5 g

de poudre d'amande de A. squamosa (0,6 - 0,8 mm) et 62,5 mL sont introduits dans un ballon

de 500 mL à fond plat (à col rodé et bouché). On inerte le milieu avec de l'azote, et on

recouvre le ballon de papier aluminium, afin de prévenir les réactions radicalaires possibles.

On lance alors l'agitation (500 tours/mn) pendant 24 h. Le solvant est récupéré par filtration

sur du papier filtre de type Whatman, dans un ballon de 500 mL préalablement taré et

conditionné en dessiccateur. 11 est ensuite évaporé sous pression réduite et le résidu est pesé à

0,1 mg près après conditionnement en dessiccateur. L'extraction sur l'amande restante est
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ensuite relancée avec un nouveau solvant. Trois échantillons identiques sont traités

simultanément.

VA Obtention d'extraits hydroéthanoliques

Ce protocole a été suivi pour vérifier l'extraction par comparaison aux différents essais

« à froid» décrits dans la suite du chapitre. Dans le cas où l'objectif était seulement

l'obtention des extraits eux-mêmes (ou huile) le protocole ne comporte qu'une seule étape.

V.4.1 Obtention d'extraits hydroéthanoliques sur amandes

Sur les amandes de trois espèces, A. indica, A. squamosa, C. procera, l'extraction s'est

effectuée en contacteur liquide-solide discontinu (batch) comme précédemment décrit (§

V.3.2) avec un binaire éthanol/eau, 80/20 v/v pendant 72 h à la température de 20 "C (Lawati

et al., 2002 ; Laetemia et al., 2004). Le titre des solutions obtenues est déterminé après

évaporation de 2 mL de solution dans un tube à hémolyse taré. Après évaporation sous

courant d'azote avec un évaporateur de type N_EVApTM 111 (Organomation Associates Inc,

USA), les tubes sont pesés et les concentrations massiques (mg/mL) des solutions sont

déterminées. L'extrait obtenu après évaporation est dissout dans le mélange éthanol/eau

(80/20 v/v) pour obtenir une solution mère à 50 % et des solutions à 25 % et 6 % rn/m

destinées aux tests sur termites. Les solides sont séparés par filtration. Ce protocole a permis

d'obtenir les extraits dénommés: EW-As/Ex, EW-Ai/Ex, et EW-Cp/Ex respectivement pour

A. squamosa, A. indica et C. procera.

V.4.2 Obtention d'extrait hydroéthanolique sur amandes délipidées de A. squamosa

Les extraits obtenus selon ce protocole ont été utilisés pour étudier l'influence de la

délipidation sur l'activité termicide et d'évaluer l'effet de la polarité du solvant sur l'activité

termicide d'amandes de A. squamosa.

La poudre de A. squamosa est délipidée comme précédemment décrit (§ V.3.3). Une

masse 12,5 g de cette poudre (0,6 - 0,8 mm) est mise sous agitation (extraction batch, 62,5

mL éthanol/eau, 80/20 v/v) à l'abri de la lumière et sous atmosphère d'azote, pendant 72 h à la

température de 20 "C (Lawati et al., 2002; Laetemia et al., 2004). Les extraits sont obtenus

en faisant varier les proportions éthanol/eau: 100/0, 80/20, 50/50, 20/80, 0/100

respectivement. Les extraits obtenus sont dénommés: EW-Asdef/Ex : 100/0; 80/20; 50/50 ;
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20/80 ; 0/100 respectivement. Un essai a été réalisé avec une poudre de granulométrie 0,3 ­

0,5 mm. L'extrait obtenu est dénommé EW-Asdef/Ex : 80/20 Gp. Quatre étapes d'extraction

successives sont effectuées et trois échantillons identiques sont traités simultanément afin de

déterminer la courbe de l'évolution du rendement en extrait en fonction de l'étape. Les solides

obtenus sont conservés sous atmosphère d'azote afin d'effectuer les tests sur termites (§ V.9).

V.4.3 Analyse de l'opération d'extraction en milieu hydroéthanolique

Les essais d'extraction avec des binaires eau/éthanol sont analysés afin d'établir les

courbes d'équilibre de l'extrait entre l'amande délipidée et le solvant. Les points

expérimentaux présentés sont des états d'équilibre qui correspondent à la fin des quatre

opérations d'extraction successives (§ chapitre VIII). Bien que les cinétiques d'extraction

n'aient pas été expérimentalement établies, un modèle issu du génie chimique est cependant

proposé pour rendre compte théoriquement des vitesses de transfert mises en jeu.

Les variables retenues sont les rapports massiques d'extrait dans le solvant (notée Y)

et dans l'amande (notée X), définies comme suit (Equations 22 et 23) :

m ex

Y=-'-
1

ms
(Equation 22)

Où,

(Equation 23)

ms

Peau 1éthanol

gminit

i

'""' ex~mj :

1

rapport massique de l'extrait dans le solvant en fin d'extraction i (1 $ i $ 4) ;

masse de l'extrait récupérée au cours de l'extraction i

masse de solvant reliée au volume via la masse volumique du mélange

masse volumique du binaire éthanol/eau

rapport massique de l'extrait restante dans l'amande en fin d'extraction i

masse totale d'extractibles présents dans l'amande

masse totale de l'amande initiale

somme des masses d'extrait recueilli entre la première et la ième extraction
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V.s Obtention d'extraits hydroacétoniques

12,5 g d'amandes broyées et tamisées (0,6 - 0,8 mm) sont traités selon le protocole

décrit au V.3.2. Les extraits obtenus sont dénommés: AW-As/Ex, AW-Ai/Ex, AW-Cp/Ex

pour A. squamosa, A. indica, C. procera respectivement.

V.6 Obtention d'extrait en milieu CO2 supercritique

L'extraction au CO2 supercritique est réalisée dans les conditions suivantes : pression

égale à 10 MPa, température égale à 40 "C. On a utilisé des graines d'amandes de A.

squamosa délipidées comme décrit au V.3.3 et ayant une teneur en eau de 10,75 %. Une

masse de 500 mg est pesée à 0,1 mg près et déposée dans le contacteur en acier inoxydable.

En fin d'extraction le C02 SC est transvasé vers une chambre de dépressurisation et le soluté

est condensé sur les parois comme décrit aux Annexes 7 et 8. Les parois sont rinçées avec

l'hexane et le chloroforme. Les masses d'extraits obtenus après 15, 45 et 60 mn d'extraction

sont pesées à 0,1 mg près et ont permis de tracer les courbes d'évolution de la quantité

extraite en fonction du temps d'extraction. Le cas échéant un co-solvant en l'occurrence

l'éthanol a été introduit à l'aide d'une pompe dans le contacteur à 10 % v/v.

L'extrait testé au chapitre IX quant à lui est obtenu de la façon suivante: une masse de 600

mg d'amande de A. squamosa est introduite dans le contacteur à la température de 45 "C et à

la pression de 20 MPa pendant 2 h. Dix extractions successives sont faites et tous les extraits

sont récupérés avec de l'hexane et réunis dans un même flacon. Le solvant est ensuite évaporé

en vue d'obtenir l'extrait nommé SC-As/Ex. Le Tableau 8 présente les différents extraits

soumis au test de non choix (§ Chapitre IX).

V.7 Solides obtenus lors des extractions précédentes sur amande de A. squamosa.

Les solides résiduels sont conservés sous atmosphère d'azote afin d'évaluer l'impact

des solvants d'extraction (hexane et éthanol/eau) sur l'activité des résidus. La Figure 20

récapitule les différentes extractions réalisées et la méthode de conditionnement des solides.

La liste des différents solides et les quantités testés sont présentées dans le Tableau 9.
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Tableau 8 : Liste récapitulative des différents extraits testés

Espèces végétales Code de l'extrait Solvant Méthode Concentration -
d'extraction d'extraction Extrait sec

déposé
A. squamosa H-As(l) Hexane Soxhlet 20 mg/cm"

(8 H, 70 OC)
A. indica H-Az (1) Idem Idem Idem
C. procera H_Cp(l) Idem Idem Idem
P. biglobosa H-Pb(\) Idem Idem Idem
A. squamosa Hx-As/Ex Idem Extraction - 50 %; 10
(Amande non délipidée) batch à froid mg/cm-

pendant (72H, - 25 %; 5 mg/cm'
20°C) - 6 %; 1,2

mg/cm"
A. squamosa EW-As/Ex Ethanol/eau Extraction -50%: 10 mg/cm'
A. indica EW-Ai/Ex (80/20, v/v) batch à froid - 25 %: 5 mg/cm'
C. procera EW-Cp/Ex 62,5 mL pendant (72H, - 6%: 1,2 mg/cm'
(Amande non délipidée) 20°C)
A. squamosa AW-AsEx Acétone/eau Extraction - As : 0,3 mg/cm"
A. indica AW-Ai/Ex (80/20, v/v- 62,5 batch à froid - Az : 0,6 mg/cm'
C. procera AW-Cp/Ex mL) pendant (72H, - Cp : 0,6 mg/cm"
(Amande non délipidée) 20°C)
A. squamosa EW-Asdef/Ex(l) Ethanol/eau Extraction - 50 % 10
(Amande délipidée) 100/0; batch à froid mg/cm"

80/20;50/50; pendant (72H, - 25 % : 5 mg/cm'
20/80; 0/100 20°C) - 6 % : 1,2 mg/cm
62,5mL
respectivement

A. squamosa SC-As/Ex CO2 P= 20 MPa, - 50%: l Omg/cm"
(Amande non délipidée) Supercritique/He T= 318 K

xane

(1) ces extraits sont aussi testés par EN 118

Amande de A. squamosa (Am-As)

1° Extraction à ETOH/H20, 80/20
2° Séchage à l'étuve à 45°C

IEW-:.7s 1

7""" 1° Extraction à 1'hexane
2° Séchage à l'étuve à 45°C

1° Extraction à ETOH/H20, 80/20
2° Séchaze à l'étuve à 45°C

Figure 20 : Méthode d'obtention des solides résiduels
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Tableau 9 : Différents solides testés sur termites

Observations Dénomination Solvant de l ere Méthode de
des solides extraction conditionnement

Amande de A. squamosa Am-As - Séchage à l'étuve à 1

45 "C
Solide obtenu après extraction EW-As/S Ethanol/eau, Idem
hydroéthanolique sur amande 80/20 v/v

~ A. squamosa
Solide obtenu après extraction EW-Asdef/S 1° Hexane Idem

1 hydroéthanolique sur amande 2° Ethanol/eau,
délipidée à l'hexane de A. 80/20 v/v

i squamosa
1 Solide délipidée avec l'hexane Hx-As/S Hexane Idem
1de A. squamosa

V.8 Obtention d'extraits par partition liquide-liquide: concentration de composés actifs

L'objectif de cette étude est de rechercher l'influence de la polarité du solvant sur

l'extraction des composés termicides et la phase dans laquelle ces composés sont concentrés.

V.8.1 Partition de l'extrait hydréthanolique d'amande de A. squamosa

Le protocole utilisé est décrit par Mst Shahnaj et al. (2003). Il a permis à ces auteurs

d'isoler d'extraits hydroéthanoliques d'amande de A. squamosa, une phase enrichie en

acétogénines. L'extrait hydroéthanolique EW-As/Ex, 80/20, v/v est partitionné dans le

chloroforme et l'éther de pétrole et a permis d'obtenir deux phases dénommées: P-CHCl} et

P-EP qui sont concentrées à 50 % rn/m.

V.8.Z Partition d'extraits d'acétate d'éthyle d'amande de A. squamosa

Ce protocole est décrit par Fang-Rong et al. (1999). Il a permis d'isoler et d'enrichir la

phase méthanolique en acétogénines (Figure 21).

200 g d'amandes fraîches de A. squamosa dont l'humidité est de 5,8 % sont mises en

suspension dans l'acétate d'éthyle (800 mL) à la température de 21 ± 1 oc. L'opération est

répétée deux fois encore sur le solide résiduel. Les trois extraits obtenus sont combinés et

filtré. Après évaporation su solvant sous atmosphère inerte d'azote, le résidu obtenu est
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partitionné avec le mélange chloroforme/eau 1/5 v/v (8 fois la masse de l'extrait sec) et la

phase chlorofonnique est rincée cinq fois de suite avec de l'eau. Cette phase après

évaporation est partitionnée avec le mélange n-Hexane/MeOH 1/5 v/v (8 x la masse de

l'extrait sec). Une phase P-MeOH est obtenue et serait enrichie en acétogénines et une phase

P-Hx qui en serait appauvrie. Ces deux phases sont concentrées à 50 % rn/m et a permis

d'obtenir des solutions filles à 25 et 6 % rn/m respectivement qui seront testés sur termites.

Le Tableau 10, présente la liste des différentes phases testées et les concentrations utilisées (§

chapitre IX).

Tableau 10: Différentes phases obtenues par partition liquide-liquide d'extraits

d'acétate d'éthyle d'amande de A. squamosa

Extrait concerné Dénomination Solvant Méthode Concentration -
des extraits d'extraction d'extraction Extrait sec déposé
P-CHCh Chloroforme Partition liquide- - 50%; 10 mg/cm"

liquide de l'extrait
Extrait EW-Ex dans le
hydroéthanolique chloroforme (20°C)
,80/20, v/v. P-EP Ether de Pétrole Partition liquide- - 50%; 10 mg/cm?

1

1 liquide de l'extrai t
EW-Ex dans l'éther
de Pétrole (20°C)

P-MeOH(2) Méthanol 1- Extraction à - 50%; 10 mg/cm'
l'ETOAc - 25%; 5 mg/cm?
2- Partition liquide- - 6%; 1,2 mg/cm
liquide dans
CHCb/H2O

3- Partition liquide-
liquide dans
MEOH-Hexane

Extrait d'acétate 4- Concentration de
d'éthyle la phase

méthanolique
P-HX Hexane 1,2,3- Idem - 25%; 5 mg/cm-

4- Concentration de - 6%; 1,2 mg/cm
la phase hexanique

F-13 MeOH/CHCh, Fractionnement sur - 10 %: 2 mg/cm'
95/5 colonne

i F-19 MeOH/CHCI3, Fractionnement sur - 5 %: 1 mg/cm"
90/10 colonne

(2) cet extrait est aUSSI teste par EN 118
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200 g
d'amande

1

Extractions successives pdt 3 jours à
l'ETOAc (800 mL x 3) et combinaison

des différents extraits

Extraits
ETOAc

Evaporation sous vide à 20°C

Extrait ETOAc
sec

1

Partition dans CHC!} et H20

~

Phase Phase

H20 CHCh

1

Partition dans Hx et MeOH après
concentration de P-CHC!}

~

Test termicide +--- Phase Phase MeOD r--. Test d'activité termicide
Hexane (Conc. 10 ; 5 ; 1,2 mg/cm'')

1

Chromatographie sur colonne (silica gel)
élutions avec: n-Hx, CHCl 3, MeOH,

CHCb-MeOH (99/1, 95/5, 90/10 et 80/20)

30 fractions
f---+

- Concentration à 5 - 10 %
F 0-29 - screening tests

Figure 21 : Diagramme de partition liquide-liquide
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V.8.3 Obtention de fractions de P-MeOH par chromatographie préparative

La phase méthano1ique (P-MeOH, 50 % rn/m) est fractionnée sur colonne remplie de

gel de silice (Kieselgel, 0,060-0,200mm) (Figure 21). L' é1ution est faite successivement avec

200 mL respectivement de n-Hexane, CHCh, MeOH et différents mélanges CHCh/MeOH

(99/1,95/5,90/10 et 80/20) (Figure 21). Ce protocole a permis l'obtention de 30 fractions (F­

°-29). Ces dernières sont filtrées sur papier Wathman N°l (ref 1001185, diamètre 0,185

mm) et les résidus sont pesés et mis en solution à 0,2 % rn/m pour analyse. La fraction F-13

(10 % rn/m dans MeOH/CHCh, 90/10) et F-19 (5 % rn/m dans MeOH/CHCh, 90/10) ont été

testées sur termites par test de non choix. Les différents extraits obtenus par fractionnement

sont consignés dans le Tableau 10.

V.9 Caractérisation chimique des extraits

La caractérisation des extraits a porté essentiellement sur la détection d'acétogénines

par test de colorimétrie et par analyse des extraits par CCM. Les fractions plus actives sont

ensuite analysées par CLHP/SM et par RMN IH, l3C.

V.9.1 Méthode colorimétrique de détection d'acétogénines

A partir d'une étude bibliographique, un mode opératoire est établi pour analyser

qualitativement et quantitativement les acétogénines, supposées présentes dans la poudre de

graine. Cette méthode simple a été adaptée des protocoles du MPRI (1999) et de Naiyana

(2002).

V.9.2 Essai de détection d'acétogénines en solution et par spectroscopie UV

Cette méthode simple consiste en une détection colori métrique de la présence du

noyau lactonique caractéristique des acétogénines, après dérivatisation par les réactifs de

Kedde A et de Kedde B. Ces réactifs sont respectivement une solution aqueuse d'acide méta

3,5-dinitrobenzoïque (Panreac, réf. : 162836.1610, pureté 98 % à 2 % rn/v et d'une solution

de KOH méthanolique à 5,7 % rn/v). Deux gouttes des réactifs A et B sont ajoutés

successivement dans un tube à hémolyse contenant 0,5 mL de solution à 0,2 % rn/v des

différentes fractions F 0-29 issues de la chromatographie préparative. L'obtention d'une

coloration rose violacée persistante pendant 1°mn dénote selon la littérature de la présence

du noyau lactonique.

Cette analyse étant qualitative, on a essayé de la compléter par des mesures en

spectroscopie uv. Le spectrophotomètre utilisé est de type Shimadzu 1605. Le domaine de
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réponse linéaire de l' absorbance est déterminé au spectrophotomètre en fonction de la

concentration des différents extraits EW-Asdef/Ex (0,25 - 1,25 %).

V.9.3 Conditions d'analyse en CCM préparative

Dans le cas de l'analyse des lipides résiduels, la plaque utilisée est de gel de silice 60

F254. L'élution s'est effectuée avec le mélange hexane/éther diéthylique/acide acétique

(70/30/1 v/v/v). Les dépôts de 10 ou 20 ul. des différents extraits EW-Asdef/Ex et Hx-As/Ex

sont effectués. La révélation des plaques est faite par vaporisation d'un mélange d'acide

phosphorique et de sulfate de cuivre (1/1 v/v). La carbonisation de la plaque est faite en étuve

à 130 "C, pendant 10 mn. Des étalons de marque sigma sont utilisés: acides gras libres de

tournesol, monooléine, stérols, tocophérols et squalène.

Pour l'analyse des acétogénines 10 ul, des fractions issues de la chromatographie

préparative sont déposés sur une plaque de gel de silice 60 F254. L'éluant est: MeOH/CHCh,

211. La révélation est faite par vaporisation du réactif de Kedde A, puis du réactif de Kedde B,

ce qui a pour effet l'apparition de « spots » rouges violacés qui disparaissent au bout de 10 mn

comme ci-dessus décrit.

V.9.5 Microanalyse élémentaire organique (C, H, 0) de quelques extraits

La microanalyse élémentaire a été effectuée en collaboration des laboratoires

d'analyse du Cirad-US 49 Analyses et du Service Central d'Analyse (SCA) du CNRS à

Vernaison (Lyon) selon le protocole suivant. Une prise d'essai de chaque échantillon

préalablement broyé et homogénéisé (de 50 - 100 mg, selon le type d'échantillon) est pesée

dans une feuille d'étain et placée sur le passeur d'échantillon. L'échantillon solide, placé dans

une capsule d'étain, est introduit dans un four à 1050 "C traversé par un courant d'hélium. Un

apport d'oxygène provoque une montée en température (1800 "C) très brève et une

combustion totale. Les gaz de combustion subissent une oxydation complémentaire pour

transformer tous les oxydes de carbone en CO 2, et une série de piégeage pour éliminer les

poussières, les halogènes et la vapeur d'eau. Une réduction sur colonne de cuivre à 750 "C

permet de réduire les oxydes d'azote en gaz N2 avant d'être quantifiés par catharométrie

(conductimétrie thermique). Le carbone et l' hydrogène des échantillons sont respectivement

transformés en dioxyde de carbone et en eau. L'eau est quantifiée soit par coulométrie soit par

des détecteurs spécifiques infrarouge. Les teneurs respectives en C et N sont quantifiées par

chromatographie gazeuse après une calibration appropriée avec des substances de

composition connue en Cet N (EDTA, atropine).
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V.9.6 Analyse spectrale des fractions par CLHP/SM et par RMN.

Les spectres 'H et l3C RMN ont été enregistrés dans le (CD3)2S0 avec un

spectromètre de type Varian Plus 300, 300 et 75 MHz, respectivement pour IH et l3C (mode

de découplage de bande de proton pour le carbone).

L'analyse de CLHP/MS est faite avec un système chromatographique (Alliance)

comprenant un module de séparations Waters 2695 équipé d'un échantillonneur automatique

et d'un détecteur Dual Absorbance Waters 2487 lambda (Waters, Milford, mA, Etats-Unis).

La séparation est réalisée à un débit de 200 Ill/min sur une colonne de type Uptisphere 50DB

RPl8 (5 um ; 150 x 2 mm) protégée par une colonne de garde (Interchim, Montluçon,

France). L'analyse est faite à la température de 24 "C, les échantillons sont maintenus à 10°C

et un volume de 5,0 - 10,0 ul est injecté pour chaque analyse. L'élution est faite avec des

mélanges de solvants A (H20 et 0,5 % d'AcOH), B (CH 3CN et 0,5 % d'AcOH). Les

conditions d'analyse sont les suivantes: gradients linéaires de 10 à 80 % de B en 30 minutes

et de 80 à 100 % de B en 20 minutes, suivies du lavage et du reconditionnement de la

colonne. Le système de CLHP est couplé à un spectromètre de masse ESI-MS dans lequel

l'effluent du détecteur UV passe en mode splitless.

Les expériences de SM/MS sont faites avec un spectromètre de type Quattro LC™

avec une source de type Z-spralM (Waters, Milford, mA 01757). Les potentiels de source

sont à : capillaire 3,25 kilovolts (mode positif) ou 3,0 kilovolts (mode négatif), extracteur 2,0

V et RF Lens 0,1 V. La tension de cône de prélèvement a varié de 20 à 50 volts pour les

spectres de masse et la valeur spécifique de la tension de cône pour chaque expérience de

dissociation induite par collision (DIC) est choisie afin d'optimiser l'ion parent. Les filtres de

masse quadrupolaires sont placés avec la résolution LM et HM de 15,0 (unités arbitraires),

équivalente à la fenêtre de masse de 1,0 Da pour la transmission des ions de précurseur et de

produit. Les températures des sources sont à 120 et 400 "C respectivement. L'azote est

employé comme gaz de séchage et de nébulisation. L'argon à 3,5 10.3 mbar est employé

comme gaz de collision. L'acquisition et le traitement des données sont faites en utilisant le

logiciel MassLynx version 4,0. Les composés sont séparés à l'aide d'un module de séparation

Waters 2695 (Alliance). Pour l'injection directe, la solution est mise en présence de la source

avec une pompe médicale de perfusion (appareillage de Harvard, Holliston. MA) à l'aide

d'une seringue de 100 ul..
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CHAPITRE VI

Activité termicide d'extraits

des quatre graines sélectionnées

VI.l Introduction

VI.2 Description des termites utilisés

VI.3 Test de non choix (screening tests)

VIA Essai Normalisé ENl18.
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Chapitre VI

Activité tennicide d'extraits des quatre graines

sélectionnées

VI.I Introduction

Les di ffé ren ts extraits el poudres résiduelles obtenues après extraction (§ Chapitre V)

sont utilisés afin d' étudier leur activité termicide. ne première série d' essais appelés lests de

scrce ning (test de non choix) permet de sélectionner les extraits les plus intéressants. Le cas

échéant l'a ctivité de ces dern iers sera alidée par la mise en place d' un essa i norma lis é (EN

11~ - D étermi nation de l' cfficacité préventive contre Reticulitermes santonensis de F 'ytaud ­

M éthode de laboratoire). Les extraits sont obtenus avec différents solvants (hexanique, éther

de pétro le, CO2 . ~ , é t h ano l/eau , acétone/eau, chloroforme, méthanol). La performance des

extraits sera appréciée par l'essai EN 599-1 : Performa nces des produits préventifs de

préservation du bois étab lies par des essais biologiques).

Les essa is sc sont déroulés au Laboratoire de Préservation du Bois du Cirad-For êt. Depuis

1998, le laboratoire est engagé dans une démarche visant à répondre aux exigences de quaiité

et de traçabilité des tests dcfficacii é de produits de préservation des bois. Ses activi tés

reconnues conformes ù la norme ISO 17025 par le Centre Technique du Bois ct de

l' Ameublement (CTBA) dans le cadre de la marque produ it TB-P· et depuis le 1el' janvier

2006 . il est accrédité par le COFRAC pour cinq e: sais sur les matériaux bois et dérivés.

VL2 Description des termites utilisés

Figure 22 : Reticulitermes santonensis
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Les termites utilisés pour le test de non

choix ct pour l'essai EN 118 appartiennent il la

fam ille Rcticulitermes santonensis. 1Is ont été

r écolt é sur l' Ile d 'Oléron (Figure 22) et sont

conservés au laboratoire dans des bacs

d' élevage placés dans des enceintes

climatiques (27 "C - Ra % HR : humidité

relative). La olonie est régulièrement

approvisionnée en eau.
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VI.3 Test de non choix (screening test)

Cet essai consiste à mettre les termites au contact d'un support (papier cellulose ou

poudre de bois) imprégné de l'extrait à évaluer. Le test de non choix est le test de screening

utilisé. Il consiste à contraindre les termites à s'alimenter avec le support cellulose imprégné

par les extraits. Ce type de test permet sur un temps relativement court (inférieur à 30 jours)

d'obtenir des informations sur l'impact que peut avoir un extrait sur les termites étudiés.

L'activité des extraits peut se révéler sous différentes formes en fonction des effets causés:

effet toxique si l'on observe une forte mortalité des termites après contact avec

l'extrait

effet répulsif si les termites évitent tout contact avec l'extrait; non alimenté à terme

l'insecte meurt,

effet anti-appétant SI les termites gênés, se nourrissent plus ou moins du support

imprégné

De plus il présente l'avantage de nécessiter une faible quantité de matière et de termites.

Toutefois, cet essai a ses limites, car réalisé en conditions in-vitro, il ne prend pas en compte

les interactions qui existent entre l'extrait et le bois. L'activité des solutions les plus

intéressantes sera testée et validée à partir de la mise en place d'essais normalisés.

VI.3.1 Protocole

VI.3.1.1 Déroulement et suivi des tests: test sur support de cellulose

Dans des boîtes de Pétri de 9 cm de diamètre, 20 g de sable de Fontainebleau sont

imbibés de 7,5 ml d'eau. Pour chaque boîte de Pétri, 50 ouvriers sont placés avec 1 nymphe et

1 soldat (Figure 23). 3 à 5 replicats ont été utilisés en fonction de la disponibilité des termites.

La durée de l'essai correspond au nombre de jours au bout duquel l'ensemble des termites

meurt suite à l'absence de toute source d'alimentation. Plusieurs lots d'essai sont effectués:

a- Lot n? 1 (témoins diètes) : permet de déterminer la durée de l'essai: les termites sont

placés dans la boite de Pétri en absence de toute source d'alimentation. Cette dernière

correspond à la période au delà de laquelle l'ensemble des termites meurt.

b- Lot n? 2 (témoins de contrôle de virulence) : permet de déterminer la virulence des

termites. Les termites sont placés dans la boite en présence d'un support de cellulose (papier

Wattman ref 1001185) de 1 x 1 cm. Le test screening est validé si l'on observe un taux de

mortalité inférieure à 50 % à la fin de la période d'essai.
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c- Lot n03 (témoins solvant) : afin de s'assurer de la non toxicité des solvants utilisés les

solvants utilisés pour la préparation des extraits (hexane, éthanol/eau, éthanol/acétone,

chloroforme, éther de pétrole, méthanollchlorofonne) sont mis en présence des termites.

d- Lot n04 (lot d'essai) : un support de cellulose est imprégné de 20 JlL d'extrait et est séché

en chambre climatique pendant 72 h (20 "C, 65 % HR) avant d'être déposé au centre de la

boîte en présence des termites.

e- Suivi du test

Pour chaque lot étudié, nous avons réalisé 3 à 5 réplicats en fonction de la disponibilité

des termites. L'ensemble des dispositifs est placé dans une enceinte climatique (27 "C, 75 %

RH) pendant toute la durée de l'essai. Le taux de mortalité et le comportement des termites

sont enregistrés durant la période d'essai (décompte journalier du nombre de termites morts).

La Figure 23 illustre les différentes étapes de cet essai. Les courbes des cinétiques de

mortalité sont obtenues en étudiant le taux de mortalité TM en fonction des jours d'essai (§

Chapitre IX).

VI.3.1.2 Test sur poudre d'amande broyée

Le principe est le même que celui décrit précédemment, et le support de cellulose est

remplacé par la poudre extraite. La méthode d'obtention de ces poudres est présentée au

chapitre V (§ V.9). Cet essai permet d'étudier s'il existe une activité résiduelle sur ces

dernières. Par boîte de Pétri, la mg de poudre d'amande sont placés au centre puis 52 termites

(50 ouvriers, 1 nymphe et 1 soldat). Les différentes étapes du screening tests sont illustrées

sur la Figure 23 ci-dessous. Le suivi de cette série d'essai est fait de la même façon que ci­

dessus décrite.
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Figure 23 : Différentes étapes du test de non choix

V IA Essais normalisés EN 118

Les extraits qui se sont révélés efficaces par les tests de non choix, ont été étudiés

conformément à la nonne E 11 8 (Produits de préservat ion - Détermination de l'efficacit é

préventif contre Reticulitermes sant onensis de Feytaud - Méth ode de laboratoi re).

Cet essai permet de tester l' efficacité préventive d'un produit de traitement à l' égard

des termites : Reticulitetmes santonensis. En effet, il permet de juger cie la valeur du produit

de traitement étudié et de son aptit ude à protéger préventivement le buis lorsque cc dernier est

appliqué par un traitement de surface.
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Figure 24 : Bois de Pil1l1S radiata

114

VI.4. ] Support d e bois utilisé

Le bois utilisé pour les essa is EN I I~ est

Piuus ,. tdiata (Figure 24) classée parmi les espèces

peu durables (Dirol ct Dcglise, 2(0 1). L'é prouvette

possède les caractéristiques suivantes : il est d 'aubier

sain, de fil droit , sans nœud. Avant utilisation. le

bois a été stabilisé dans une enceinte climatisée (20

oc, 65 % HR).

Nous avons utilisé deux sortes d'éprouvettes,

ceci est dû au fait que la nonne a évolué, mais cela ne doit rien changer aux résultats ni ù leur

interprétation. La quantité de produit nécessaire à l'application est réduite avec le nouveau

protocole. Les deux types d'éprou vette de Pinus ru diata (pin) utilisés ont les dimensions

suivantes :

pour la première série (extraits hexaniqucs H-Az, H-As, H-Cp), elles ont les

dimensions de 100 x 40 x 10 mm

pour la deuxième série (EW-. sdef/ Ex, P-MeOH), elles ont les dimensions de 50 x 50

x 10 mm.

VI.4.2 Protocole

VI.4.2.] Extraits u til isé - ct quantité déposée

Les extraits suivant sont utilisés: j-I -As, H-Az. H-Cp. EW-Asdef.. Ex et P.. MeOH (§

Tableaux 8 et 10). Une masse de 0,400 g pour H-Az, J-f ..As. H-Cp ct de 0,\ 25 g pour EW­

Asdef/Ex ct Pe-MeOH sont appliquées respectivement (soit lamg/cm"), Les éprouvettes sont

séchées en chambre climatique (20 "C, 65 % RH) pendant une semaine .

VI.4 .2.2 Mise en place des dispositifs E 118 et suiv i des essais

Un tube en verre est fixé avec du collophane sur la face traitée de l'éprouvette puis il

est rempli au % de sable de Fontainebleau humide. 260 termites (250 ouvriers. 5 soldats. 5

nymphes) sont introduits sur le sable dans lequel on enfonce un bout de bois provenant des

ouches utilisées. Les dispositifs sont placés en chambre climatique pour une durée de huit

semaines (Figure 25). 3 répl icats par type d'extraits testés sont utilisés. Un lot d'ép rouvettes

non traitées permet de contr ôler la virulence des termites. L'essai est validé si le taux de

mortalité est in férieur à 50 % à la fin de l'ess ai et si ces éprouvettes ont subi une attaque de

niveau 4 (attaque forte).
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Les essais sont suivis de façon hebdomadaire et le sabl e est ar rosé en cas de besoin.

Les effets répulsi fs des extraits son t no tés en fonction de l'activité des term ites. Le nombre

dinsccte mort es t comp té et la formation de c rdonnets est not é éventuellement.

25-3 : Eprouvette imprégnée

d'extrait EW-Asdef/Ex

2S-c : Eprou vette s imprégnées

d'extra its hexaniques en séchage

25-h : Eprouvette imprégnée

d'extrait P-MeOli

25-d : Dispositifs d'essai ENl18

25-e : Suivi de l'essai EN 118

Figure 25: Différentes étapes dt' l'essai ENI18
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V1.4,2.3 Exploitation des r ésultats de l'essai EN 11 R : Cotation des attaques ct efficacit é

préventive sur bois

A la fin de l' essai, le taux de mortalité est déterminé. un examen visuel permet de

caracté riser la profondeur d'attaque du bois. La profondeur de l'attaque est directement reliée

à un système de cotation s 'éta lant de 0 (aucune attaque subie) à 4 (attaque forte). Le Tableau

11 décrit les dégâts observés en fonction des cotations.

La norme EN 599-) (Durabi lité des bois et des matériaux dérivés du bois ­

Performances de produits préventi fs de préservation du bois établ ie par des essa is

biologiques) prescrit les exigences minimales de performance des produits de préservation

destinés au traitement préventi f du bois massif contre les agents de dégradation. Elle spécifie

les critères que doivent atteindre les produits éva lués en foncti on de la classe d'emploi visée.

Les classes d' emploi sont Ics différentes situations en serv ice auxquelles peuvent être exposés

le bois et les produits ù base de bois. Ces classes, au nombre de cinq, sont définies dans la

norme EN 335 (Durabili té des bois ct des matériaux dérivés du bois - Définition des classes

de risque d'attaque biologique - Partie l , Généralités). Elles prennent en compte les risques

d'attaque auss i bien par les champi gnons que par les insectes. Cette étude, conceme Ics bois

tra it és par les extraits qui peuvent être utilisés en classe d 'emploi 1 (bois toujours sec), Le

risque majeur rencontré éta n t l' attaque du bois par les insectes, On considère qu 'u n produit

donné, appliqué selon un traitement de surface, est apte ù être utilisé en classe d'emploi l , si

aucune attaque de type 2 n'e st observée sur le lot des trois éprouvettes testées. On peut

admettre, au plus, une épro uvette de cotation supérieure à 2,
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Tableau 11 : Description des cotations et caractéristiques de l'attaque

Cotation Caractéristiques de l'attaque

0 Aucune attaque -

1 Tentative d'attaque Nettoyage ou effleurage superficiel de profondeur échappant
à toute mesure

2 Attaque légère Attaque superficielle «lmm) et limitée en étendue à au plus
~ de la surface exposée de l'éprouvette; ou
Forage unique de profondeur inférieure à 3mm à l'exclusion
de toute autre trace d'attaque

3 Attaque moyenne Attaque superficielle «lmm) s'étendant sur plus de Y4 de la
surface exposée de l'éprouvette; ou
Erosion (de 1 à 3mm) sur une surface inférieure ou égale au
~ de la surface exposée de l'éprouvette, ou
Forages ponctuels supérieurs à 3mm et ne s'étendant pas en
caverne et non transversants.

4 Attaque forte Erosion sur une étendue supérieure au ~ de la surface
exposée de l'éprouvette, ou
Attaque pénétrante supérieure à 3mm s'étendant en caverne
dans la masse de l'éprouvette ou ne s'étendant pas en
cavernes mais transversantes
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TROISIEME PARTIE
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Chapitre VII

Caractérisation chimique des graines

Chapitre VIn

Obtention des extraits - Essai de Caractérisation chimique

Chapitre IX

Activité termicide d'extraits des quatre graines sélectionnées
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Caractérisation chimique des graines
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VIl.2 Processus de sélection des espèces sélectionnées

VIl.3 Composition pondérale des quatre graines sélectionnées

VIlA Caractérisation chimique des différentes parties des quatre graines

sélectionnées (coque, huile, tourteau d'extraction)
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Caractérisation chimique des graines

VII.l Introduction

Le but de ce chapitre est d'apporter une contribution à la connaissance chimique de

quatre oléagineux de préférence peu étudiés et peu exploités du Bénin et qui seront ensuite

étudié au cours de la préparation de la thèse du point de vue de leurs propriétés insecticides.

Après avoir donné les critères ayant présidé au choix des quatre oléagineux sélectionnés in

fine, et collecté des échantillons sur des arbres identifiés par des botanistes, nous avons séparé

les différentes parties des graines (coque, huile, tourteau délipidé) et établi leur importance

pondérale. Ensuite, ces fractions ont été soumises à différentes analyses:

Coque: matière sèche, minérale, azotée; cellulose brute de Wende, lignine,

Huile: indices (d'iode, d'acide, de peroxyde, de saponification); teneurs en P, Ca et

Mg ; composition en acides gras, stérols et tocophérols ; stérols et tocophérols totaux,

Tourteau: matière sèche, matière minérale, matière azotée, protéines totales et acides

aminés; cellulose brute de Wende ; lignine; sucres totaux; amidon.

VII.2 Processus de sélection des espèces

Le travail a d'abord consisté à cibler une dizaine d'oléagineux du Bénin présentant un

intérêt potentiel du point de vue de leur utilisation.

Cette étude préliminaire a permis de sélectionner huit oléagineux:

Anarcadium occidentale,

Annona squamosa,

Azadirachta indica,

Blighia sapida,

Carapa procera,

Chrysobalanus orbicularis,

Jatropha curcas,

Parkia biglobosa.

VII.2.1 Synthèse des données bibliographiques et des informations de terrain sur les

espèces ciblées pour cette étude
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De nombreuses espèces oléagineuses présentent un potentiel intéressant en raison de

leur teneur en composés à intérêt nutraceutique (stérols, tocophérols, polyphénols) et en

composés à activité insecticide: tétranortriterpénoïdes, acétogénines, limonoïdes, tannins

(Jacobson, 1989).

L'observation sur le terrain et nos enquêtes ont permis d'accéder à une certaine

connaissance de ces végétaux. Lors des collectes d'échantillons, les informations données par

les accompagnateurs locaux relatives aux savoirs et savoir-faire éventuels sont complétées par

les données de la littérature (§ Tableau 12) et comparées à ces dernières (§ Chapitre II). Le

Tableau 12 comporte une cotation pour chaque critère (nombre entre parenthèses) et la

dernière ligne met en évidence le score total le plus élevé pour A. indica (16) suivi de A.

squamosa (14) ; 1. curcas (13) ; P. biglobosa (12) et C. procera (11).

VII.2.2 Critères de choix des quatre espèces sélectionnées (Figure 26)

Les critères de base ayant présidé au choix des espèces sont les suivants:

Disponibilité de la biomasse au Bénin,

Activité insecticide prouvée dans des formulations phytosanitaires ou en protection du

bois,

Volume de la littérature scientifique,

Possibilité de filière de production, de valorisation (possibilité d'organiser la collecte),

Opportunité d'innovations.

Cette liste de critères reflète bien le contexte d'application des résultats au bénéfice du

développement dans lequel s'inscrit notre démarche scientifique. Le classement par score des

quatre oléagineux est présenté sur la Figure 27 qui complète le Tableau 12.
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Tableau 12 : Synthèse des données bibliographiques sur les oléagineux ciblés pour cette étude - Classement selon différents critères

A. occidentale A.squamosa A. indica B. sapida C. procera C. orbicularis J. curcas P. biglobosa
Espèces

Critères

Famille Anarcadiaceae Annonaceae Méliaceae Sapindaceae Méliaceae Rosaceae Euphorbiaceae Mimosaceae
botanique
Disponibilité Grande Grande Très Grande Faible Faible/urbanisation Grande Grande
de la biomasse (3) (3) Grande (3) (1) (1) (3) (3)
au Bénin (4)
Activité Moyenne Très Grande Très Faible mais Grande Faible Grande Faible
insecticide mais toxicité (4) Grande toxicité (3) (1) mais toxicité (1)
prouvée (Ester de (4) (Hypoglycine (Ester de

phorbol) A et B) phorbol)
(2) (1) (3)

--

Volume de la Moyenne Moyenne Très Moyenne Faible et Faible Très Grande Moyenne
littérature (2) (2) Grande (2) vieille (1) (4) (2)
scientifique (4) (1)
Possibilité de Grande Moyenne Grande Moyenne Existante Inconnue Moyenne Très grande
filière de (3) (2) (3) (2) (cure- (0) (2) (4)
production et dent)
de valorisation (4)
Opportunités Faible Grande Faible Faible Moyenne Inconnue Faible Moyenne
d'Innovations (1) (3) (1) (1) (2) (0) (1) (2)
scientifiques
Total des (11) (14) (16) (9) (11 ) (3) (13) (12)
cotations
()- Score/critère (0): inconnue ; (1) .faible ; (2): moyen ; (3): élevé ; (4): très élevé ; § Figure 27
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26-3 : A rbre de A. squamosa
(Sikècodji)

26 -c : Arbre de C. procera au bord d'un puit

artésien (CRA-Niaouli)

26-a : Arbre de A. indica
(C RA-N iaou li)

(Parc n ér é à Zogbodomè)

Figure 26 : Les quatre espèces oléagineuses sélectionnées
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La Figure 27 montre que / 1. SqUW11 0SU ct A. il/dico semblen t avoir les potentiels

insecticides les plus élev és. cependant A. squamosa, a été moins étudiée que 11 . il/dico d' après

la littérature. Bien que le potentie l insecticide de P. biglo bosa soit très faible, cette espèce est

retenue à cause de limportancc de ses graine s dans l' alimentation au B énin ct dans la sous­

région Ouest-Africaine (§ 1ère Partie. 11-4-3). Le choix de cette espèce est donc guidé par le

souci d' apporter une contribution à la caractérisa tion complète de ses graines afin de soutenir

la primauté de P. biglobosa sur le soja importé dans la préparation du condiment « Afitin » au

Bénin.

Les études sur C. procera sont assez ancien nes (Vieux. 1970; Miralles et al., 191)3) . Le

choix de cette espèce qui possède déjà une filière artisanale de productio n n Amazonie

(Brésil) par exemple, permettrait de réactualiser et de comp léter les données de la littérature.

B. sap ida, J. curees ct 11. occidentale. malgré leur potentiel, contiennent des toxine dans

certaines parties de leur plante (graines, latex par exemple). II s'agit pour Blighia sapida

essentiellement des deux isomères (A et B) de l'hypoglycine ct pour les deux autres d'esters

de phorbol (Foidl et Eider, 1997 ; Blake ct 01.,2006) ,

Le non choix de C. orb i .ularis est lié à sa répartition dans des zones humides, sur le

plages, où l' urbanisation croissant e ne devrait pas favori 'c r la disponibilité durable de cette

e. pèce.

Finalement, les quatre espèces choisies pour débuter les travaux sont les suivante s

dans l'ordre de score/critère décroissant : A. indica (Ai) , A. squamosa (.'l s) , P. biglobosa (Ph),

C. pro cera (Cp).
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Figure 27 : Classemen t des quatre oléagineux choi sis (sc ore/critères)

VI1.3 Composition pondérale des qua tre grai nes sé lec tio nnées ( Figure 28)

zn généra l, seule ta partie d ' une plante ou d ' un fru it présentan t un intérêt avéré pour

les populations est valor isée. Les autres, par ignorance, son t négl igées.

Par exemple pour P. biglobosa, les coq ues obtenues après décorticage des graines

é ta ient uti lisées au Bénin pour end uire les murs en terre de barre ou serv ir d' appâts pour la

pêche (§ Chapitre 1). Aujo urd 'hu i, a cc l' urbanisation la plupart des co nstructions sont en

briques et les coques n ' ont plus d ' usage. Pour les au tres espèce s, aucune valorisation des

graines n ' es t connue au Bénin. La sé parat ion co n enable des d ifférentes parties com plétée par

une ca ractérisa tion chim iqu e fine pou rrait ouvrir des poss ibili tés de valorisation co mme

engrais, aliment du béta il ou matières prem ièr es indu strie lles (Figures 29 et 30 ).
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(Covè)

28-c : Graines de C. procera
(Sakété)
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28-h : Graines de A. indice
(Abnmey-Calavi )

28-d : Graines de P. biglobosa
(Zogbodontè)

Figure 28 : Les quatre graines sélectionnées

lous avons collecté [cs fruits comportant des parties très humides qui ont été séparées

en cascade au laboratoire comme le montre la Figure 29.
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Figure 29: Sé parations success ives des différentes partie s des qu atre ~rain es

sélection nées

La Figure 30 do nne les pourcentages pondéraux des différentes parties des grumes

obtenues à partir des échantillons collectés sur le ter rain. Il ressort de cette syn thèse que les

trois esp èces, à savoir A. indica, A. squamosa et C pro ccra, possèdent une teneur en huil e très

élevé , comprise entre 33 - 62 % MS-amande. ette valeur élevée par rapport aux oléagineux

cultivés au Bénin comme le coton et l' arachide (16 - 28 et 45 - 50 %MS-gra ine

respec tivement ; Kap seu et al. , 1997 et 1999), laisse esp érer la poss ibilité d' extrai re ces hui les

par pression , donc par un procédé simple sans so lvan t. La caract érisation chimique des huiles

pourrait permettre d ' orienter leur valorisation vers des débouché s a limentaires ou industriels.

Les pourcentage. de coques vari en t ent re 33 et 46 %MS-graine, lesquelles sera ient

valo risabl cs par voie énergétique par exemple , ce qui n'empêcherait pa s l'extraction préalab le

de composés utiles le cas échéant. A. indica et A. squamosa après extracti n de l' hu ile

donnent des pourcentages de tourteaux é levés (30 et 42 % MS-gra ine respectivement) la

valeur la plus élevée étant pour P. biglobosa (55 % tvlS-graine) (Figure 30). La ca ractéri sation

fine de ce tte partie de la graine pourrait permettre d ' envisager l'ut ilisation des tou rteaux dans

l'a limentation du bétail ou comme engrais.
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A. squamosa A. indica C.procera P. biglobosa

• Coques (%MS-graine)

Tourteau (%MS-graine)

Huile (%MS-graine)

Huile (%/vfS-amande)

37,0

41,8

21,2

33,7

46,0

30,2

23,7

44,0

36.0

24,6

39.4

61,5

33.0

54,5

12.5

18,7

Figure 30 : Composition pondérale des différentes parties des graines :
coque, tourteau d'extraction, huile

La Figure 3 1 qui complète la précédente montre les pourcentages des différentes

parties du fruit mûr cie A . squal11osa, espèce ur laquelle porte l'e ssentiel de la thèse.

L'épicarpe (protubérances écailleuses), constitue la majeure partie du fruit mûr (60 %l\Il S­

fruit) suivie de la pulpe, de l'amande et des coques (environ 30, la et 5 % respectivement),

On connaît d'ores et déjà des applications alimentaires au Bénin pour la pulpe (consommation

en l'ét at, fabrication de jus). Le,' autres parties à valoriser sont l' enveloppe d'écailles et la

graine.

Cette thèse concerne la caractérisat ion fine des différentes parties de la graine pour les

quatre espèces végétales choisies.

Troisième Partie : Résultats et discussions



130

60%

50%

40%

30%

20 r~/o

10%

0%

Ecaille Pupe Arnard e -coqœ

31-3 : Fr uit m ûr de A. squamosu 31 -a Com pos ition po ndérale du fr ui t mû r de A.
sauamosa (%l\'lS-fru in

Fig ure 31 : Importance pon dér ale de s différentes pa rties du fr uit mûr de A. squamosa

VII.4 Caracté risa tion chimique des diffé rentes parties des quatre graines sélectionnées

(coque, huile, tourteau délip idé)

Cette caractérisati on po rte sur les composants su ivants :

'oque : matière sèche, matière minérale. matière azotée, ce llulose bru te cie Wende,

ligni ne,

Huile : ind ices (d' iode, d ' acide, de peroxyde et de sapo nification): teneur en P, Ca et

Mg ; composition en aci des gras ; en stéro ls et tocoph érols,

Tourteau : matière sèc he ; matière minérale ; matière az otée ; pro té ines to tales ;

compos ition en acides am inés : ce llu lose bru te de Wende : ligni ne : suc res to taux : am idon.

\' 11.4.1 Caractér isation des coques des quatre graines sélectionnées

e Tableau 13 présente les résu ltats de l'analyse des coq ues . G lobalement la

stabil isa tion pos t-récolte a été suffisan te ca r les taux d ' humidité sont de l ' ordre de 10 % voire

inférieurs (norme ISO 665 : 20( 0) . Mi s il part P. biglobosa, la biom asse collectée a é té

caractérisée dan. sa tot ali té. Des investigations ult ér ieu res devront permettre de compléter la

caractérisa tion des coques de cett e es pèce.

Les coque s de A. squ amosa, A. indica et C. procera pour lesque lles la som me des

co mposants es t vo isine de 100 % on t de s te neurs en ce llu lose et lignine élevée s (6 1 - 7 1

(/"uivl S-coque et 1n,6 - 1R,6 %MS-coqu e). Les teneurs en minéraux par co ntre sont faibles (0.8

- 2,3 %). Cc con stat limite I' int ér èt des coq ues de A. squ amosa, A. indica et C. procera

co mme alimen ts du bétail et surtout comme engrais. Elles pourraien t servir com me
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combustibles urâcc aux teneurs élevées en matière organique. Cepe ndant les teneurs en

matière grasse ou tout au moins en matière extrac tible avec l'hexane qui sont de bons

combustibles ont assez faibles (1 ,2 - 4,0 %)

L'h umidité de 10,X (Yo trouvée pour P. biglobosa sera it liée aux résidus de pulpe

jaune hygroscopique restée sur les coques lors du tri manuel. Les coques de P. big lobosa sont

pauvres en libres (24,6 %) et en lignine ( II A %) mais sont relativement bien pourvues en

éléments minéraux (5,1 %). Cette valeur est proche des teneurs en minéraux des tourteaux

darachide. de coton et de soja (3 - 7 %), ce qui favoriserait leur utilisation en alimentation

des ruminants et comme engrais. mais la teneur en matière azotée (5,7 ~lcj ) est assez faible

pour une telle utilisation.

Tableau 13 : Caractérisation des coques des quatre gra ines sélectionnées

* pource ntages rapportes a la rn aticrc seche

(O;;' J\-IS, coq Ile) A. squamosa A. indica C. pro cera P. biglobosa
Humidité 6.5 6.7 9.4 10.X
Matière sèche 93.5 Sl3 ,3 90,6 H9.2
Cendres 1.3 2.3 O , ~ 5.1
Mat ière grasse 4,0 3,0 1,2 4.8
Matière azotée 8.7 3.4 3.3 5,7
Cellulose brute de Wende
(CBW) 61,0 71.0 67,7 24.6
Lignine 1i).6 16.6 18,0 lIA
Tota l de la biomasse caractérisée
(%MS-coque) 93,6/1 00.1 * %.3/ 103 .2* 91,Oll 00.4* 51.6/57.i)*

"

Le Tablea u 14 donne les éléments minéraux dans les coques des quatre graine s

sélectionnées. Globalement, les coques sont principalement constituées de cellulose et ne

constituent pas une source importante de protéines ni de matière minérale.

L'analyse détaillée des éléments minéraux montre que les proportions en N. P. K

sont intéressan tes surtout pour A. squamosu (l A ; 0,07 et 0,3 (Yo M -coque respectivement).

C pro cera contient les teneurs les plus faib les de la sér ie (0,5. 0.0 1 et 0,2 %MS-coque

respectivement). P. bigl obosa contient ( 1,0 ; 0,07 et 1,4 %MS-coque respectivement de l . P.

K). 'es valeurs sont néanmoins assez fa ibl es pour qu' on envisage une application comme

engrais. Il est à noter les teneurs relativement élevées en calcium (0.6 %), en sodium (1 48

pprn) . manganèse (254 pprn) et en fer (SS ppm) des coques de P. biglo bosa.
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Tableau 14 : Eléments minéraux des coques des quatre graines sélectionnées

(%MS-coque) A. squamosa A. indica C. procera P. biglobosa
Azote (%) 1,4 0,5 0,5 1,0
Phosphore (%) 0,07 0,04 0,01 0,07
Calcium (%) 0,2 0,3 0,1 0,62
Magnésium (%) 0,07 0,04 0,04 0,26
Potassium (%) 0,3 0,2 0,2 1,4
Sodium (ppm) 15 Il 29 148
Fer (ppm) 36 19 12 85
Cuivre (ppm) 14 8 7 9,5
Manganèse (ppm) 12 22 1 254
Zinc (ppm) 12 Il 6 61

VII.4.2 Caractérisation des huiles des quatre graines sélectionnées

VII.4.2.1. Caractérisation chimique des huiles

Il faut tout d'abord noter sur le Tableau 15 que P. biglobosa possède la teneur en huile

la plus faible de la série (18,7 %MS-amande) mais tout de même proche de la graine de coton

(16 - 28 %MS-graine). Les teneurs en huile pour A. squamosa et A. indica (33,7 et 44,0

%MS-amande, respectivement) sont comparables à celle de l'arachide (45 - 53 %MS-graine)

par exemple. L'huile de C. procera a la teneur en huile la plus élevée avec 61,5 %MS­

amande, ce qui est assez exceptionnel.

Pour ce qui est de l'acidité qui donne une bonne indication de la qualité des

échantillons collectés, elle est assez élevée pour A. indica et C. procera récoltées au sol (6,4 et

6,8 % respectivement) et peu élevée (1,3 et 2,0 %) pour A. squamosa et P. biglobosa. On peut

considérer comme « raffinables » notamment les deux dernières huiles dont l'acidité est

inférieure aux valeurs limites fixées pour la plupart des huiles marchandes brutes (soja, 6 % et

tournesol, 4 %) (Codex Stan, 1999). De plus ces deux dernières huiles pourraient être

consommées vierges si obtenues par pression, à condition de s'assurer de leur non toxicité.

Pour ce qui est de l'indice de peroxyde, autre critère de qualité des échantillons

obtenus, il est élevé pour C. procera (15,5 meq d'02 /kg huile), résultat d'un contact avec

l'oxygène de l'air suite par exemple à une attaque probable des fruits par des insectes ou des

oiseaux. Les valeurs obtenues pour les autres huiles (5,3 -9,9 meqû-/kg huile) sont inférieures

à 10 qui est la limite fixée par la norme pour les huiles végétales (Codex Stan, 1999).

Les indices de saponification sont assez élevés (161 - 188 mgKOH/g huile) et

compatibles avec une prépondérance des acides gras en C18. Ces valeurs sont légèrement
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inférieures aux indices de saponification des huiles végétales courantes au Bénin comme le

soja (189-195 mgKOH/g huile), l'arachide (187-196 mgKOH/g huile) et le coton (189 - 198

mgKOH/g huile) (Codex Stan, 1999). Ces huiles, notamment celle de C. procera (188

mgKOH/g huile), pourraient trouver une application en savonnerie. On trouve d'ailleurs au

Brésil du savon à base de C. procera.

Les indices d'iode calculés montrent le caractère moyennement insaturé et ces huiles

devraient donc être relativement stables au stockage vis-à-vis de l'oxydation. Ces indices sont

plus faibles que celui du soja (105 - 123) et du tournesol (110 - 143), mais du même ordre de

grandeur que celui des huiles d'arachide (85 - 90), de coton (100 - 105) et d'olive (75 - 94)

et de certaines huiles végétales d'origine africaine comme Coula edulis (90 - 95), Canarium

schwenfurthii (71 - 95) (Kapseu et al., 1999 ; Abaley et al., 1999).

La teneur en insaponifiable est voisine de 1 %p-huile pour A. squamosa (1,0 %p­

huile), A. indica (1,0 %p-huile) et C. procera (1,3 %p-huile) avec une valeur légèrement plus

grande pour P. biglobosa (1,8 %p-huile). L'étude de la fraction insaponifiable montre que

cette dernière, conformément à son taux élevé en insaponifiables (1,8 %p-huile), possède des

teneurs élevées en stérols et surtout en tocophérols (2.720 et 882 ppm respectivement) gage

d'une bonne résistance à l'oxydation.

La teneur en tocophérols de P. biglobosa est plus faible que celle de l 'huile de soja

brute (980 ppm), de l'ordre de grandeur de celle des huiles de germe de maïs (816 ppm) et de

palme (718 - 818 ppm). Il faut noter la teneur plus faible en tocophérols de 1'huile de C.

procera (93 ppm), comparable à celle de l'olive (110 - 183 ppm) (Kamal-Eldin, 1997 ; Yan­

Hwa, 1998; Al-Sager, 2004).

Enfin, les teneurs en phosphore sont faibles pour A. squamosa, A. indica et P.

biglobosa (14; 12 et 25 ppm respectivement), contrairement à ce qui est attendu pour des

huiles de graines extraites par solvant. La teneur extrêmement faible pour C. procera déroge

complètement à la règle avec 1 ppm seulement. Ces teneurs sont convertibles en teneurs en

PL, en faisant la supposition habituelle que l'essentiel du phosphore est sous forme d'esters

glycéridiques (où les PL présentent une charge nette [-1D. Nous pouvons définir le rapport R

qui est le rapport atomique des cations bivalents (Ca et Mg) sur les anions monovalents (P). Il

permet de prévoir la prépondérance de l'une des classes de PL (hydratable et non hydratable).

(
M M 2.)--Ca+-Mg

R= T T x2
M p
T
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masse atomique des éléments,

teneur (ppm) des éléments, des cations bivalents

Ca 2
+ et Mg 2

+ correspondent aux PL non hydratables c'est-à-dire parfaitement

liposolubles, par opposition aux PL hydratables qui traduisent une certaine instabilité au cours

du stockage en cuverie industrielle, par absorption lente d'eau atmosphérique et précipitation

pour former des « pieds de cuve» (Denise, 1982 ; Largueze, 1997).

Nous constatons que ce rapport est bien supérieur à 1 pour A. squamosa (1,5); A.

indica (1,6), P. biglobosa (2,6), ce qui montre la prépondérance des phospholipides

hydratables dans ces huiles. Par contre, comme attendu (au vu de sa teneur en phosphore), ce

rapport est inférieur à 1 pour C. procera et laisse attendre la prépondérance dans cette huile

des PL non hydratables. Al' opposé, il faut remarquer que ce rapport est particulièrement

élevé pour P. biglobosa (2,6).

Il faudrait prévoir une étape de dégommage au moins pour les trois premières huiles

en cas de raffinage. Cette instabilité au stockage est très probable pour P. biglobosa. Par

contre le risque de trouble est faible pour C. procera en raison de sa très faible teneur en PL.

Il faut néanmoins considérer que les huiles de A. squamosa et A. indica qui sont extractibles

par simple pression auraient certainement des teneurs en PL nettement plus faibles en

appliquant cette technique et le raffinage pourrait être évité sous réserve de tests appropriés.

Il faut dire aussi que ces huiles extraites par solvant pour les besoins de l'étude

possèdent déjà des teneurs en P comparables à celle d'huile de pression. La teneur

exceptionnelle en phospholipides de l'huile de P. biglobosa (0,63 %p-huile) est comparable à

celle du colza, l'une des plus riches (0,69 %p-huile) (Tran et Skiba, 2005).

Les propriétés physiques et chimiques des huiles présentées dans le Tableau 15 sont

globalement en accord avec les données bibliographiques du Chapitre II, pour les résultats qui

peuvent être comparés (Annexe 5).
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Tableau 15 : Caractéristiques chimiques des huiles

Données physiques et chimiques A. squamosa A. indica C. procera P. biglobosa
Teneur en huile (%MS-amande) 33,7 44,0 61,5 18,7
Acidité oléique (%) 1,3 6,8 6,4 2,0
Indice de saponification 161 167 188 169

(mgKOHI g huile)
Indice de peroxyde 6,9 5,3 15,5 9,9

(meq d'02 Ikg huile)
Indice d'iode calculé 92 75 69 91

(g d'iode pour 100g)
Insaponifiable (%p-huile) 1,0 1,0 1,2 1,8
Tocophérols totaux (ppm) 142 ± 4 298 ± 14 93 ± Il 882 ± 70
Stérols totaux (ppm) 1340 ± 18 1880 ± 18 2490 ± 20 2720 ± 35
Phospholipides totaux 0,35 0,30 0,04 0,63

(%p-huile)
Phosphore (ppm) 14 12 1 25
Calcium (ppm) 51 36 7 38
Magnésium (ppm) 29 25 6 45
Rapport atomique 1,5 1,6 0,6 2,6

1 divalents 1monovalents

J 1

VII.4.2.2 Analyse qualitative des huiles par CCM

Les rapports frontaux obtenus lors de l'analyse qualitative des huiles en CCM sont

présentés dans le Tableau 16 (Photographie de la plaque de CCM à l'Annexe 9). Comme

attendu, les triglycérides sont très largement majoritaires dans les huiles, ce qui corrobore leur

faible dégradation par hydrolyse notée à partir de l'acidité. Les autres taches visibles

correspondent à des classes de lipides connues sauf pour P. biglobosa. Les lipides polaires

sont présents dans les huiles de P. biglobosa et A. squamosa. Des hydrocarbures insaturés

probablement d'origine naturelle (squalène) sont détectés dans les huiles. Nous avons aussi

noté un spot particulier (Rf ~ 0,50) lors de l'élution de l'huile de P. biglobosa. L'étude

ultérieure de cette fraction devrait compléter la connaissance de la fraction insaponifiable.

Cette huile n'ayant pas montré une activité termicide intéressante (§ Chapitre IX), nous

n'avons pas poussé plus loin les investigations pour identifier cette fraction. Il n'en reste pas

moins que l'identification ultérieure de cette fraction permettrait de trouver une singularité à

cette huile qui contient rappelons-le des teneurs élevées en tocophérols (882 ppm), en stérols

(2.720 ppm) et des phospholipides (0,63 %p huile).
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Tableau 16 : Rapport frontal des différents composés par CCM des huiles

Composés Rf des étalons Huiles

Stérols 0,22 0,22

Monooléines 0, Il 0,10 et 0,14

Acides gras libres 0,30 0,29

Tocophérols 0,33 -

Diglycérides 0,40 0,40

Triglycérides 0,63 0,63 (Majoritaire)

Squalène 0,97 0,90

VII.4.2.3 Composition en acides gras des huiles

Le Tableau 17 donne la composition pondérale en acides gras et montre que les huiles

sont globalement de type oléique, mais. pour P. biglobosa, c'est l'acide linoléique C18 : 2 qui

est majoritaire avec 41,2 %p-huile. De ce point de vue, elles ne se différencient pas de la

plupart des huiles de grande consommation au Bénin et ailleurs comme arachide, coton, olive,

tournesol (Kapseu et al., 1997 et 1999 ; Grosso et al., 2000) (Annexe 3).

Tableau 17 : Composition pondérale en acides gras des huiles

(%p-huile) A. squamosa A. indica C.procera P. biglobosa

Acide palmitique C16:0 12,6 17,8 21,1 9,4
Acide palmitoléique C16:1 - 0,2 0,4 -
Acide stéarique C18:0 Il,6 17,4 8,5 15,4
Acide oléique C18:1 47,4 43,5 59,1 15,3
Acide linoléique C18:2 25,4 18,7 8,1 41,2
Acide linolénique C18:3 0,9 0,6 0,1 0,6
Acide arachidique C20:0 0,9 1,3 1,2 4,0
Acide gadoléique C20:1 0,2 0,1 0,2 0,7
Acide béhénique C22:0 0,2 0,3 - 12,6
Total (%) 99,2 99,9 98,7 99,2
Acides gras insaturés (AGPI)

(% p huile) 73,9 (26,3) 62,9 (19,3) 67,5 (8,2) 57,9 (41,8) 1

Acides gras saturés (% p huile) 26,1 27,1 22,5 42,1
Rapport AGPI / AGS 1 0,72 0,36 1
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Les acides gras insaturés sont donc majoritaires, avec la prépondérance de l'acide

oléique pour les huiles de A. squamosa, A. indica et C. procera (47,4; 43,5 ; 59,1 %p-huile

respectivement). La teneur en acide linoléique (41,2 %p-huile) pour 1'huile de P. biglobosa

est proche de celle de l'huile de coton par exemple (Annexe 3). Les pourcentages des autres

huiles sont proches d'autres oléagineux connus au Bénin (huile d'avocat, 15,5 %, pour A.

indica; Canarium schwenfurthii 28,8 %, pour A. squamosa ; karité 6,9 %, pour C. procera).

Les acides gras saturés sont essentiellement constitués d'acides palmitique et stéarique et

aucun acide gras inconnu selon Volker (1999), n'a été noté dans les chromatogrammes

(Annexe 10).

Le rapport (AGPI / AGS) des pourcentages des acides gras polyinsaturés (AGPI) sur

les acides gras saturés (AGS) est d'environ 1 pour A. squamosa et P. biglobosa, et inférieur à

1 (0,72 et 0,36 respectivement pour A. indica et C. procera). Ces valeurs sont assez faibles car

elles doivent être comprises entre 1,25 et 1,50 pour que les huiles aient une valeur du point de

vue médicale (Denise, 1982). Sur la base de leur composition en acides gras, toutes ces huiles

pourraient offrir des possibilités de valorisation comme biocarburant (Ragauskas et al., 2006).

Cette composition en acides gras des huiles correspond aux valeurs de la littérature (§

Chapitre II). 11 faut toutefois remarquer que C. procera y est montré nettement moins riche en

C18 :1 (37 - 49 %p-huile, comparé à 59 % pour notre échantillon) et en C18 :2 (14 - 25 %p­

huile comparé à 8 % pour notre échantillon). Pour P. biglobosa, notre résultat est bien

inférieur à celui de Akintayo (2004) qui a obtenu 27 %p-huile, alors que cet auteur ne

mentionne pas la présence du C22:0 pour lequel nous avons trouvé 12 %p-huile. Ces

différences se reflètent ensuite dans les valeurs des indices de saponification et d'iode déjà

mentionnées.

VIIA.2A Etude de la fraction stérolique des huiles

Le Tableau 18 et la Figure 32 donnent la composition en stérols individuels et

rappellent les teneurs en stérols totaux des huiles analysées.

Les huiles de P. biglobosa et C. procera sont bien pourvues en stérols avec un total de

l'ordre de 272 et 249 mg/lOOg respectivement (Tableau 18). Ces valeurs sont proches de

celles connues dans la littérature pour l'huile de coton (292-308 mg/l OOg) (Philips et al.,

2002 ; Cercaci et al, 2003). A. indica et A. squamosa présentent une teneur en stérols totaux

(188 et 136 mg/lOOg, respectivement) plus faible que celle des deux huiles précédentes. Ces
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huiles, notamm ent cel le de A. indica, ont une teneur proche de celle de l' huile d'arachide

(147 - 171 mg/lOOg).

Le 0-sitostéro l es t toujours prépondérant (54 - 78 %p-huile) suivi du stigmast érol ( 11

- 29 %p-huilc) et du camp estéro l (5 - 18 %p-hui le) sauf pour A. squamosa pour laquelle

l' ordre des deux derniers est inversé (Tabl eau 18). Pour ces stérols, les résultats de P.

biglo bosa ne contredisent pas les données de la littérature (§ Chapitre II) mais Akintayo

(2004) a trouvé aussi 12 % p-huile de 5-avénastérol alors que ce derni er n'e st présent qu' à

hauteur de 0,3 %p-huile dans notre échantillon. Nous n' avons pas trouv é de mention au sujet

de la fraction stérolique des autres hu iles dans la littérature. L' huile de C. procera présente

quant à clic, une faible proportion de stéro ls (chromatogramme à l' Annexe 11 ) qui n ' ont pu

être ident ifiés par notre méthode (8 %p-hui le). Elle comporte aussi la plus grande variété de

stérols de la série avec notamment le l\ 5-avénastérol (4,8 %p-huile) et le l\ 5-24

stigmastadi énol (1 % p-huile).

T ablea u 18 : Composition de la fra ction stérolique des hu iles

(% p-huile) A. squumosa A. indica C. procera P. biglobosa
Campesté rol 17,8 ± 1.8 5.5 ± lA 5.7 ± 1.9 15,4 ± 2.0
Stiamastérol 12,5 ± 0,5 1 LI ± 0,3 19,3 ± 5,7 n .7± 1.0
[i -Sitost érol 6X,7 ± 1.9 77.7 ± 0,9 6 1.2 ± 0,9 54.0 ± 1,3
l\ 5-Avénastérol 0.5 J: 0.5 0,9 ± 0.1 4.8 ± 1,6 OA ± 0,1
l\ 5-24 Stigmastad iénol - 0.7 ± OA 1.0 ± 4,4 0.9 :1:0.2
l\ 7-Stigmastérol 0.2 ± 0,0 - - 0.3 ± 0.1
l\ 7-Av énast érol 0.3 ± 0,0 4,0 ± 0,2 - 0,3 ± 0.1
Total 100 99,1 92,0 100
Stérols totaux (mg/1OOg hui le) 136 ± 8 188 ± 8 249 ± 15 272 ± 1
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VI1.4.2.5 Etude de la fraction tocophérolique des huiles

Les coe fficients cie régression des courbes d'étalonnage des standards de tocophérols

son t très proches de 1. ce qui est donc satisfaisant pour cette méthode de dosage par CLHP

avec étalon externe (Annexe 12). Il en est de même pour les écart-types en généra l três

inférieur à 10 (Ycl (Tableau 19).

Le Tableau 19 et la Figure 33 présentent la compositio n de la fraction

tocoph érolique et les teneurs en tocoph érols des huiles. Celle fraction est essentiellement

constituée de a, y, 6- tocoph érols, avec la prépondérance du y- tocophérol dans les huiles de

lI_ squamosa ct A. indicu (73.5 ct 67,3 % des tocoph érols totaux respectivement) qui

présentent des profils compara bles et des teneurs en tocophérols plutôt moyennes avec 143 et

298 ppm respectivement (Annexe 13). L'huile de P. bigloboso est caractérisée par sa

concentration très élevée cn tocoph érols totaux (882 ppm) avec la prépondérance en u­

tocoph érol (6 19 ppm) contrairement aux deux huiles précédentes. 'eue teneur exceptionnelle

qui la rapproche des huiles de palme et de oja (Appelquist, 1997 ; Yan-Hwa, 1998 ; A1­

Sager , 2004) doit lui conférer une bonne protection vis-fi-vis de l' oxydation.

A l'opposé, l' huile de C. pro cera possède la plus faible teneur en tocoph érols totaux

(92 ppm) soit environ le dixième de celle de l'hu ile de P. higlobosa . Elle contient 39 (~Ir IP ­

huile de o-lOcophérol de la fraction, soit 35,8 ppm ce qui la singularise dans la sér ie. Cette
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huile ne paraît pas bien protégée contre l' oxydation et des précautions part icul ières seraient à

prendre pour son stockage. Evidemment, en cas d ' exploitation, il conviend rait de tester les

stabilités oxydati ves de ces hui les pour des échantillons obtenus selon le procédé appliqué

(pression, hcxane, CO2 SC).

L R
a - locop héro l (m g / l OOghuile)

e rapport = ~

%AGPI

Où,

(Eq uation 25)

AGP I pourcentage c1 ' acides gras polyinsatu rés

Ce rappo rt est inférieur ù 0,6 pour toutes les huil es sauf celle de P. bigl obosa où

comme attendu sur la base de sa composit ion en acides gras, ce rapport est ne ttement

supérieure à l (1,4X). Il est en effet nécessaire de respecter un certain équilibre entre AG PI et

vitam ine E (Denise, 1982). Selon certains scientifiques, ce rapport doit être éga l ou supérieur

à 0,6 pour que l'huile ait une valeur médicale. Seule 1'huile de P. biglo bosa serait

intéressante de ce point de vue.

T a bleau 19 : Co m position de la fr action tocoph éroliq ue des huiles

(IYo/T ocophérols tota ux) A. sq uamosa A. indica C. procera P. biglobosa

A-tocophérol (%) 26,5 ± 0,4 30,8 ± 0,0 32,5 ± 2.0 70,2 ± 0.9
B-tocophérol (% ) - - 16,7 ± l ,'> -

F-tocophérol (% ) 73.5 ± 0,3 67,3 ± 0,3 12,2 ± 2,0 29.8 ± 0.9
A-tocoph érol (%) - 9,6 ± 0.3 38,9 ~ 5.3 -

Tocoph érols totaux (ppm) 143 ± 4 29g ± 14 92 ± 1.7 882 ± 70

R=
a r-tocoph érol (mg 11 00 ghuile)

% AGPl 0,14 0,48 0.36 1,4g
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Ces huiles sont essentiellement constituées de triglycérides composés d'ac ides gras

courants, L'huile de P. big lobosa , aractériséc par un indice d'iode peu élevé, une acidité

fa ible ct une teneur élevée en stérols ct surtout en tocoph érols pourrait être utilisée en

alimentation. Les autres huiles pourraient être utilisées en savonnerie ou comme biocarburant.

V11.4.3 C ar ac té r isa tion des tour teaux d 'extraction des quatre graines sélectlonn écs

VII A.3.1 Co mposition chimique

Le Tableau 20 donne les résultats de la caractérisation chimique de tourteaux

J 'extract ion. Avec un total des composés analysés de 89,8 1,95 ct 92 %MS-tourteau

respectivement pour A. squamosa, A. indi ce, C. pro cera et P. biglobosa . On peut considérer

que le taux cie caractérisation est globalement satisfaisant. Les taux d'hum idité sont tous

infé rieurs à 9 % ce qui devrait permettre le stockage.

D' une façon générale, nous constatons sur ce tableau que la matière azotée ct les

protéine ' constituent le composant principal des quatre tourteaux (25 - 49 et 20 - 3 1 %MS­

tourteau) alors que les proportions des autres composants sont variables. Les proportions de

protéines totales des tourteaux de A. indica ct P. biglobosa (31 lYoMS-tourteau) sont

comparables aux données de la littérature (36,8 %MS-tourteau) concernant les graines de

Balanites acgyptiaca (Cook et al. , 1998) ; et le tourteau d arachide (26 - 42 % fS) ct de coton

(28 - 50) présentées à l' Annexe 14. es valeurs sont plus fa ible s que celle du tourteau de oja

(l 6 _. 53 %MS-tourteau) (Lusa ct Hernandcz, 19( 7), et plus élevées que celles des tourteaux
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de colza et de tournesol (20 - 25 %MS). Les teneurs en protéines des tourteaux de A.

squamosa et C. procera (25,5 et 20,2 %MS-tourteau respectivement) sont les plus basses de la

série et se rapprochent de celles du colza et du tournesol.

Si l'on considère chaque tourteau individuellement, A. squamosa présente quant à lui,

la plus forte teneur en cellulose brute (28,3 %MS-tourteau) et en lignine (7,2 %MS-tourteau).

La matière azotée est relativement faible (28,6 %MS-tourteau) ce qui limiterait son utilisation

comme aliment du bétail. A. indica contient une forte teneur en matière azotée (49,2 %MS­

tourteau), une proportion moyenne de matière minérale (5,3 %MS-tourteau) et une faible

proportion de cellulose (4,1 %MS-tourteau), mais surtout de lignine (1,9 %MS-tourteau), ce

qui destinerait ce tourteau à une utilisation potentielle comme aliment du bétail si l'on

parvient à extraire les principes amérisant à l'éthanol par exemple (Rao, 1987). Cette

opération présenterait aussi l'avantage d'abaisser la teneur en matière grasse (6,4 %MS­

tourteau), ce qui serait préférable pour le bétail.

Pour le tourteau de C. procera, la teneur en matière minérale est assez élevée (8,3

%MS-tourteau), cette valeur est supérieure à celles des tourteaux d'arachide, de coton, et de

soja (3 - 7 %MS-tourteau) présentée à l'Annexe 14 utiles dans les aliments et les engrais. La

teneur en matière grasse résiduelle est assez élevée dans le tourteau de C. procera (19,2

%MS-tourteau) par rapport aux données sur le tourteau d'arachide, de coton et de soja (0,6 ­

5 %MS-tourteau) (Annexe 14). Le tourteau de C. procera peut donc servir comme source

énergétique pour certains animaux à condition qu'il ne soit pas sujet au rancissement. Cette

valeur exceptionnelle pourrait s'expliquer par une proportion élevée en lipides polaires et/ou

par une position particulière de ces lipides dans la matrice végétale. Cette observation est à

rapprocher de la teneur exceptionnellement basse de 1'huile en phosphore trouvée

précédemment (1 ppm seulement). Il est probable que les lipides polaires, les phospholipides

notamment ne soient pas extractibles avec 1'hexane et nécessitent impérativement une attaque

acide préalable qui permet de détruire les parois cellulaires). De plus les teneurs en cellulose

brute et lignine assez faibles (12,1 et 7,7 %MS-tourteau) font du tourteau de C. procera un

composant intéressant pour les animaux, hors polygastriques.

La situation est un plus favorable pour P. biglobosa dans ces deux domaines

d'applications (engrais et aliment des animaux). On sait déjà que les graines de P. biglobosa

servent dans l'alimentation humaine au Bénin et en Afrique de l'Ouest et ces analyses

confirment sa valeur nutritionnnelle. En effet, sa teneur en matière azotée (33,5 %MS­

tourteau) et en protéines (31 %MS-tourteau) élevée, en revanche ses teneurs en cellulose brute
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(13,0 %MS-tourteau) et en lignine (7,0 %MS-tourteau) sont assez faibles mais une teneur en

amidon et en sucres assez importante (13,6 et 8,5 %MS-tourteau).

Les données du Tableau 20 sont comparables aux données de la littérature présentées à

l'Annexe 14. On remarque néanmoins une teneur plus élevée en fibres (8 - 26 %MS-tourteau)

soit au moins le double par rapport à notre résultat. 1nversément, la teneur en matière grasse

n'est pas aussi singulièrement élevée que dans notre échantillon, alors que c'est l'inverse pour

la teneur en fibres. Pour P. biglobosa, la teneur en cendre est nettement inférieure à notre

résultat (1,2 et 5,7 %MS-tourteau respectivement).

Tableau 20 : Caractérisation des tourteaux d'extraction

~-

(%MS-tourteau) A. squamosa A. indica C. procera P. biglobosa
Humidité 6,7 4,6 7,6 8,6
Matière sèche 93,3 95,4 92,4 91,4
Cendre 3,2 5,3 8,3 5,7
Matière grasse 8,2 6,4 19,2 2,8
Matière azotée/protéines totales 28,6/25,5 49,2/31,5 25/20,2 33,5/31,1
Amidon 1,7 1,1 2,9 13,6
Sucre 5,9 9,6 12,4 8,5
Cellulose Brute (CBW) 28,3 4,1 12,1 13,0
Lignine 7,2 1,9 7,7 7,0
Total de la biomasse caractérisée 89 81 95 92

VII.4.3.2 Composition de la fraction minérale des tourteaux d'extraction

Le Tableau 21 montre la teneur en éléments minéraux des tourteaux d'extraction. Les

teneurs relativement élevées en N, P, K pour le tourteau de A. squamosa (4,7 ; 0,5 et 0,3

%MS-tourteau) pourraient favoriser son utilisation dans des formulations d'engrais.

Les teneurs assez élevées en N, P, K pour A. indica (8,1 ; 0,8 ; 0,3 % MS-tourteau)

permettraient son utilisation comme engrais. Son tourteau est pauvre en sodium (202 ppm)

Le tourteau de C. procera est pauvre en différents éléments minéraux, mais

exceptionnellement pourvu en sodium (1.574 ppm).

Le tourteau de P. biglobosa, avec 0,6 et 0,4 % MS-tourteau respectivement en Ca et en

Mg et 135 et 117 ppm, respectivement en Fe et Mn confirment l'intérêt nutritionnel du

condiment « Afitin », préparation dérivée de ses graines au Bénin et en Afrique de l'Ouest.
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Tableau 21 : Eléments minéraux dans les tourteaux d'extraction

(/MS-tourteau) A. squamosa A. indica C. procera P. biglobosa
Azote (%) 4,7 8,1 4 5,4
Phosphore (%) 0,5 0,8 0,7 0,4 1

Calcium (%) 0,3 0,3 0,2 0,6
Magnésium (%) 0,3 0,5 0,5 0,4
Potassium (%) 0,9 2,6 3,6 1,5
Sodium (ppm) 104 202 1574 76
Fer (ppm) 75 107 97 135
Manganèse (ppm) 25 31 16 117
Cuivre (ppm) Il 33 25 32 16
Zinc (ppm) 56 56 41 48

VII.4.3.3 Composition des acides aminés des tourteaux d'extraction

Le Tableau 22 donne la composition en acides aminés des tourteaux d'extraction. Les

teneurs en acides aminés essentiels pour les humains (isoleucine, leucine, lysine, méthionine,

phénylalaline, thréonine, tryptophane, valine), sont dans la gamme de 1,6 - 2,7 %MS-tourteau

pour la leucine. Les teneurs pour les autres acides aminés essentiels sont dans la gamme de (1

- 1,6 % MS-tourteau). Cependant les teneurs en méthionine sont faibles (0,3 - 0,4 % MS­

tourteau). Il faut remarquer la teneur exceptionnellement élevée dans la série pour la lysine en

ce qui concerne P. biglobosa (2,4 % MS-tourteau), les autres espèces ayant respectivement

1,2; 1,2 et 0,9 % MS-tourteau pour A. squamosa, A. indica et C. procera, ainsi que 2,3 %

MS-tourteau de leucine et 2,4 % MS-tourteau pour A. indica.

La composition en acides aminés de A. indica et P. biglobosa est comparable à celle de soja

présentée à l'Annexe 15 (Lusas et Hernandez, 1997). Ces données confirment la valeur

nutritionnelle des graines de P. biglobosa et de l'utilité de celles de A. indica dans

l'alimentation du bétail si l'on parvient à isoler les principes amérisants.
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Tableau 22 : Composition en acides aminés des tourteau d'extraction

(%MS-tourteau) A. squamosa A. indica C. procera P. biglobosa
Arginine 3,1 2,7 2,0 2,1
Histidine 0,4 0,5 0,5 0,8
Isoleucine* 1,0 1,2 0,7 1,6
Leucine* 2,3 2,4 1,6 2,7
Lysine* 1,2 1,2 0,9 2,4
Méthionine* 0,3 0,4 0,2 0,3
Phénylalanine* 1,1 1,4 1 1,8
Thréonine* 0,9 1,0 0,8 1,0
Valine* 1,2 1,8 0,9 1,6
Alanine 1,6 1,6 1,1 1,8
Acide aspartique 2,5 2,7 2,0 3,3
Acide glutamique 4,5 8,6 4,7 5,7
Glycine 1,7 1,4 1,1 1,7
Serine 1,2 1,4 1,1 1,4
Tyrosine 0,9 0,7 0,6 1,4
Cystéine 0,1 0,1 0,2 0,2
Proline 1,7 1,6 1,9 1,6

* en gras les acides aminés essentiels détectés

VII.S Conclusion

Ce chapitre a permis de caractériser la biomasse issue des grames des quatre

oléagineux sélectionnés au tout début de ce travail, plus précisément les coques, les huiles et

les tourteaux d'extraction. Les analyses ont permis d'identifier (sauf pour P. biglobosa) au

moins 90 % de la graine du point de vue pondéral, soit par grande classe de composants

(lipides, protéines, glucides et lignocelluloses) soit de façon plus détaillée pour certaines

classes présentant un intérêt particulier en termes de débouchés (acides aminés, lipides) mais

aussi du point de vue du procédé de fractionnement de la biomasse et d'extraction des

composés insecticides domaine sur lequel porte les deux chapitres suivants (§ Chapitres VIII

et IX). La caractérisation devra être poursuivie pour P. biglobosa.

Cette étude a permis d'accéder à des données non disponibles dans la littérature pour

A. squamosa et de réactualiser celles concernant C. procera. Nous avons pu compléter celles

concernant P. biglobosa concernant les stérols et les tocophérols de la fraction insaponifiable.
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Les huiles qui représentent une fraction pondérale importante de la grame, mais

surtout de l'amande après séparation de la coque, pourraient être extraites par simple pression,

sans solvant, ce qui présente un avantage pour une exploitation artisanale en termes de

simplicité de mise en œuvre mais aussi de sécurité et de qualité du produit et d'impact

environnemental. Ces huiles sont d'une composition courante quoique l'une d'entre elles, en

l'occurence P. biglobosa, soit particulièrement riche en composés d'intérêt diététique (acide

linoléique, phytostérols, tocophérols) ou tout simplement pour garantir sa stabilité au stockage

ou en friture. D'une façon générale leur caractère faiblement insaturé et le faible pourcentage

de C18 :3 « 1 %p-huile) les destinerait à un tel usage. C. procera serait une source de C18 :1

intéressante pour la chimie (59 %p-huile) ; une variété de tournesol dite « oléique» a par

exemple été crée dans ce même but.

Une mention particulière doit être faite au sujet de P. biglobosa dont la graine est

utilisée pour la fabrication du condiment « afitin », très prisé au Bénin et dans la sous-région

ouest-africaine. Nous avons en effet confirmé sa richesse en composants d'intérêt diététique

(stérols, tocols, acides aminés essentiels, oligoéléments) qui donne raison aux savoir-faire et

traditions ancestraux. Pour les autres huiles et tourteaux d'extraction sélectionnés sur la base

de la présence d'insecticides naturels, il conviendrait de s'assurer de leur parfaite adaptation à

un usage alimentaire. On peut déjà anticiper que l'étape d'extraction des insecticides devrait

aussi retirer de l'huile et du tourteau des composés indésirables, tels les principes amérisants

de A. indica (nimbine). Les tourteaux seraient utiles pour l'apport de protéines et d'autres

composants, suivant le cas, pour la formulation d'aliments pour animaux.

La troisième fraction de la biomasse, les coques, pourrait déjà trouver, par défaut, une

utilisation comme combustible, notamment comme substitut de bois de feu, mais il faut

mentionner que l'exploitation de son intérêt comme source de composés extractibles n'a pas

été menée dans le cadre de cette thèse.
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Chapitre VIII

Obtention des extraits
Essai de caractérisation chimique

VIII.l Introduction

VIII.2 Obtention des extraits

VIII.3 Essai de caractérisation des extraits

VIllA Caractérisation chimique des fractions de chromatographie

(CLHP/SM et RNIN)
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Chapitre VIII

Obtention des extraits

chimique

VIII.t Introduction

Essai de caractérisation

Dans le but de tester l'activité insecticide, des extraits ont été préparés dans des

conditions compatibles avec une application à plus grande échelle, à savoir avec l'hexane, le

binaire éthanol/eau en différentes proportions et le CO2 SC avec ou sans co-solvant (éthanol).

Une panne survenue sur le pilote de CO2 SC n'a pas permis d'approfondir l'étude et d'obtenir

des extraits dans les conditions requises afin de les tester sur termites. Dans l'optique d'un

procédé à faible impact environnemental, la piste éthanol/eau a été privilégiée (éthanol/eau).

Nous avons évalué l'influence de la polarité du solvant sur l'activité des extraits, ce qui a

permis de caractériser les points d'équilibre et les transferts d'extractibles entre phase liquide

et phase solide, et de proposer les conditions d'extraction. Afin de cerner la nature des

composés susceptibles de participer à l'activité termicide, des essais de purification ont été

nécessaires faisant intervenir la partition liquide-liquide et la chromatographie préparative.

Les fractions supposées enrichies sur la base des tests d'activité sont alors soumises à diverses

analyses qualitatives afin de caractériser les extraits de A. squamosa.

Des extraits d'amande de A. squamosa ont été analysés par CCM pour déceler la

présence de lipides et d' acétogénines, via une dérivatisation pour ces dernières; un essai de

détection des acétogénines par spectroscopie UV dans les extraits a aussi été effectué.

La complexité de l'analyse des composés mineurs à activité termicide a été contournée

via l'analyse élémentaire (C, H, N, 0) des extraits les plus actifs afin de les comparer aux

pourcentages calculés pour certaines acétogénines de la littérature. Enfin la démarche vers

l'identification de certains composés termicides dans les extraits a été poursuivie par couplage

CLHP/SM et par RMN en collaboration avec l'INRA (Unité de Phytopharmacie et

Médiateurs Chimiques).
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V III.2 Ob tention des extrai ts

Les extraits sont obtenus par trois méthodes di ffé rentes :

extraction en Soxlhct à 69 oc avec de lhcxane,

extraction en contacteur ferm éagité à la température de 20 "C avec différents solvants.

Partition liquide-liquide d'extraits suivie du fractionn ement sur colonne de silice.

Plusieurs so lvan ts ont été tes tés pour A. squamosa, couvrant une large gamme de

polar ité depuis l'h exane jusqu 'à l'cau, incluant diffé rents binaires hydroét hanoliqucs et

hyd roa cétoniq ues.

Les protocoles sont décrits en Partie Matériels ct Méthodes (§ Chapitre V), eL les résultats

présentés dans ce chapitre sont la moyenne cie trois essais pour chaque protocole, ce qui a

permis d'accéder à l' écart-type et de pouvoir discuter les résultats sur cette base.

VIII .2. 1 Ob tention d'ex trai ts hexa niq ues

Les huiles sont obtenues avec l' hexane de deux façons:

par la méthode normalis ée en Soxlhet pour obtenir les huiles,

par extraction en contacteur fermé à 20 "C pour obten ir I'exrrait hexaniquc sans risquer de

dégrader les composés thermosensibles.

VII1.2. 1.1 Obtention des huiles en So xlhet

Il nous a paru utile de déterminer le taux d 'e xtraction après la durée recommandée par

la nonne, et ensuite de réaliser quatre étapes ucccssives d 'extraction de 24 h chacune, ce qui

permet la récupération totale et rapide des extractib les avec lhcxanc comme attendu (1-igure

34). On constate cl one que la deuxième étape de 24 h permet de récupérer une quantité qui

représente seulement 1 % de l' extrait pr éc édent. Le Tableau 23 donne le rendement final

présenté au Chapitre VU aux erreurs dcxp érience près. Sans préjuger de l' activité terrnicide,

il faut constater que les rendements ne sont pas équivalents puisqu'i ls varient du simple au

triple entre P. biglobosa et A. indica.
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Figure 34 : Rendemen t d'extraction d 'am ande de A. squamosa cn Soxlhet

Tableau 23 : Rendemen t en extraits hcxaniques pour les q ua tre graines sélectionnées

(Soxlhct ct batch)

Esp èces (amande) Code dl' Humidité dl' Taille des Rendement en
l'extra it l'amande Particules extrait Observations

( 0;',) (mm) ('v"l\IS- amande)
A, squamosa (.-1.\) H - As 7,0 O,X- 1 <JO,1 :0: o,n Huile

Jaune orangé
A. il/dieu (Ai) Il - Ai 9.0 n.x - 1 44,0 Huile

Brun verdâtre
C.procera {Cp} H - C p 5.0 O.X- 1 61.5 Iluile

Jaune clair
P. biglobosa {Pb } Il - Pb 9.1 0,8 - 1 PU Huile vi squeuse

Orange

VIII .2.1.2 Obten tion d'extra it hexan iques de A. squamosa à 2U oC

La d élipidation « à froid » est préférable afin de ne pas risquer de dégrad er les

composés acti fs. Sur la Figure 35 est présenté e l' extraction pour A . squamosa en « batch »

avec l'bcxanc , L'écart -type est supérieur il celui trouvé pour " extraction en Soxlhet. On

remarque que si 1' 0 11 obtient la major ité des extract ibles dès la prem ière étape, la quant ité de

lipides obtenue à la deuxième et troisième ext ract ion, nest pas négligeable puisquelle

repr ésente environ le quart du premier extrai t. Il faut donc que la d élipidation « il froid» sc

fasse en trois étapes pour être complète. Le rendement (42 'Yo MS-amandc) est légèrement

supéri eur selon cc protocol e par comparaiso n à lextraction en Soxlhet (40 %MS-amande).
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Figure 35 : Rendement d' extract ion d ' a ma nd e de A. squantosa par étape avec
I' hexane à 20 oC

V1I1.2.2 Obten tio n d ' extrai ts hydroac étoniq ues (S0/20 v/v)

Le Tableau 24 présente les rendements en extraits des amandes de A. squ amosa, A.

indice , C. pro cera. P. biglobosa n'a pas été incluse à cette série, les premiers tests d' activité

tcrmicide n'ayant pas été encourageants (§ chapitre IX). Après trois extractions successives,

le rendement le plus élevé est observé pour C. procera ( 17,0 %MS-amande) mais il reste

éloigné de la teneur en huile de cette espèce trouvée au Chapitre VII (61,5 % MS-amande).

Ceci pourrait jus tifier l'activité termicide faible observée pour cet extrait (s chapitre IX). En

ce qui concerne A. squamosa et A. indica les rendemen ts sont sensiblement les mêmes (8,5 et

8.3 %MS-amande respectivement) et bien inférieurs au rendement en extrait hexanique (40 ­

44 %MS-amande). Du point de vue du rendement, nous pouvons en déduire que l' acétone

pourrait convenir pour l' extraction de composés insect icides d 'am ande de C. pro cera.

Tableau 24 : Rendement en ext rait hydroacétonique d'a mand es de As, Ai, Cp

Espèces (amande) Code de Hu midité Taille des Rendement en Observatiuns
J'extrait de ramande Particules ex trai t

('Y" ) (mm) (%.M S-a m:l nde)
A. squamosa (45) AW-As/Ex 7,0 U,tÎ - 1 l:l ,5 liquide jaune

clair
A. indice ( ,Ii) AW - Ai/Ex 9,0 0.8 - 1 8.3 idem

_ .
C proCl'rlI (Cp) AW - C p/E x ) ,0 0,8 - 1 17,0 idem
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VII 1.2.3 Obtention d ' extraits hydroéthanoliqus

La bibliograp hie relative à J'extraction des composé: insecticides à partir d'A .

squamosa ne fournissant pas dinformations précises, nous avons donc étudié liu flucnce de

certains paramètres sur le rendement dcxtrait : composition du binaire hydro éthanolique.

rendement pondéral de l' extraction. influence de la granulométrie de la poudre d'a mandes .

Par contre la température il été maintenue constante, les essais prélimin aires ayant montré une

moindre activité terrnicide pour l'extrait obtenu à 69 "C par comparaison à 20 oc.

VIII.2.3.1 Obtention d'extraits hydroéthanoliques S0/20, v/v

Le Tableau 25 présente les rendements en extraits hydroéthanoliqucs après trois

étapes. A. indica a donné le meil leur taux (25,0 %fVl S-amande) par rapport aux deux autres. à

savo ir: A. squamosa (12,1 %fVl S-amand e) et C. procera ( 1 ,6 %MS-amande). On verra au

chapitre IX que ce taux élevé observé pour A. indica n' a pas pour autant favorisé son act ivité

tcrrnicidc. Ces valeurs sont plus grande que celles obtenues avec le binaire acétone/cau RO/20

au paragraphe précédent pour A. squamosa et A . indica, par contre c'es t l'inverse pour C.

pr ocera , ce qui montre la s électivit édifférente de cc mélange.

Tableau 25 : Rendement en extrait hydrn éthanolique d'amande de As, Ai, Cp

Espèces (amande) Code de Humidit é dl' T aill e des Rendement en Observations
l'extrait l'amande Particules ex tr ait

( '%) (mm) ( 'X'/\ lS -a ma nde)
A. squamosa (As) EW - As/Ex 7.ll O.X - 1 12.1 liquide jaune

clair

A. indien (Ai) EW - Ai/Ex 9.0 O .~ - 1 25,0 idem

C.proceru (Cp) EW- C p/ Ex 5,0 O.x - 1 13,6 idem

VIII.2.3.2 Etude de s condition. d'cxtraction en milieu hydroéthanoliquc pour A.

squamosa

Cette ét ude a été réalisée après plusieurs séries de tests ur termites ayan t conduit au choix de

A. Sq/l(//110 S0 pour la suite. Le ' paramètres expérimentaux influents ont donc été étudiés avec

A. squamosa seulement et pour le milieu hydro éthanoliquc. cc dernier paraissant préférable à

l' acétone (facilit é d'obtention par fermentation de biomasse, faible toxicité pour les

opéra teurs d 'un atelier de production, connotation moins « chimiquc » que l'acétone auprès
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des consommateurs) . Le tourteau d élipid é avec I' hcxane a été cho isi comme substrat dans le

but d 'év iter la dilution des composés actifs par les lipides non polaires . Le temp s de cont act

pour chaque étape a été réduit à 24 h, par rapport à 72 h au paragraphe précédent, afin de

facilit er les expér imentations ; toutefois il a été maintenu suffisamment long pour espérer

atteindre l'équilibre entre les pha ses.

On peut remarquer à la Figure 36 que les écarts-typ es obtenus pour les extraits avec

Ew -Asdcf/E x 20mO (Extrait Ethanol/Eau 20/80 avec A. squamosa d élipid é (def pour

defatted) et 0/10 0 sont les plus élevés . Cec i peut s ' expliquer par le fait que plus la

composition du solvant est riche en eau, plus le mélan ge [solvant + poudre] es t « pâteux » ct

c phénomène d'agrégation empêche probablement une extraction effic ace par la limitation

diffusionnellc qui en résulte. On verra plus 10111 que cette agrégation de la po udre, aléatoire

d 'un essai à l'aut re dans le cas de l' cau pure, doit part iciper à la plus grande variabilité des

résu ltats avec ce solvan t.

Les séries avec l'éthanol pur et avec les binaire s éthano l/cau 50/50, 20/80 et 011 00

montrent que la quantité d'extrait obtenue diminue d' une étape à la suivante et cc de façon

pratiquement linéaire (Fig ure 36). Par contre pour l' extrait avec le binaire éthanol/eau ~0/20 ,

on récupère pre que tout le produit dès la première extraction. En règle générale, la proportion

d' extrait obte nue à la quatri ème étape est nég ligeable , sauf pour l'eau pur e qui se singularise

encore. Du point de vue du rendement pondéral cumulé sur trois étapes (J urée d 'obtention des

extraits testés), on remarque que plus le sol ant d ' extraction est riche en cau, plus la quantité

de com posés recueillie est élevée (Figure 37) . Mais l' ext rait avec de l' cau pure ne suit pas

cette règl e, soit du fait du prob lème de mouillage du sol ide (mélange pâteux) soit du fait de la

polarité trop élevée. L'eau pure n'est probab lement pas le solvant le mieux adapté.

Cette étude avec le binaire hydroéthanoliquc montre donc j'influence notab le de [a

polarité du solvant sur le déroulement de l'extraction . De ce point de vue il serait plus

intéressant de procéder avec le bina ire éthanol/cau /-:0/20, car dès la première étape, on

recueille la majorité des extractibles. Par contre au plan du rendement pondéral , le binaire

éthanol/eau 20/80 donn e le meilleur résultat (2,14 g d ' extrait so it 19, 1% MS-tourteau).
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36-a : Rendement d 'extrait par étape en
fonction de la composition du m élange
éth anol/cau

36-h : Rendement d 'extrait par éta pe en
fonction de la composition du mélange
étha nol/ca u

Figure 36 : Rendement en extraits par étape des ext raits hydrn éthanoliqucs
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EW·A sdefJEx : EW·AsdeflEx : EW-As(lefJEx . EW-A sdefl E.<: EW-A sdefIEx.
10010 80120 50/5 20/80 0/100

Fi~u re 37 : Evolution du rendement d'extraction cumulé (3 étapes) en fonction de
la composition du mélange hydroéthanolique

VII1.2.3.3 Effet de la granulométrie sur le rendement en extrait

Sur la 1-igure 38 est présentée l' influence de la granulométrie sur l'extraction

d'amande délipidée (tourteau) de A. s q I/ U11/0SCl. Le rait de travailler avec la fraction 0,3 - 0. 5

mm au lieu de 0,6 .- 0.8 mm comme précédemment. réduit le rendement en extrait au cours

des deux premières étapes mais le rendement cumulé reste pratiquement le même sur trois

étapes (1. .5 %~v1. -tourteau). On notera Je changement d'allure de la courbe qui dev ient

presque une droite
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Figure 38: Effet de la variation de la gr a nulomét r ie sur le re ndemen t d 'extrai t
hydrné th anoliq ue 80/2 0 d 'a ma nd e de A. squamosu

VII 1.2.3.4 Analyse de l'np èration d ' extra ct ion en milieu hyd roétha no lique

Les résultats des essais d ' extraction avec les binaires éthanol/eau du parag raphe

précédent ont conduit à anal yser l'opération uni taire afin d 'établir les cou rbes d ' équ ilibre de

j' extrait en tre ['amande déli pidée et le solvant ainsi que [es droites opérato ires. Les po ints

expérimentaux présent '. sont des états d 'équilibre qui correspondent à la fin de s quatre

opé rat ions d ' extraction success ives (§ V Il1.2.3.2). Bien que les cinétiques d'extraction n' aient

pas été expérimentalement établies, un modè le issu du génie chim iqu e es t cependant prop osé

pour ren dre co mpte théoriquemen t des vitesses de tran sfert mises en jeu.

Les var iables retenues sont le. rappor ts massiques dcxtrait dans le solvant (notée Y) et dans

l'amande (notée X) , définies au Chapitre V (Equa tions 22 et 23) :

ex

y =!3..-
1

ms
(Equation 22)

(Equation 23)

i

Ill ;:' - L m~'
1

m" - m"x
mit r

X i = - - -----'-- -

N' ayant pas pu mesurer la masse tota le (l'extractibles présents dans l' amande (cette

masse d épend en fait de la polarité du solvant), nou s fer ons l' hypothèse suivante :

4
cr ~ , ' l

11/r = ) 11/ . •
"--' 1

1

'elle hypothèse supp ose que tout l' ex tra it est trans féré au terme des quat re
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étapes d'ext raction. La masse totale d'extractibles est donc assimilée à la somme des masses

d'ext rait: si celle hypoth èse s'avéra it inexacte, cela entraînerait une pond ération de la valeur

de !JI ~\ , mais ne nuirait pas au raisonnement qui suit. Notons tout de même que celle

hypothèse est v érifi ée pour J'opéra tion réalisée avec le mélange éthanol/cau ~0120, v/v.

mélange qui est le plus utilisé pour les tests termicides du chapitr suivant. Les valeurs des

masses volumiques selon la littérature sont consignées dans le Tableau 26.

Tableau 26 : Variation de la masse volum ique du mélange ca u/éthanol en fonction des

proportions du mélange (http://nicolc.cortial.net) (~ Annexe 16)

Binaire éthaol/cau, v/v ( -J) , JO oCP ""u ",liù "" { g.cn1 a - .
100/0 O,7X9

HO/20 0,86

50/50 0,93

20/S0 0.973

01l 00 O,99R

La Figure 39 présente les courbes d'équ ilibre de l'ex trait pour les cinq solvants issus

des mélanges éthanol/eau. Ces courbes d'équilibre ne sont pas superposées, ce qui traduit

l'infl uence de la polarité du solvant. On constate que pour les solvants 0/100. 20/80 et 100/0,

le. courbes sont pratiquement linéaires. Pour l'eau pure, une stabilisation de la courbe est

cependant enregistrée . Le mélange RO/20 quant ft lui se distingue par une courbe présentant

une variation plus forte. Ces résultat. constituent une première approche dans la

caractérisation fine de J'équilibre des extractib les entre la graine (le diluant) et le solvant. Une

distinction plus précise de la composit ion des extrac tible. devrait notamment permettre

d'amél iorer leur établissement.
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Figure 39 : Cou rbes d'équilibre de l'e xtrait en fonction du pourcentage d'éthanol
présent dans le solvant

La Figure 40 rassemble les grap hes sur lesquels sont reportées les valeurs des

rapp orts mass ique s X et Y correspo ndant au x qu atre étapes d'extraction et ce , pour les

différents binai res éthanol/cau testés . Les co urbes qui correspo nde nt à chac une des extractions

sont les droites opératoires établies à part ir du bi lan de matière de l' extrac tible dan s le

réacteur. Les conditions opérato ires correspondent à ce lles usuell ement rencontrées da ns un

réacteur fermé pa rfaitement ag ité. Le bi lan de conservation de l' extractib le se tradu it donc par

la constance de la masse d 'extracti ble dans le tem ps, qu i est répa rt ie entre l'ama nde dé lipidée

(le diluant) et le solvant :

m " \ " ~ + m":' = 1I1C.l ·g + m ?:' = m:
mil nut l iT

Où,

1I1 ;';~/ masse initiale dextractible dan s l'ama nde d élipid ée,

mï:" masse initiale d'extractible dans le solvant,

m,~:,, ' masse à l'i nstant t d ' ex trait dans l'amande déli pidée,

m;"" masse à l'instant t d ' ext rait dans le solva nt.

(Equation 24)

Ave c les définit ions de ' rapports massiqu es (Equation 22 et 23), pour les conditions

initiales de solvant : 1I{ r. < = 0, l'équation 22 sécrit :
1171 ' .
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(Equation 25)

Celle relation constitue l'éq uation de la dro ite opératoire qUI relie, pour chaque

extract ion, le point J e composition initiale ( X ;1II1' }~1111 =0 ) au point J ' équilibre correspondant

( X "'I ~ Y,.,! ) situé sur la courbe d'équi libre. La pente de ces courbes est le rapport entre la

masse cie diluant (l' amande d élipidée) et la masse cie solvant. Cc modè le permet donc de

défini r l ' éta t d' équilibre potentiellement atteint une fois que ces proport ions ont été fixées et

par conséquent cie définir le nombre d 'extraction à mettre en œuvre pour extraire la total ité de

l' extractible.

L'étape de modélisat ion suivante consisterait alors à étab lir le bilan cie masse sur l'une

des deux phases en présence (le solvant ou le diluant), suivant l'a pproche classique cie génie

chimique, ce qui conduit à exprimer le temps cie l' opérat ion comme le produit d' une Durée

d' Unité de Transfert (DUT) multipliée par un 1 ombre d' Unité de Transfert (NUT) . Cette

analyse est ici envisagée comme une perspective s'ouvrant à l'o ptimisation du procédé ct ù la

transposition d' échelle. Le travail présenté dans ce manuscrit porte quant à lui essentiellement

sur la démonstration d'une faisabilité de J'extraction ct d' une efficac ité termicidc des

substances extra ites. Il nous apparaî t cependant indispensable d' indiquer que les

préoccupat ions de mise en œuvre des procédés, de façon optimale au moins il une échelle pré­

industrielle, constituent l' lin des enjeux essentiel de la valorisatioi de ce travai l.
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Figure 40 : Droites opératoires des différentes étapes dcxt ractl on po ur chaque mélange

éthanol/eau
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VII J.2.4 O btention de ph ases enrichies en ac étog ènincs ct d es fractions d'acéto gén ines

Sur le . ablcau 27 est présenté le rendement en extrait. Les composés termicidcs sont

très peu solubles dans l'ca u (2,2 %f'vlS-amande). La phase méthanoliquc qui est sensée être

enrichie en ac étog éni ncs a un rendement faible (7,2 %MS-amande). Le: rendements les plus

élevés sont obtenus avec l' ac étate d'éthyle et Je chloroforme (42.3 et 40.1 %MS-amande

respectivement) suivi de lhexanc (32,9 %MS-amandc).

Lors d' un cs, ai cie concentration des ac étog énincs selon Fang-Reng el (il . (1999), la

chromatographie sur colonne pr éparativc, sur 1,5 g d'ex trait méthanolique (cf séquence

d'ext raction au chapitre V), nous a permis de récupérer des fractions de masses variables, .n

fonction de la polarité du solvant. La Fizure 41 montre que l'on récupère deux produits ou

mélanges de produits, vu que la quantité recueillie croît dans un premier temps, puis diminue

presque il 0, et augmente ensuite pour atteindre un deuxième maximum. La masse totale

obtenue est de 1.7 g. supérieure ù celle du produit déposé en tête de <': 0 101 ne (1 ,5 g); il est

possible que le solvant n' ail pas été totalement éliminé mais aussi que de faibles quantités de

silice soient passées avec le solvant (Figure 4 J).

Tableau 27 : Rend ement en ext rait des p hases issu es de la pa rtition liquide-liqu ide

Esp èces (amand e) Dénomination de Rendemen t en extra it Observ ations
l'ex trait (%i\1S-amandc)

Et OAc-AslEx 42,3 Liquide
j aune verdâtre

P-ClI C I., 40, 1 liquide
Rouge \' 111

A, squamosu (;.1.\) 1'-11 20 2,2 Liquide
Jaune clair

J'- MeO Il 7,2 Liquide
Rouge VJI1

P-11x 32,9 I luile
Jaune clair
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Figure 41 : Bila n de ma tièr e des d ifféren tes fr actions après chromatogra phie

pr épa ra tive sur co lonne

VII 1.2.5 Ess ai d ' ext r act ion av ec C O 2 Supercr it iq ue (C 0 2 SC)

Cette techn ique est déjà bien utili sée pour extraire les lipides et d ' autres composés

actifs (King, 1993 et 1996 ; Re verchon et al., 1999 et 200 1 : Tonthu bthimthong et al. , 2001 ct

2004). L' extraction en m ilieu CO2 C devra it pe rmettre de bén éficier des pro priétés décrites

en partie bibliographique (§ Chapi tre III). La descript ion du pilote de laboratoire et son mode

de fonctionnement sont présen tés au x Annexes 7 ct 8. L 'ex traction avec le C02 supercritique

a été réali sée dans les conditions suivantes : Pression 10 M Pa, Tempéra ture 40 oc.

VIII.2.5 .1Cinétiq ue d 'ex tr action av ec O 2 C sa ns co-sol van t.

Les essais sont réali sés en soumettant un mê me échantillon d'amandes broyées,

successivement à des étapes d'extraction lai ssant un tem ps de contact de plus en plus long

entre le CO 2 SC et le so lide . Les résultats sont exprimés en termes de masse d' ex trait

recue illie po ur chaque éta pe en fonction de sa durée , ils sont la moyenne de trois essa is

ide ntiques. Le condense ur de récupération de l' extrait lors de la séparation du CO2 est d 'abord

lavé avec de 1'hexane, puis rincé avec du chloroforme et les de ux extraits pesés séparément

après évaporation du sol vant. Le s masses obtenues pour ch aq ue lavage sont additionnées afin

de connaître l 'extrait total. Nous ob servons sur la Figure 42 que la masse (tot ale) extraite

diminue à chaque étape, ce ci ma lgré l'allongement s ignificatif de. tem ps de co ntac t.

'ependant, il faut noter l'incertituck sur les mesures avec une balance à 0. 1 mg pre s,

]' 'c art-type étant à peine la mo itié de la mesure. Les écart-types ca lculés étant élevés par
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rapport ù la masse extra ite, nous pouvons conclure que les valeurs sont dispersées et donc la

courbe évolue plutôt vers un palier, voire aurait une pente négat ive. Si lon retient la première

observation, il faut en conclure que le solvant supercritique serait saturé en soluté.

L'expression des résultats en cumulant le, temps de contact d'une part et d'a utre part les

masses des extraits obtenus fi chaque étape (Figure 42) montre que la quantité extraite croit de

façon quasi linéaire avec le temps cumulé, c'est-à-dire le nombre d 'étapes d'extraction, ce qui

traduirait le controle par un phénomène ch? saturation. Si l' on ret ient la tendance li la baisse en

considérant surtout la quatrième étape dex traction. il fa ut invoquer un phénomène

d'épuisement des extractibles. Mais il est diffi ci le de conclure ù cause des écar ts-types,

comme déjà dit.

Il faut surtout remarquer il l'issue de cette première séries d'essais que l'extrait cumulé

des quatre étapes qui correspond pourtant à un temps de contact cumulé relativement long de

ISO mn reste de l' ordre de 0,9 %MS-tourteau. Le CCh pur ne permet clone qu 'un r ndement

extrêmement faible par comparaison aux extraits obtenus avec le binaire éthanol/cau qui est

de l' ordre de 16 %l MS-tourtcau ( ~ Figure 37). Du point de vue pratique il semblerait qu 'un

seul lavage avec l'h exanc ne permette pas de récupérer la totalité de l' extrait condensé, mais il

est difficile de conclure ù cause des faibles quantités mises en jeu, infé rieures à l mg pour

chaque pesée. Celte première série d 'essais incite donc cl poursuivre l'étude en incluant un co­

solvant afin de tenter d'a ugmenter le pouvoir solvant du milieu SC.
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en milieu COl SC pur

Figure 42 : Rendem ent d ' ex traction par étapes en milieu Oz SC pur
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VII 1.2.5 .2 Cinétique d'extraction avec le C O ! supercr it iq ue ct un co-solvant

Pour augmenter le po uvoir solvant du milieu nous avons mod ifié la polarit ~ du CO2 par

ajout d 'un co-solvant en l'occurrence l' éthanol introduit à l' aid e d'une pompe dans le

contacteur. Une nouvell e série d ' essais se lon le protocole précédent montre sur la Figure 43 -a

(temps et extra its non cumulés) que la masse extraite reste constante entre les deu x premières

étapes, ceci malgré le doublem ent du temp s de contact; ell e aurait même ten dance à bai sser.

La courbe obtenue montre l' augmentation de la masse de l' ex trait avec l'allongement

du temps de contact et n'évolue pas vers un plateau sur la Figure 43-a . A utrement dit le CO2

n ' est pas sa turé en so lutés. Il reste donc une qu antité à extraire ma is l'extraction est limitée

par le transport d s solutés dep uis l'intérieur de la matrice végétale , vers l' extérieur de la

graine bro yée . Cc transport prend un certain temps (30 minutes) ; au-del à, lallure liné aire

plaide en faveur de l'hopothèse de la limitation par le phénomène cie d iflu s ion

in traparti culaire.

L ' a llure e: ponenti ell e de la courbe en temp s et masse cum ulés (fi gure 43-b) laisse

penser que cc phénomène de transport intraparticul aire est plus important encore qu'avec le

C0 2 seu l. Ceci est normal si l' e n remarque que la quantité d' ex trait obtenue (5 %MS­

tourteau) avec le co-so lvant est bien supé rieure à ce lle obtenue av ec le CO2 pur (0,9 % MS­

tourteau), donc le nombre de mol écu les à transporter est lui auss i plus grand, ce qui do it

amplifier le phén omène. Nous observon s donc sur la Figure 43 l'effe t du co-solvant éth anol

qui bou leverse complètem ent la cin étique d ' extraction: alors que la masse ex tra ite sans co­

so lvant n'augm ente pas avec l'allongement du temps de contact da ns le cas du '02 seul, e lle

dépend ici largement du temps de co ntact en présence d ' é thano l. Le solide de départ ayan t été

délipidé on peut penser qu e les xrraits sont des composés ant i-rerm itcs,

De plus le fait que le ren dement obtenu à la fin de la 4èmc étape ( 150 mn) sans avoir

étud ié l' in flue nce des paramètres d'extraction (température, pressi on, temps de contac t. débit

d ' éthanol, hum idité et granulométr ie du solide) soit déj à de 8 % MS-tourteau, nous laisse

penser qu'en optimi sant ce ux-ci no us pourrions atteindre un ren dement pro che des [6 %

obtenus avec le binaire éthanol/eau 80/2 0 à la ] èmc étape . Au bo ut de 150 mn nou s n 'obtenons

d ' a illeurs pas de palier et cela laisse entendre que toute la mas se extractible ncst pas extraite ,

La multip lication du no mb re de pal iers dans une co lonne d ' extract ion reste aussi à ex plorer en

termes de gén ie chimique.

Bien que n 'ayant pas été poursuivie à cau se d'u ne panne du pilote et des contraintes de

temps, ce tte ét ude exploratoi re du potentiel du O2 SC pour l ' extraction des compo sés

recherchés montre l'intérêt de ce tte voie..

Troisième Parti e . R ésultats el discussions



164

150

•

• Rinçageà l'hexane

• Rinçageauchloroforme

Extrait total

50 100

Temps (min)

43-b : Rendement d'extraction en milieu
CO! S avec éth anol 10 'Yi, (avec cumul)

8

7

en

~5

~
--
~3

~ 2

1

0

50 60 0

•

• Ri nçage à lbexane

• RH1çage auchloroforme

Extrait total

8

7

1

o
o

;;;6
~5

10 20 30 40
Temps (min)
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Figure 43 : Rendement d'ex traction par étapes en milieu CO! SC avec éthanol

V111.3 Essa i de caractérisa t ion des ext raits

Les résultats cl'extraction ou de fractionnement ci-avant ont été discutés seulement au

plan pond éral ct de façon ilobale. Il est utile de tenter cie mieux connaître leur composition

chimique, parall èlement aux tests dactivité termicide auxquels ils Dm été soumis par ailleurs .

Bien que les amandes aient été d élipid ées au préala ble, nous avons tenté de caractériser le

lipides résiduels des extra its obtenus avec le binaire éthanol/cau. Pour finir nous avon.

recherché la pré ence dac érog énines, les composés supposés apporter l'activité termiticide

recherchée.

V1I1.3.l Analyse qualita t ive pa r CCM des lipi des présents dans les extraits

Nous avons déposé 10 ug de chaq ue lipicle étalon sur 10 mm (Annexes 17 et 18). Par

contr les extraits hydroalcooliques ont été déposés sur la plaque ù raison de 20 p l cie solution

à 25 % plv, soit une quantité importante (5 mg, sur 10 mm), car l'extra it ne contien t a priori

que des lipides résiduels, le solide ayant été d éli pid é au préalable : néanmoins il faut se

ouvenir que l'analyse des tourteaux a révélé la présence de matière grasse cl raison cie 8.2

%MS-tourteau (~Chapitre VII).

Les Rf (Rapports frontaux) sont présentés dans le Tableau 28. Les « spots » ont été

comparés à ceux des étalons, des composants de l'huile de 11 . squamosa (Annexe 19) obtenue

lors de la clé lipidation et des autres extraits (Annexe 1X) . On retrouve dans les extraits les

mêmes composants que dans l'huile de A. squamosa, malgré cie l éuères varia tions des Rf d'un

extrait ù l' autre, ci cause du fait que l' on travaille avec des solutions fortement concentrées (vu
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que les extraits contiennent de faibles quantités de lipides), et donc que la migration des

composés est gênée par la forte quantité de produits restée sur la bande de dépôt. Bien que

l'analyse soit qualitative, il est clair que les binaires riches en éthanol extraient

préférentiellement des lipides peu polaires (triglycérides) alors que les autres binaires

extraient surtout les lipides polaires résiduels (acides gras libres et glycérides partiels) à

l'exclusion des hydrocarbures et des triglycérides.

Tableau 28: Rf des lipides étalons, des composés de l'huile de A. squamosa et des

extraits d'amande de A. squamosa

Rf
Huile Extraits EW-Asdef/Ex : vlv

Composés Etalons A. Squamosa 10010 80/20 50/50 20/80 0/100
Stérols 0,22 0,22 0,24 - 0,24 0,17 00,17

~0,12 et 0,10 et
Monooléines 0,11 0,10 et 0,14 0,14 - 0,13 0,12 et 0,17

Acide 0,29 0,24 0,28
gras libre 0,30 Traces - - Major. Major. 0,24

Tocophérols 0,33 - - - - - -
Diglycérides 0,40 - - - - - -

0,63 0,66 0,53
Triglycérides 0,63 Major. Major. Major. - ? 0,63

Squalène 0,97 0,9 0,95 - - - -

VII!.3.l.1 Essai de détection d'acétogénines par CCM et par test de colorimétrie

a- CCM des extraits

Après plusieurs tentatives, nous avons noté que 30 ul d'extrait à 25 %, soit un dépôt de

7,5 mg, sur 10 mm, sont nécessaires afin de détecter une tâche en CCM, comme le montre la

plaque après élution et révélation par les réactifs de Kedde A et de Kedde B, permettant la

dérivatisation spécifique des lactones, groupements présents dans les acétogénines.

On remarque donc que l'analyse en CCM fait apparaître, pour chaque extrait, une

tâche violette, caractéristique de la présence d'acétogénines. Le rapport frontal de ces tâches

est de 1 avec le système solvant utilisé. On remarque que plus le binaire de solvants est riche

en eau, moins la tâche est visible, ce qui pourrait laisser supposer une corrélation entre la

richesse en acétogénines de l'extrait et la richesse en éthanol du solvant, corrélation inverse

par rapport à sa polarité. On s'attend en effet à ce que les molécules d'acétogénines soient peu

solubles dans l'eau en raison de la présence de chaînons hydrophobes. Un même

comportement est observé avec les fractions de chromatographie F 13 à19, avec diminution
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de la coloration en fonction de la diminution de la proportion en chloroforme du mélange de

solvant d' élution.

b- Test de colorimétrie en solution sur les fractions issues de chromatographie

préparative

Les résultats de cette méthode de colorimétrie sont présentés sur le diagramme à

l'Annexe 25. Cette méthode est qualitative. De plus, elle est très influençable par d'autres

composés en solutions en l'occurrence les alcaloïdes. Nous n'avons pas cependant eu ce

problème car les fractions F-12 à F-19 ont donné une coloration rose violacée après ajout des

réactifs de Kedde A et B. La solution se décolore après 10 mn et apparait un précipité coloré

(Annexe 20). Cette simple observation visuelle est assez limitée car nous n'avons pas pu

déterminer la limite de détection en termes de concentration des acétogénines, ne disposant

pas d'étalons purs d'acétogénines. Néanmoins il est bon de signaler dans le cas où une suite

serait donnée à cette thèse, qu'il serait possible de mettre en place une méthode de dosage des

acétogénines en solution, soit par titrage acido-basique en se basant sur les protocoles du

MPRI, (1999) et de Naiyana (2002), soit par spectrométrie UV à la longueur d'onde

d'absorbance des acétogénines d'après Hiroshi Haraya (2004) (Annexe 21).

La méthode de détection en spectroscopie UV n'a rien donné lorsque nous l'avons

pratiquée sur les extraits disponibles à ce moment là en raison de la faible concentration des

acétogénines et de la perturbation introduite par les autres composants des extraits qui

absorbent aussi dans la même zone.

Compte tenu de ces difficultés, nous avons privilégié l'obtention de fractions plus

concentrées par partition liquide-liquide et chromatographie préparative qui ont été analysées

par couplage HPLC-SM. Nous avons aussi demandé l'analyse élémentaire (C, H, N, 0) de

quelques fractions.

VIII.3.2.2 Microanalyse élémentaire organique (C, H, 0) de quelques extraits.

Sur le Tableau 29 sont présentés les résultats de l'analyse élémentaire C, H, 0, N de

différents extraits ainsi que la composition calculée de quelques acétogénines pouvant être

présentes dans nos extraits d'après la littérature (Hiroshi, 2002; Sahai, 1994; Fang-Rong,

1999). La présence d'une faible proportion d'azote dans certains extraits a conduit à

normaliser à 100 % la proportion de C, H, 0 uniquement; même s'il s'agit d'une

approximation, cela facilite l'exploitation des résultats. On constate que pour l'extrait

hexanique Hx-As/Ex, la composition C, H, 0 (76,6; 11,9 et 12,1 %) est éloignée de la
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composition des acétogénines (71, Il et 18 % respectivement). Par contre la composition de

l'extrait éthanolique EW-As/Ex 100/0 (69; 10,9; 20,1 % respectivement) est très proche de la

composition moyenne des acétogénines de référence (squamocines et squamostatines). La

fraction purifiée P-MeOH (73,4, Il,4, 15,2 % respectivement) quant à elle, se rapproche aussi

de ce résultat, notamment de la squamocine L. La priorité ayant été donnée aux tests sur

termites, il n'a pas été possible d'analyser la fraction chromatographique la plus active (F-13).

De plus les résultats de l'analyse des autres extraits hydroéthanoliques n'ont pu être

exploités à cause de la prépondérance du pourcentage d'O qui dénote la présence d'eau

malgré le séchage effectué durant la préparation de l'échantillon destiné à cette analyse

(Annexe 22).

Nous pouvons néanmoins retenir que l'un des extraits, EW-As/Ex: 100/0 figurant

parmi les produits actifs de notre étude termicide possède une composition élémentaire C, H,

0, semblable à celle de la squamostatine-A.

Tableau 29 : Microanalyse élémentaire de quelques extraits

Dénomination des extraits de Formule Masse %C %H %0
quelques molécules d' acétogénines moléculaire moléculaire

g/mol
EW-As/Ex: 100/0 - - 69,0 10,9 20,1
Hx-As/Ex - - 76,6 Il,9 Il,5
P-MeOH - - 73,4 Il,4 15,2

squamocine B ou E C35H6207 594 70,7 10,4 18,9

desacetyluvaricine/squamocine-L C37H6606 606 73,3 10,9 15,8

asimicinlsquamocine-H C37H6607 622 71,4 10,6 18,0

cis-squamostatine-D C37H6607 622 71,4 10,6 18,0

Squamocine-Oi ou O2 C37H660g 630 70,5 10,5 19,0

12,15-cis-squamosatatine-A C37H660g 630 70,5 10,5 19,0

VIllA Caractérisation par CLOP/SM de la fraction F-13

La fraction F-13 analysée par CLHP/SM est composée essentiellement de deux

produits de masse moléculaire 594 et d'un produit de masse 622 (Figure 44). Il est difficile de

faire une quantification quelconque d'après les spectres MS en l'absence d'échantillons de

référence. Les spectres de RMN montrent aussi deux produits très majoritaires (en proportions

1/2-2/3) sans qu'il soit néanmoins possible actuellement de savoir si ce sont ceux de masse

594 ou 622 (Figure 45). Par contre, l'ensemble des données spectroscopiques de la fraction F-
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13, montre bien que ces différents produits sont bien des acétogénines et pourraient

correspondre à des produits déjà décrits dans la littérature, de type squamocine B, E ou L

(Sahai et al., 1994, Fujimoto et al., 1994; Hiroshi et al., 2002). Les spectres de RMN I H, ]JC,

COSY et MS-MS de la fraction F-13 sont donnés à l'Annexe 23.
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Ces résultats viennent appuyer ceux de l'analyse élémentaire ci-dessus qUI a aUSSI

pointé des composés de masse 594, 606 et 622 comme composants de ces extraits notamment

des squamocines B, E, H, L. Il s'agit pour ces dernières de composés possédant deux

groupements tétrahydrofuraniques adjacents et trois fonctions hydroxyles dont deux portées

par les atomes de carbone liés aux cycles précédents, l'autre pouvant se situer en différentes

positions sur la chaîne hydrocarbonée (Figure 45).
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44-a spectres MS-MS d'un produit de poids moléculaire 594 de la F-13
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44-b spectres MS-MS d'un produit de poids moléculaire 622 de la F-13

Figure 44 : Spectres MS-MS de la fraction F-13(CLHP /SM)
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Figure 45 : Structures des différentes acétogénines possibles dans F-13
(Structures décrites par Sahai et al., 1994 ; Fujimoto et al., 1994)
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VIII.S Conclusion

Ce chapitre a permis de proposer des conditions expérimentales pour l'extraction des

composés tennicides, incluant l'étude des rendements pour des étapes successives. L'hexane

permet d'avoir les rendements les plus élevés (mais pas l'activité tennicide la plus

importante; § chapitre IX). Les composés tennicides sont en fait solubles de préférence dans

les phases polaires et l'étude de certains paramètres (polarité/composition du solvant,

granulométrie), a permis de cibler le mélange binaire éthanol/eau comme solvant dans la mise

en œuvre d'un procédé d'extraction de composés tennicides à l'échelle industrielle. L'étude

des courbes d'équilibre a permis de confirmer l'importance de la polarité et de déboucher sur

la faisabilité de la mise en œuvre d'un procédé à l'échelle industrielle via une amorce de

modélisation sur la base d'un modèle simple issu du génie chimique, cependant l'étude des

cinétiques d'extraction serait obligatoire à cette fin.

La technique du C02 SC comme solvant d'extraction des composés tennicides qui a

été brièvement testée, a montré la nécessité de l'ajout d'un co-solvant, en l'occurrence

l'éthanol, pour parvenir à obtenir une partie des extractibles du tourteau délipidé. Si les

conditions testées peuvent paraître moins favorables en termes de rendement par comparaison

au binaire éthanol/eau, elles laissent en réalité présager d'une plus grande sélectivité

d'extraction donc de l'obtention d'extraits plus actifs.

Les différents extraits obtenus ont été caractérisés par des méthodes simples, CCM,

test colorimétrique. Cette dernière a permis de détecter la présence d'acétogénines et elle

pourrait permettre un dosage quantitatif des acétogénines à condition de disposer de composés

étalons. L'analyse des fractions les plus concentrées, notamment issues de la chromatographie

préparative, par les techniques appropriées (couplage CLHP/SM, RMN 'n et l3 C) a confirmé

la présence d'acétogénines probablement de la classe des squamocines, malgré les limitations

imposées par le fait de disposer de mélanges et non de produits purs. L'élucidation des

structures des composés tennicides des espèces végétales étudiées au cours de cette thèse

nécessiterait un long travail qu'il n'était pas prévu de programmer, la priorité devant en effet

être donnée à la recherche de fractions dotées d'une activité tennicide. Les résultats dans ce

volet essentiel de la thèse sont exposés au chapitre suivant.
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Chapitre IX

Activité termicide d'extraits

des quatre graines sélectionnées

IX.l Introduction

IX.2 Résultats des tests de screening et essai normalisé EN 118

pour les quatre graines sélectionnées

IX.3 Etude de l'activité termicide de A. squamosa

IXA Synthèse des résultats: Efficacité - Applications

IX.5 Conclusion
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Chapitre IX

Activité termicide d'extraits des

sélectionnées

IX.1 Introduction

.
quatre graines

Dans ce chapitre, nous évaluons l'activité termiticide d'extraits dérivés des amandes

des quatre graines oléagineuses du Bénin sélectionnées au chapitre VII. Ces graines sont: A.

squamosa (As), A. indica (Ai), C. procera (Cp) et P. biglobosa (Pb). Cette évaluation s'est

déroulée en plusieurs étapes, d'abord pour sélectionner les fractions les plus intéressantes

parmi les deux parties disponibles (coque, amande) pour les quatre graines.

Ces essais d'orientation ont été effectués (§ Chapitre VI) via:

des tests de « screening » (test de non choix) qui présentent l'avantage d'être

relativement rapides (durée maximum de 30 jours) et de nécessiter un nombre de termites

réduit (52 termites par boîte de Pétri)

des essais normalisés EN 118 qui consomment 260 termites par dispositif (pour trois

répliques par extraits) et qui nécessitent un temps d'essai assez long (9 semaines).

Il nous a fallu tenir compte de ces spécificités et contraintes imposées par ces tests,

combinées à celles imposées par l'alternance des séjours au Bénin et en France. Par exemple,

il n'était possible de lancer qu'une seule série d'essais EN 118 par séjour annuel de cinq mois

au Cirad, si l'on tient compte des études préalables d'extraction. L'ensemble de l'étude a été

fait grâce au test de non choix adapté au screening et les extraits les plus actifs ont été alors

soumis à l'essai EN 118. Les premiers extraits disponibles ont été les huiles obtenues avec de

l'hexane selon le protocole normalisé permettant de connaître la teneur en huile de l'amande.

Par précaution afin d'éviter le risque de dégradation thermique, les extraits suivants ont été

obtenus à la température ambiante.

Ce travail a permis de comparer l'activité d'extraits obtenus avec plusieurs solvants:

hexane, acétone/eau, éthanoVeau dans diverses proportions du mélange dans ce dernier cas.

Pour le solvant choisi, l'activité a aussi été étudiée en fonction de la quantité d'extrait soumise

aux termites. Enfin, les extraits ont été fractionnés via une succession de partitions liquide­

liquide et par chromatographie, afin de disposer de fractions plus actives.
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IX.2 Résultats des essais: test de non choix et essai normalisé EN 118

Les essais sur termites sont effectués par deux tests (§ Chapitre VI) :

test de non choix qui permet d'apprécier la toxicité de l'extrait par le décompte du

taux de mortalité en fonction des jours d'essai

essai EN 118 qui permet de confirmer l'activité termicide révélée par test de screening

et d'évaluer l'efficacité préventive dans le domaine de la préservation du bois.

Ces essais concernent des organismes vivants (termites) et compte tenu aussi de

l'intervention de solvants organiques dans la préparation des extraits, chaque série de tests

doit être accompagnée d'un certain nombre de tests qui permettront de valider les résultats.

IX.2.1 Validation des essais

Pour les tests de non choix, les observations suivantes permettent de valider les essais:

La durée de survie des termites (diète, sans une source d'alimentation) est de 24 jours,

alors que l'activité observée concerne les 13 premiers jours au maximum,

Le taux de survie du contrôle (termites normalement alimentés par de la cellulose) est égal

à 65 % à la fin de l'essai. L'essai est validé lorsque le taux de survie est supérieur à 50 %,

L'effet des solvants déposés seuls sur cellulose séchée ensuite pendant 72 heures est

faible, le taux de mortalité est de l'ordre de 4-10 %.

En ce qui concerne les essais normalisés EN 118, les observations suivantes permettent de

valider les essais :

Les trois éprouvettes-témoins non traitées de contrôle de virulence présentent à l'examen

visuel la cotation 4 (attaque forte du bois),

Les colonies correspondantes comprennent 57 % de survivants à la fin de l'essai. Pour que

l'essai soit validé, ce taux de survie doit être supérieur à 50 %.

IX.2.2 Activité des fractions solides (coque, amande)

Nous avons commencé les tests de non choix en soumettant 30 mg de coques des

quatre graines (A. squamosa, A. indica, C. procera, P. biglobosa) aux termites. Nous n'avons

noté aucun effet répulsif et les termites ont consommé toutes les coques sans que cela n'ait

provoqué leur mort (TM 0 % en 13 jours). Les taux de mortalité sont respectivement de 40,

47, 32 et 33 % pour C-As, C-Ai, C-Cp, C-Pb, proches de celui des témoins « diète ». Nous

avons conclu que les composés termicides se trouveraient dans les amandes.

Les amandes testées dans les conditions précédentes ont conduit au développement de

moisissures, probablement en raison de l'humidité du sable utilisé pour le test. Il n'était pas
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possible de conclure quant à l'effet des amandes par rapport à celui des métabolites secrétés

par les moisissures. On peut toutefois se référer au seul essai exploitable faisant intervenir

l'amande de A. squamosa (Am-As, 10 mg) mais réalisé au cours d'une autre période qui

montre un taux de mortalité de 37 et 50 % respectivement après 7 et 13 jours (§ IX.2.6).

L'amande contient donc bien des composés actifs mais cette activité ne se révèle pas

nettement, d'où l'intérêt des essais d'extraction dont il a été question au chapitre précédent.

IX.2.3 Activité termicide des extraits hexaniques des quatre espèces sélectionnées

Nous avons effectué deux types d'extraction avec l'hexane :

extraction selon la méthode normalisée en Soxlhet

méthode d'extraction « en batch » à la température ambiante.

IX.2.3.1 Activité termicide des huiles extraites en SoxIhet (69 OC)

a. Test de non choix

La Figure 46 montre l'évolution du taux de mortalité en fonction du temps pour les

quatre huiles testées. L'huile de Annona squamosa (H-As) est la plus active (TM 69 % en 13

jours) suivie de l'huile de neem (H-Ai) (TM 65 % en 13 jours). Il faut noter que l'activité de

H-As ne se manifeste nettement qu'après le i rnc jour pour rattrapper celle de H-As le lOèrnc

jour. Le classement des taux de mortalité observés après 13 jours d'essai est dans l'ordre

décroissant: H-As (69 %) > H-Ai (65 %) > > H-Cp (21 %) > H-Pb (17 %). L'activité de

l'huile de A. indica n'est pas surprenante, car déjà discutée dans la bibliographie (Jacobson,

1989 ; Koul et al., 1990 ; Schmutterer, 1995).

Seules trois espèces paraissent intéressantes d'après ce test d'orientation, à savoir: A.

squamosa, A. indica, C. procera. Afin de limiter le nombre de termites utilisés, nous

éliminons de la liste P. biglobosa qui parait être l'espèce la moins active. C. procera n'est pas

éliminé car la bibliographie fait état de son activité anti-insectes (Sondengam et al., 1979 ­

1981 ; Konan et al., 2003). En ce qui concerne cette dernière nous avons donc préféré

poursuivre l'étude de l'activité anti-termites.
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Figure 46 : Acti vité tennicide des huiles des quatre grain es sé lectionnées
(Conc : 20 mg/cm')

b. Etude de la r êpulsivit édes huiles

Face à un agent « répulsif », les termites s'organisent de façon à limiter au maximum

leur contact avec un tel milieu. Ils s'organisent alors en tunnels au dessous du sable de

Fontainebleau (utilisé comme milieu modèle dans les boîtes de Petri). La photocopie de la

face inférieure des boîtes de Petri pèU après le début de \" essai permet de meLlre en exergue la

répulsivité éventuelle de l'extrait. Au Vll de la Figure 47. nous pouvons classer les extraits par

ordre décroissant d répulsivité : H-Ai > l-I-Cp > H-As > J·J -Pb. Ces résultats sont conformes

aux données de la littérature sur la r épulsivit é d'extraits de A. indic« et C procera (Koul et

al., 1990 ; Schmutterer, 1995 ; Konan et al. 2003)
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4 7-e : Témoin Diète 47-1' : Témoin Hex une

Figures 47 : Effet répulsif des quatre huiles (II-Ai, H-As, II-Cp, II-Ph)
(Test de non choix, COlle : 20 mg/cru')
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c. Essa i de répulsivit é no r malisé E . ' ] 18

Afin de confi rmer l' activité des trois huiles les plus act ives à l' issue des tests de non

choix précéden ts (H-Ai, II-As, I-I-Cp), un essai EN118 a été effectué (f igure 48). Les

cotations (note cie l' attaque du bois observée) obtenues sont respec tivemen t de 2 (attaque

légère) pour A. squamosa (I I-Ex), et de 3 (attaque moyenne) pour les deux aut res espèces (A.

indica, H-Ai : C procera , H-Cp).

Il faut souligner qu e selon l'essai E ; 118, aucune de ces huiles ne pourrait être utili. ée

comme produit de préservation du bois à cause des cotations obtenues, toutes supérieures ou

égales à 2. A. squamosa qui a donné la cotation la plus faible (2) semble présenter un intérêt

pour la suite d s trava ux. Même si H-Cp est moins efficace que li -Ai, en terme de taux de

mort alit épar test de non choix, ccc, deux huiles montrent ici la même efficacité préventive sur

bois (Cotation 3, attaque moyenne). Il est donc pr éfé rable de conserver C pro cera pour des

essais complémentaires. En effet, le fait d ' avoir obtenu ces huiles à chaud n'est pas

satisfaisant, il était n écessaire de tester des extraits hexaniques obtenus à la température

ambiante.

48-a : Eta t de l' éprou vett e imprégnée de A-As
(Cotation 2)

48-b : Eta t de l' ép rouvette im prégn ée de H-Ai
(Cotation 3)

~ - i

4

.
48-c : Etat de l' éprouv ette imprégn ée de A-Cp
(Cotation 3)

48-d : Etat de l'épro uvette - témoin
(Cotation 4)

Fig ure 48 : Efficacité préventive sur bois des huile des trois gra ines (II-Ai, H-As, li-Cp )
otations en fin d ' essai pa r essai ENl1 8

(Conc : 20mg/cm2
)
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IX.2.3.2 Activite tcrmicide de J'huile extraite à froid (Hx-As/Ex) d'amand e A. squamosa

par test de non choix

Les huiles précédentes ayant été obtenues il 69 "C, nous avons aussi testé l'extrait de

A. squamosa qui était le plus actif, mais obtenu ici à 20 "C, afin dl' nous affranchir du risque

de dégradation thermique des composés. L' extrait hexaniquc (Hx-As/Ex). obtenu sans

chauffer (20 OC), montre une activité notable en 10 jours (TM 6R 1%, 10 mg/cm") (Figure 41.) ).

Ce test ayant été effectué il peu de temps d'int ervalle, le résultat peut être comparé il celui de

t l-As en la jours (TM 58 'Yo) (Figure 46) mais obtenu pour une quantité déposée de 20

mg/cm" soit Ic double. L'extrait hexanique ù 20 "C paraît donc présenter une activité bien

supérieure. Etant donné que d'u ne part. nous avons vérifié au chapitre V[I1 , que la totalité des

extractibles a été récupérée aussi bien à 69 "C qu' à 20 0(' ct que, d 'aut re part, la solubilité de

composés organiques dans l'hexanc est améliorée avec l' élévation de température. il est

raisonnable d'attribuer cette différence notable d'activité à la dégradation thermique, Par la

suite, la méthode au oxlhet ne sera plus mise en œuvre, l'abaissement de la température

d'extraction ayant montré un effet plus important que l'app lication d'une dose double,

80

TM(%)

60

40 -

20

o
o 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Jours

Hx-As/Ex: 10 mg/cm 2
....... Contrôle -.- Diète -+- T- Hx

Figure 49 : Activité termicide de l'extrait hexanique à 20 "C de A, squamosa
(Hx-AslE x)
(Conc : 10 mg/cm')
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IX.2.3.3 Ac tivite terrnicide d'ext raits obtenus avec le CO 2 SC par test de non choix

L 'extra it obtenu en mil ieu CO2 SC (Sc-As/Ex) dans des conditions de P e t T (20 M Pa

et 45 0 ) convena nt a priori pour J' ext ract ion de s huil es (§ chapitre VIII ), ne montre aucune

activit é à la conce nt ration cie 10 mg/cru' (TM 4 % seuleme nt) donc inférieur au co ntrô le

(Figur e 50). Le '0 2 SC étant très sé lec tif en fonct ion des co nd itio ns, T ct P, ceci la isse penser

qu e la structure moléculaire de la c lasse de composés ac ti Is ne se rapproc he pas cie ce lle des

triglycérides par exemple . Lors d ' une étude postérieure à la prés ente thèse, il sera peut-être

possib le d ' uti liser cette sé lec tivité du CO2 SC pour obteni r une frac tion exempte de lip ides et

contenant donc un e conce ntration sup ér ieure en com posés tennicid es.

Les extra its p réc éden ts ont été obt en us avec des sol vants peu polaires, y compr is po ur

CO2 Sc. La sui te des essa is co ncerne les solva nts de polari té bien supérieure.

o

20

60

TM (%)

40

o 2 3 4 5 6 7
Jours

8 9 10 11 12 13

-+- SC-As/E x ........ Contrôle -.- Di ète --+- T-H x

Figure 50 : Activité termicide de l'extraits avec le C O 2 SC (SC-As/Ex) de A.
squamosa
(Conc: 10 mg/c m")

IX.2A Activité term icide des ext raits hydroacétoniqu cs de A. indica , A. squamosa ct C.

proce ra par test de non choix

La Figure SI montre l' évoluti on d u taux de mortalité des extraits hydroac étoniqu es en

fon ction du temps, obtenus au cha pitre VIII précédent (acétone/eau , 80/2 0, v/v) (A W-A7lEx :

O,G mg/c m"; A\V- As/Ex : 0,3 mg/cm - ; AW- Cp/Ex : 0,6 I11g/cm 2
) . Le tau x de mortalité en

13 jours cl 'essai es t seu lement de 7 % pour A. indica. Par contre on note une certaine activité

en 13 jours de l ' extrait hydroa cétonique de C. procera AW- 'p/ Ex (TM 47 %). Ccc i
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confi rm e le bon niveau d 'act ivité termicidc de A. squamosa. Dans ces conditions très

discriminantes (0,6 mg/cm "), AW-Cp/Ex est tout de meme bien supérieure ù celle de l-I -Cp

(Figure 46) (TM 19 %), ette activ ité quoique faible de l' extrait pour C. proc'C'ra montre que

les composés actif." seraient plutôt extractibles dans une phase polaire (acétone/eau) ct

j ustifi erait l'inactivité observée avec l'extrait hcxanique, De plus pour H-Cp, on ne peut

exclure la contribution de la dégradation thermique déjà observée pour I-I -As. L'ex trait AW­

As/Ex, présente quant à lui l'a ctivité la plus élevée de la série (TM R7 %. en 13 jours ) pour

une dose appliquée de 0,3 mg/cm? seulement, Li comparer au TM 69 % pour l'huile

correspondante H-As mais à la dose de 20 mg/cm", 11 faut aussi noter que A\V-As/Ex présente

une activité supérieure à celle de l' extrait hexanique (Figure 49) (TM 75 % ; 10 mg/cm"), bien

que cette dernière soit appliquée à une concentrat ion JO fois supérieure. Plus encore que pour

C. J-I1'0ceret , les composés termicidcs de A . SqU(//llOSU sont donc bien plus solubles en solvant

polaire.

Globalement, l' ordre d'activité trouvé est donc le suivant :

AW-As/Ex > A\V-Cp/Ex > AW-Az/Ex .

_----1/
60

40

100

TM (% )

80

10 11 12 13

A W -ExJCp: O,6 m g/cm 2

-.- Oièle

985432o
o

20

6 7
Jours

___ AW -ExJA z: û .Brnq /crn " AW -E xJAs: O.Srnq/cm "

-+- T-AW ......- Co nlrôle

Figure 51: Activité termicidc d' ext raits hy d roacé to n iq ues de troi graines
oléagineuses (AW-AzlEx, AW-As/Ex , A\ V-AslE x, A\V-C p/Ex)
(Co nc : = 0,3 - n,il mg/cm' )
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IX.2.S Activité tcr micide des ex traits hyd r o étha n uliq ues d'aman de de A. indica, A.

squamosa ct C. procera par test de non choix

La Figure 52 mo ntre l ' acti v ité à différentes concentra tions des extraits

hy roétha noliqu es des tro is espèces ret enues po ur l'instant. A très faibl e conce ntration (0,4

mg/cm') l' extra it hydroéth anoliq ue (EW-As/Ex) don ne se nsible ment le même tau x de

mort al ité en 13 jours (6 1 %) qu e l'h uile co rrespondante à 20 mg/cm" (T M 69 %) et l' ext ra it

hexanique (Hx-As/Ex) à 10 mg/cm: (T M 75 %). Ceci confi rme la préférence des composés

termicides de A. squamosa pour un so lva nt po laire, déj à notée (§ IX .2A). Par co ntre, à la

concent ration de 0,9 mg/cm", l' extra it hydroéthanoli qu e de A. indica a donné un TM de 9 %

seulement. Ce résultat est conve rge nt avec les concl usion s faites lor s de l ' étude en milieu

hydroac éionique ; ce s solvants ne conviennent pas pour A. indica.

En fait, les doses va riab les qui on t été appliquées pour la série des tro is esp èces

végétales. sont destinées à permettre la compa raison en termes d 'effica cité combinée au

rendem ent en ex tra it pui sque la concen tra tion a été dé terminée en fonc tion de cette dern ière

donnée. Le mélange EW apparaît donc d'autant plus efficace en terme d ' apt itu de à donner un

ex trait plus act if, que le rendement en extrait est le plus faible pour As . L' inactivité des

extraits de C. procera à 0,5 mg/cm" (1' 1 I l % en 13 jours), con fi rme le résultat obtenu avec

le mélange acé ton e/ au.

Globalement, l' ac tivité des extraits hydroéth anoliques évol ue de la façon sui vante:

EW-As/Ex > EW -Cp/Ex > EW -A lJEx .

A ce stade, il est int éressant d ' étud ier l ' activité des solides ob tenus ap rès cette étape

d 'extraction, ave c différents so lvants, afin de vérifier la prése nce des composés termicides en

fonc tion de J'ac tivité des extraits.
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Figure 52 : Activi té termicide d'extraits hyd roèthauoliques de trois graines
oléagineuses (EW-Az/Ex, EW-AslEx, EW-As/Ex)
(Conc : = 0,4 - 0,9 mg/cm')

IX.2.6 Activité des poudres rés iduelles d'amande de A. sq lUll1lo.m après extraction

La figure 53 montre que l'amande de A. s qll(IJ}/O.\'CI (Am-As) et les solides obtenus

avec l'hexane (Hx-As/S) et le mélange éthanol/eau sur amande (EW-As/S) ont donné la

même cinétique avec un taux de mortalité de 50 % en 13 jours. .e TM est du même ordre de

grandeur que celui du témoin diète, mais on peut remarquer un effet termicide certain après 7

et 10 jours dcssai . On n'en attendait pas main pour l' amande broyée, dans la mesure où

cette activité est ensuite présente dans les extraits . On remarque de plus que la courbe de EW­

As/S est situé au dessous des autres ( 10 %) entre les troisième et dixième jours, ce qui est en

accord avec le fait que le solvant polaire extrait plus ou de façon plus sélect ive les composés

termicidcs par rapport il I' hexane, conclusion des paragraphe. précédents; on s'attend donc à

ce que le solide restant soit moins actif. ce qui semble être le cas.
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Figure 53 : Activité des solides après ext raction

(Am-As, IIx-As/S, EW-As/S, E\V-Asdcf/S)

(Quantité soumise 10 mg)

IX.2. ? Choix du solvant étha nol/cau pour l'ex traction de com posés ter micides d ' amande

de .4. SqullIl10S11.

L ' un des objec tifs de cet te thèse étant de co ntri buer au dév eloppement dur abl e via la

mis e en œuvre de procédés re spectu eux cie l' environn ement, l'éthanol présente des avantages

par rapport à l'acétone :

li peut-ê tre faci leme nt obtenu par si mple procédé de fermenta tio n d' agro- produits

(manioc , maïs par exempl e) alors qu e l' acétone es t plutôt un produ it de sy nthèse

org anique ac tue llement ,

Son coû t es t moins élevé que celu i de l 'a cétone,

Sa toxicité est fa ible en tant que so lva nt industr iel. De plus . seule une composi tion du

bina ire aqueux a été testée ù ce stade ct il es t a priori poss ible qu ' une au tre formu latio n

s ' avère plus r rfonnan te

Ceci j ustifie le choix du mélange éthanol/cau dans la suite du trava il d' ex trac tion de

composés termicides d 'amande de A. squamosa.
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Au regard de cc qui précède, nous pouvons tirer les conclusions suivantes :

L'activité termicidc des huiles des quatre espèces sélectionnées évolue dans l'ordre

suivant : A. SlJ l /{fIl IOSa > A. indica > -'. pro cera > P. biglobosa . Cette séquence reste

valable dans le cas d' extraction en solvant polaire (séquence obtenue en complétant le

résultat de l'essa i normalisé EN I lR avec les tests de scrccning pour C. procera ï

L'effet répulsif des huiles évolue quant il lui de la façon suivante : ...1. indien > C. pr ocera

> A, squamosa > P. big lobosa.

Les composes termicidcs de A. sq ua /1/0,W ne sera ient pas extraits de façon efficace avec

des solvants apolaires comme I' hexane (ou le CO:è SC) mai le sont avec des solvants

polaires ( éthanol/eau ct acétone/eau, RÜ/20, v/v),

La température influe défavorablement sur l'ext raction des composés termicidcs de A.

s q U(/II IOSa,

Pour A, squamosa qu i donne les extraits les plus actifs quel que soit le solvant testé,

l' activité est sensiblement plus élevée en présence d' acétone/cau (TM 87 % ; 0,3 mg/cm")

par comparaison au milieu éthanol/eau (TM 61 % ; 0,4 mg/cm"),

A ce stade, l'amande de A. squamosa paraît être la plus intéressante pour la suite des

travaux et nous avons donc choisi pour l' extraction des composés tcrmicides le mélange

éthanol/eau.

IX.3 E tude de l'activité terrnicide de A. squamosa

Les taux de mortalité élevés observés ci-avant se manifestent après des durées d' essai

assez longues (13 jours), cc qui incite il augmenter l'e ffi cacit é des extrait. soit en optimisant

les conditions d 'extraction (proportion éthanol/eau) ù partir de ramande soit par parti tion

dcxtraits primaires en milieu liquide-liquide dans des solvants de polarité différente,

complétée par une chromatographie pr éparative.

Avant de poursuivre l' étude de linflu cnce du solvant. il convient de préciser les

conditions cie réalisation des tests, du point de vue de la dose d' extrait qu'i l serai t préférable

de mettre en jeu,

IX.3,1 Effet de la d èlipidation préalable de l'amande de A. squamosa

Tout d'abord , il faut rappeler le fait que les extraits des essais précédents (lX.2,J) ont

été bien souvent comparés pour des dépôts de masse di fférente (0,3 à 20 mg/cm"), les doses

app liquées obéissant à des objectifs spécifiques de chaqu e partie du travail. elle série

d 'essais permet de comparer les différents extraits de A. squatnosa dans des conditi ons de test
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rigoureusement identiques, ce qui n'était pas possible à partir des tests pré cédents. La dose

maximale qui paraît po ssible po ur tou s Ics extra its étant limitée à la mg/cm" (§ paragraphe

. uivant), il a été décidé de s'en tenir à ce tte concentration qui est la plus proche possible de

ce lle recommandée par la nonne EN 599-1 (c lasse d ' em plo i 1).

'c tte étu de a été réali sée sur l' extra it hydr o éthanoliqu e 80/20 (EW-As/Ex) déjà étudié

auquel on a joint l 'extrait obtenu avec ce m ême solvant mai s à partir du solide résultan t de

l'ext ract ion préalable avec l'hexane (EW-Asdef/Ex) ain si qu e l'extrait résultant de ce tte ét ape

intermédiaire (H:-As/Ex) . La Figure 54 permet de vérifier par rapport aux essais précédents

(§ lX .2) que la concentrat ion a un effe t important sur l'activité comparée de s extraits

hexaniqucs et hydroéthano1iq ues .

L' activ ité de l'Ix-As/Ex n ' est pa s négligeable mais la morta lité n ' at te int pas 70 % en

l a jours pour la mg/cm", La délipidation préalable paraît qu ant à elle amél iorer l'ac tivité

puis que l' extrait (E W-A sde f/Ex, Conc : 10 mg/cm") obtenu sur amande délipi d ée, présente un

T M en 7 jours de 99 % contre 87 % pour l' ex trait (EW- AslE x, 10 mg/cm") obtenu sur am ande

non d élipid ée. La délipidation permet donc une co ncentra tion plus im por tante de s co mposés

ac tifs dans la matrice végétale par le si mple fait de l'absence de l ' huile neutre . Ceci perm et

d 'envisager la récupération de l'huile de cette amande, indépendamment de son exploitation

comme source de produits insecticides mai s aussi de produits nutraceutiques (stérol s,

toco phérol s) (§ Chapitre VII).
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Figure 54: Activité terrn icid e des extra its co ncentrées à 50%, m/m
d'amande (E W-AslE x, H x-As/E x, E' ''-AsdefïEx)
(Conc : = ]0 mg/cm ")
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IX.3.2 Effet de la varia tion de la proportion ét ha no l/cau sur l'activité terrnicide

Nous allons maintenant essayer d'optimiser l'un des paramètres importants d'un

procédé d 'extraction des composés termicides. la polarité du solvant. Les cinq extra its

préparés. éthanol/eau 100/0. SO/2n, 50/50, 20/80 , 0/100, ont été soumis au lest de non choix ft

la dose de 5 mg/cm". En effet, la concentration de 10 mg/cru ' qui a été utilisée au paragraphe

pr éc édent ne permettra it pas de bien discriminer les extraits.

La Figure 5:' mont re que l' extrait F w -Asdef/Ex, 80/20 a donné le taux de mortali té le

plus élevé en 7 jours (94 %) . Viennent ensuite success iveme nt les extraits obtenus avec les

mélanges éthanol/cau 100/0 et 50/50 (64 % en 7 Jours). Les mélanges 20/80 et 0/100 ont

donné le. taux de morta lité les plus faibles pendant la même durée (51 et 34 %

respectivement). L'ac tivité évolue en fonction J e la proportion éthanol/eau de la façon

suivante : 80/20 > 100/0 = 50/50 > 20/~ 0 > 0/100 sur une plage de TM de 94 Ù 34 %.

L'activité rermicide ne semble donc pas évoluér en fonction de l' augmentation de la

proportion d 'eau. Le transfert de composés actifs sera it donc limité par une polarité supérieure

du solvant d'ex traction, néanmoins l' absence d'cau (cas de l' éthanol pur) n' est pas non plus

favora ble il l' augmentation de l'activité. Il conviendrait clone d'explorer la zone autour de

~W/20 dans la suite qui sera it donnée il ce travail. 11 faudra it aussi étudier les condit ions de

réalisat ion des lests de façon plus détaillée. notamment les seuils de fficacité.
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Figure 55 : Activité terrnicide des extraits hydro éthanoliques d 'amandes de
(EW-Asdef/E x) obtenus avec différentes proportions éthanol/e au :
(] 0010, SO/20, SO/50, 20/S0, 0/] 00)
(Colle: 5 mg/cm ')
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Nous avons déjà observé l'importance de la dose soumise au test de non choix ( ~

IX .2A et IX.2.5). la quantité déposée est limitée par la solubilité des extraits dans le solvant

d dépôt si l'on s 'en tient à un dépôt en une seuil' fois afin d'éviter un éventuel effet de

chromatographie qui aboutirait à une répartition non homogène de la matière active sur la

surface du support de cellulose . Le volume déposé qui doit rester constant est fixé à 20 III par

le protocole en vigueur dans le laboratoire de Préservation du Bois du Cirad. En

conséquence, en utilisant des solutions plus diluées que celle à 50 % rn/m, on peut faire varier

la gamme d' extrait déposé de a à 10 mg/cm" Il faut remarquer que ce dépôt maxim um

autorisé par notre protocole de la mg/cm? (soit 100 g/rn") est la moitié de celui recommandé

par la nonne Et . 599-1 (classe d 'emploi 1) qui est de 200 g/m".

IX,3.3 Déterminatio n du seuil d ' efficacité des extraits hexaniq ucs et hy d r oét ha noliq ues

d 'a mande de A. squamosa.

Après avoir montré l'importance de la polarité sur l'extraction des composés

rcrrnicides, nous allons maintenant évaluer le seuil d ' efficacit é des différents extraits. Le seuil

d'activité est défini comme l' intervalle de concentration entre l'activité la plus forte et la plus

faible observée lorsqu 'un des extraits atteint le seuil limite de mortalité (l00 %) au cours du

test. Pour évaluer le seuil d'efficacité des différents extraits, nous avons testé trois

concentrations à savoir : 10; 5 et 1,2 mg/cm". Nous pouvons noter qu' à 5 mg/cm", l' activité

obtenue en 7 jours (TM 95 %) est sensiblement la même que celle précédemment obtenue (§

IX .2A) pour l' extrait semblable (EW-Asd ctïEx, 80/20, TM 94 %), cc qui permet de vérifier la

répétabilité de nos mesures.

IX.3 .3.1 Seuil d ' efficaci té de l'extr ait hex a n ique d e A. squamosa obtenu à 20 oC

la Figure 56 montre que le seuil d'activité pour lextrait à 20 "C est situé entre f - 10

mg/cm". Le seui l d'effi cacité des extraits hexaniques à froid (Hx-As /Ex) est assez élevé et

dénote la concentration relativement faible des compos és tenni cides dans ces extraits.
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Figure 56 : Activ ité tcrrnicide d'ex traits hexaniques de A. squamosa (Hx-As/Ex) en
fonct ion de la dose appliquée
(Conc : 1,2 5 10 mg/cm')

IX.3.3.2 Seuil d'efficacité d'extraits hydroéthanolique damande de A. squamosa.

La Figure 57 montre que le seuil d' efficacité pour l'extrait hydroéthanolique (80/20)

sur amande de A. squamosa est situé entre 1,2 - 5 mg/cm", donc au-dessous de celui trouvé

pour l' extrait hcxanique.
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Figure 57 : Activité ter m icide de l'extrait hydrn èthanol iquc (80/20) sur amandes de
A. squamosa (EW-As/Ex)
(Cnnc : 1.2 : ~ : 10 mp /em 2

)
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IX.3.3.3 Seuil d 'efticacité de l' extrait hyd roétha nolique sur a ma nde délipidée de A.

squamosa.

Sur la Figure Sg , le seuil d'efficacité de l' extrait obtenu sur amande délipidée (EW­

Asdef/Ex) est mani festement inférieur à celui des extraits obtenus sur amande non délipidée

(situé à 1,2 - 5 mg/cm"). Il est dommage que le dépôt à 0,4 mg/cm? n'ait pu être exploité pour

cet extrait. car le TM de lOO % obtenu en seulement 7jours laisse croire que le seuil

d'e fficacité serait dans ce cas 0,4 - 1,2 rna/cm' . Cela confirm e l' effet positif de la délipidation

préalable (§ lX.3.1) sur l' extract ion des composés termicides. Cette série d'e ssais confirme

l' efficacité supérieure de l'extrait hydroéthanolique 80/20 sur amande d élipidée, avec la

séquence EW-Asdcf/Ex > EW-As/Ex > Hx-As/Ex.

Le fait d'avoir cla irement étab li l 'a ctivité la plus élevée pour l'e xtrait

hydroéthanolique (ETOH/H20, 80/20 v/v) obtenu à partir d ' amande délipid ée a aussi montré

les limites que lon pourrait attendre d 'tm proc édé simple d' extraction.
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Figure 58 : Activité term icide d 'extraits hyd roétha noliq ues su r amandes d él ipid ées
(E\ " -Asdcf/Ex)
(Cunc : 1,2 ; 5 ; 10 mg/cm ')
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IX.3.4 Activité tcrmicide de fraction s dérivées d 'extraits d'amande de A. squamosa.

II était clonc intéressant de chercher il obtenir des extraits plus concentr és . Cette

démarche a permis de débuter un premier travail d 'identific ation des molécules actives

exposée. au chapitre VIII ct de disposer d'extraits plus actif.".

Deux voies basées sur des protocoles experimentaux cie la littérature (Fang-Rong el

al.. 1999; Shaj naj et 01., 2003 ) concernant les graines de A. squamosa ont été expérimentées :

l' une consiste à appliquer s équentiellernent plusieurs solvants en partant de r amande

broyée, la clern ière étape consistant en une partition entre deux solvants de polarités

différentes (hcxane. éther de pétrole, chloroforme, m éthanol) ,

l'autre est basée sur le fractionnement (colonne de silice) cie la P-MeOH.

Ces deux protocoles sont détaillés en partie Matériels cl Méthodes (~ Chapitre V).

1es rendements pondéraux notamment ont été exposés au chapitre VIII précédent.

IX.3.4.1 Activité terrnicide des phases obtenues par parti tion liquide-liquide de l'ex tra it

hydroétanulique sur amande de A. squamosa

Sur la Figure 59, les conccntrats à 50 % rn/rn obtenus dans les deux phases éther de

pétrole (P-PE) et chloroforme (P-CIICI3) présentent une évolution similaire du T 1 en

fonction du temps (64 % en l a jours). Il faut remarquer que lactivi t é de la phase P-EP est

semblable à celle de l' extrait hcxanique il 20 0 ' Hx-As/Ex (TM 68 %) ( ~ IX.2.3.2). A

polarité semblable (hcxanc : éther de pétrole), l' activité termicide est donc la même ce qui

montre la répétabilité des résultats. Cela montre aussi que les molécules supposées actives

auraient un caractère arnphiphile car elles se sont solubilisées Je façon équivalente (TM 64

%) il la fois dans une phase apolairc (éther cie pétrole) et dans une phase plus polaire

(chloroforme). Cette méthode a permis il Shajnah el al. (2003) d'enrichir la phase P - CI'ICh

en ac étoa énincs el cie procéder par fractionnement à l 'isol ation de Annotemoyin - 1.

Mais dans le cas présent, le taux de mortalité causé par 1" ensemble des ac érog énincs de

la phase P- HI,1 en la jours n'étant que de 64 % pour une dose appliquée de JO mg/cm ", nous

pouvons conclure que ces ac étog éniucs présentent une activité tcrmicide assez faible. l ' OUS

avons alors cherché un autre protocole permettant cie purilier cette phase de chloroforme

(Fang-R eng et al., 1999).
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Figure 59 : Activité terrnic id e des phases (P-CHCI-" P-EP), obtenues par partition
liquide-liquide de l'extrait hydroétanolique sur amande de A. Sq ll1l1l10 SlI

(Conc : 10 mg/ cm'),

IX.3.4.2 Activité termicide des phases issues de la partit ion dans le méthanol et l'hexane

de la phase chloroformique de A. squamosa

Trois concentra tions ont été testées pour P-McOH (l,2 ; 5 ; la mg/cm") afi n Je

d ét rminer Ic seuil d 'eff ic acit é de ce tte fraction et de comparer ensui te av ec celui de l' ext rait

hydroéthanolique de dépar t ( W-As /Ex et EW-AscleUEx). La phase enrich ie en acétogénines

(P-J'vIcO H) a donné un TM de 100 % et Ra %, en 3 jours res pec tivement po ur les doses de la

mg/cm? et 5 mg/cm". 11 est donc clair que la ph ase méthanolique co mport e le plus de

composés termicides et le seuil deffi cacit é est s itué en tre 1,2 - 5 mg/cm: (Figure 60). Par

contre l'activ ité de la phase appauvrie en ac étog énines P-Ilx Ù 5 mg/cm" présente un taux de

mortalité en 3 jours de 35 % (Figure 6 1). Le seu il d ' e fficacité es t donc largement supérieur ù

1,2 - 5 mg/cm". Mais cette activité résiduell e est ce pendan t no tab le au dixième jour (T 1\t1 74

%) ct serait à reli er au ca ractère amp hiphile des composés term icidcs capables de sc partager

entre les deux phases (§ IX.3.4 .1) .
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Figure 60 . ctivité tcr m icide de la phase (P-i\leOH) enrichie en ac étog énine

dextralrs d'amande de A. squamosu

( one: 1,2 ; 5 ; 10 mg/cm ').
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Figure 61 : Activité terrnicide dc la phase (P-Hx) appauvrie en acétogénincs
dextraits d'amande de A. squamosa
(Conc : 1,2 ; 5 mg/ cru').
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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.

Troisième Partie : Résultats et discussions



199

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.

Troisième Partie: Résultats et discussions



Conclusion générale

202

CONCLUSION GENERALE



203

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

8 7

i 1 1

6
i

5 '
1

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

Annexes



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.




