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INTRODUCTION

Le Manioc est une culture de subsistance typique des pays en voie de développement.La
iechnologie alimentaire reste une technologie artisanale mais permel toulefois de maintenic une
activité socin-économique importante dans 1es zones rurales od fe manioc est produit.le CEEMAT en
collaboration avec TINPT {Institut Hational des Plantes & Tubercules) au Togo a &tabli un programme
sur la méram' .aﬁnn de 1& trans fcurmatir.-n du manioc en gari.La mi__.e au pm nf du r:h p ﬁn mer:quzfe

Fia ree] ext &N COUrs &l TrJng actuellement.

Le procédé mis en euvre a trojs objectifs princ paux:

+transformer 1a matiére premigére en un produit stable de longue conservation,

+Elaborer un produit final avant 1es mémes qualités organoleptiques et le méme aspect
gue 1e produii tradifionnel,

+obtenir des taux résiduels de cyanure danz le gari présentant 1e moindre risque.

C'est ce troisidme point qui fait actuellement 'objet d'une etude consiztant &
+doser les composés cyanogénétiques dans le manioc et durant le prun gssls de
transformation,

+&tuder les différents mécanismes de détoxification,

+étudier Vinfluence des différents traitements ?E-thr:nmgxqu 5 effectuds dans 1a ligne de
transformation sur 1es fensurs &n rs}mpuﬂe:x:uanngerm-thuw

Or ceci n'est possible qu'avec une méthode de dosage fiable et trés reproductible Clest
ai nsi qu'est née la collaboration CEEMAT et ADB pour la mise au point d'une méthode analytique de

pzage des composés cysnogénetiques facilement appliquable en site reelC'est au sein de celle

ar;:m:mhun que e stage 3'est dérould sur les thémes suivants:

+rmize au point d'une technique analutigue pour 1e dosage des cyanures |

+E|Da&gc des composés cysnogénétiques du manioc au cours d. umfurmahun &n gari.

Ce stage dans un contexte plus général, a anlemf-n’r permis une appproche plus vasie des
différentes techniques utilisées en bischimie alimentaire



I COMTEXTE GEMERAL

1.1 LECIRAD

Le CIRAD est un Etablizzement Public & Caractére Industriel et commercial qui reqroupe
dans un méme organisme onze départements et secteurs de recherchell s'est organize autour de
Vancienne structure par "Instituls” avec:

-des départements par filiére produit:IRCC{Café-cacao} IRAT {Cultures vivrigres) |RF&
{Fruits et agrumes) ...

-des départements ayant une approche plus "horizontale” c'est-d-dire sans se limiter &
une filiére produit:DS&{Systémes agraires) CEEMAT {Machinisme agricole technologiz alimentaire)

& coté de ces départements existent Tes laborateires de Services Communs dont les
laboratoires d'dnalyses Organiques ef Biochimiques (ADBY Analuses Minérales des Plantes (AMP) .

) Le CIRAD est Tun des principaux oulils de la coopération frangaise en recherche-
developpement dans les Pays en Yoie de Développement.

Le principal centre métropolitain se trouve a Montpellier avec quelques 350 employés et
58 laboratoires Le CIRAD est également implanté dans 1'ensemble des régions chaudes soit par des
centres propres & chaque département soit associé 4 des organismes locaux en assurant une assistance
scientifique et technigue.

Les types dimtervention s'articulent autour des trois mizsions principales suivantes:

-Recherche,

-Formation,

- Développement.

1.2 LE LABGRATOIRE ANAILYSES ORGAHIOQUES ET BIOCHIMIQUES

Le laboratoire A0E est un laboratoire commun d'analyses utilisé par les différents
departements du CIRAD Les domaines d'intervention de 1°405 sont:

-lamaluse,

-1a méthodelogie et 1a recherche,

-la formation.

L'équipement varié du laborateire en mouens analytiques permet de faire des analyses dans
des domaines divers ainsi, peux-t-on citer:

-#naluseur d'acides amings DURRUM D500

I permet de faire des contriles de qualité protéique en éudiant par exemple 18valution
des acides amingés dans un matériel végetal qui a subit des traitements fechnologiques spéciauxcetie
technigue intervient dgalement dans le cadre d'utilisation des acides aminés Tibres en tant que marqueur
riochimique.

~Chaine HPLC BECKMANN

Cette chaine est destinde & T'analyse des acides organiques des sucres des wilamines et des
acides aminés.

-&uto-analyseur TECHNICON

Cette technique,basée sur des réactions colorimétriques permet d'effectuer des dosages de
différents composés organiques fels que T'amidonles sucres solubles. de mesurer Tactivité
denzymes...

-Spectrophotom@tre de masse YARIAH

{1 ezt utilisé pour la détermination d'excés isotopique d'szote 15,

Les principales miszions dans les domaines de 1analuse ot de 1a méthodologie consistent en:



D)

- une déter mination de constituants organiques,

-une rmise au point de méthodes analytiques pour les départements du CIRAD qui n'ont pas
de matériels adaptés,

-des travauy effectués 4 la demande d'organismes extérieurs.

En conclusion,'A0B est 4 1a fois un laboratoire de service ayant une expérience étendue
sur un arand nombre de technigques et un partenaire dans des programmes édifiés par les différents
départerments du CIRAD ou d'autres organismes Yoici quelques exemples de collaboration:

_IR&T"Influence de la teneur en arginine sur les boutures de canne & sucre “in
witro"{ 1984)

-SIARC:"&jout de grains criis su cours du brassage du sorgho”( 1934}

-CEEMAT Cette collaboration a &t& établie & deux reprises:

+"Recherches d'alternatives fechnologiques pour 1Thudrolyse enzymmatique de Vamidon de
ranioc”( 19827 16 but stait de proposer des solutions originales d'hydrolyse en auant recours aux
matiéres premigres locales différentes sources enzymatiques ayant &ié envisagées,

+"Dosage des compoesés cyanogénétiques”™{ 1 985,311 s'agit surtout d'une mize an poind de
méthodes analytiques & partir de celles déja connues alliant 1a facilité de mise en euvre exactitude et
1a reproductibilité.

Dans les dewx cas,1'A0B & &8 utilisé comme appui analytique en apportant le matériel et
Vexpérience appropriés et comme laboratoire d'accusi] pour des manipulations.
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21LA TRAMSFORMATION DU MANIOC EN GARI

Le manioc est une plante tropicale semi-arbustive d cycle pluri-annuel dont 1es racines
peuvent étre destinées & V'alimentation animale ou humaine.

Actuellement,le manio: dont ta production annuetle est de Tordre de 115 millions de
tonnes et dont 90% 2ont réservés & 1'slimentation humaine est 1'aliment de base pour prés de 200 3
Z00 millions de personnes.

Méanmoins, le manio présents Ta deuble particularité suivante:
-d'8tre un produit hautement périzsable dés sa récolte,ce qui nécessite un traitement
iechnologigue dans Tes 43 heures |
-de présenter un certain degré de towicite due 3 1 p'
3 1

ence  de  composés
cuanogénétiques Ceud-oi e décomposent en cuanures a Verigine de trés grav

E3Ence
sques dintoxification.

Les populations autochtones ont su trés 6t développer toute une série de technologies
permettant de stabilizer le produit et de diminuer les teneurs en cyanures.les lechnigues
traditionelies qui utilisent seules ou  asssociées des P\‘apH comme 1e rouissage la fermentation,le
broyage 1'2bullition le séchage. sont nombreuses et varides.

Parmi ces technigues certaines connaizsent une diffusion importants comme la fabrication
du gari en Afrigue del Tuest.

i constitud d'une sorte de semoule, consomné comme aliment de
i pcrh:an source de calories) La transformation du maniec &n

ari est actuellement effectuée de maniére traditionnelle dans tﬂutv *&frigue de 1uest.Le programme
jr:.rﬂnppe pat le CEEMAT consiste & mécaniser ces techniques tout & fait sommaires.

Le GARI est un produit s
baar:- dans de nombreux plats africains(

2.1 LE PROCEDE TRADITIONHEL

Les differentes étapes rencontrées dans le procédé traditionnel sont présentées dans le
flow-sheet donné ci-aprés.

Toutes ces étapes,relevant exclusivement du secteur femininzont simples
nécessitent aucun matériel &laboré ni énergie particuliére.. Cependant ces tec chiques

~dernandent un effort trés pénible,

-pozent des problémes de quantité et de qualité du produit final,

-ne peuvent se développer en 1'état au stade artizanal ou semi-industriel.

i ne

b

Méme s Ta production par tes structures informelles permet T'approvisionnement des
willes et grozses bourgades i1 est absolument nécessaire de:

-y alurwer le savair-faire traditionnel,

-développer Vartizanat agro-alimentaire,

-favoriser une activité économique en zones rurales,

-faciliter e iravail des fermmes.
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Z.2 LE PROGRAMME CEEMAT

-~

Le projet consiste a proposer une ligne de iransformation modulaire du manioc en
gari alliant tr‘-chnm"glw nouwvelles innovations et saveir-faire traditionnel c'est-4-dire 4 mécanizer 1a
production de gari grice & la mise au point d'un procédé par équipements modulaires,powvant
fonciionner en continu 2t permetiant dobtenir un produit final identigue au produit traditionne

ce programme deit permetire de:
-valoriser 1e savoir-faire traditionnel,
-assurer 'assistance e Ta formation nécessaires,
-concevoir des équipements compatibles avec les r:rzdmurm de développement des Pays en
eloppement{ taille colit. )
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Quelques  opérations ont spécialement &ié refenuesa partir des Desoins exprim
localement de rnamr"*rf: g apporier des réponses aux goulots df-franqlvrru:n’rﬁ relevés fussi seu
apEt 3 13 j rapage,pressage emottage-deéfibrage cuissen ef séchage ont-elles &8 mécanisées |
premi rt rmps.

) Dautre part,pour prendrs &n comple les aspects énergétiques,un procéds de fermentation
méthanique en conting par 1a technique du digesteur "TRAMSPAILLE" 4 818 retenu.

Cela permet de waloriser les déchets sous force de biogaz qui alimente un groupe
glectrogéne permettant Vautonomie énergétique de Ta Tigne du point de vue mécanique.

La démarche suivie a &8 1a suivante:

-analyse des technologies iraditionnelies et inventaire des differentes solutions
technologigues pmpc-:s—ées

-conception et tests des équipements en France

-transfart dr:-’f. E.q uipements et suivi ex nET 1mPnful chez un parienairve scientifigue en
régions chaudes institut National des Plantes 4 Tubercules & LOME(TOGOD).

En conclusion les équipements proposés font Vobjel depuis Mai 1986 d'un suivi
experimental en conditions réelles d'utilisation.Les premiers résultats montent 1s fiabilité des choix
techniques retenus Méanmeins le probléme de 1a toxicité du manioc reste posé Aussi la poursuite de
ce programme reste-i-slle nécessaire sur les aspects déloxification,afin de garantir des taux
réziduels de cyanures mindmes.

2.3 TOXICITE DU MaNIOC

Le caractére toxique du manioc est di & 1s présence d'acide wanhudriqu# HCH dans les
5 CUSNUes ne se trauvent pas 4 1'&tat Tibre dans Te manioc mais 4 1état 19 zous forme de
cyanogénétiques.

D'une maniére pratique,on rencontrs deux qrandes varigtés de manioc:

-manioc “amer” riche en composés ¢ uarmqenphqu,- y

-mmanion "doux”, pAUVIE 8N GBS COMPosEs.

Cetie classification est cependant bien arbitraire car les ieneurs en composes
cyanogenétiques sont grandement influencées par les conditions culturales, climatiques Jdaphiques...

Enfin,malgré leur caractére toxigue les wvariétés améres sont de loin les plus

cultivées Elles offrent de meilleurs rendements,une meilleurs résistance aux prédateurs,une qualité
organeleptique du produit final plus appréciée...

Leg composés  cyanogénétiques  sont  principalement 1z linamarine {de 95 &
'rr‘: ment 1a lotaustraline Ce sont des hétérosides (B-nlucosides) constitués d'un sucre
e formuie générale:
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R1 0 - Sucre
LY /,--" R i R = =Haryle
L Sucre=qlucose. ..
Py ‘\\
Rz7 Sgzn

Dans 12 cas du manioc,les composés cyanogénétiques sont:

OH

LikAMARINE LOTAUSTRALINE

Ces qlucosides ont pour précurseurs des acides aminés: ex. la L-valine pour la
Tinamarine De plus il semblerait que Ta biosynihése s'effectue essentiellement au niveau des feuilles
{riches enacides amings) et que Te glucoside formé soit par 1a suite transporie dans toute 1z plante et
en particulier, dans les racines pour y &tre stocke.

Pour la racine,il existe en plus un gqradient radial de concentration allant de
Vintérieur{cortex} & 1a périphérie {écorce) ainsi qu'un gradient longitudinal (Vextrémitd de la
racine &tant pluz riche en cyanoglucosides}.

Quelques valeurs {(daprés DE BRUIJN, 1971} en poids frais:

-&corce: 400 3970 ppm d'HCH, '

-cortex:36 & 240 ppm d'HCH.

Ces mmpnségs cyanogénétiques subissent une déqradation dés V'arrachage des racines du
s0l Cette degradation se déroule en deux étapes qui sont 1es suivantes:

1 1hudrolyse enzymatique sous 1'effet d'une enzyme endogéne la linamarase:

Linamarine =g Cyanohydrine + Glucose

2dizsocistion chimique aboutizsant & 1a formatioon d'acide cyanhydrigue:

J
CyYnohudring ee————pe HCH + Cétone
Enfinsi la toxicitd des composés cyanogénétiques comme des cuanohuydrines reste
potentielle la présence des cyanures pedt conduire § des intoxifications importantes:
< 50 ppr:non toxique,
504 100 pprcmoyennement tocique,

100 pprdangereusemnent toxique(la dose 1éfale est de S50 & A0 mg pour un homme
adulie).

Des intoxifications chroniques conduisent &:
-blocage de 1a glande thyroidienne d'ol risques de goitres,



-crétinizme démuyélination.
2.4 MECANISHMES DE DETOXIFICATION

Commme i1 a i@ dit précedemment les commposés cyanogénétiques subissent une dégradation
importante Les différentes voies de detoxification sont les suivanies:

Ry {1- Susre

(Hg 0-H* dilué l ( Linararase )

b

",

PI OH
H _r"" k"'.__
-.,‘- ./ ‘.,.' _
L. L=0
TN 'y
Ry ™o Ry
+ + + x
+
Suepe Suirs Suire |
u+
+ o 3
Suare
: .3
J ”H-l- _.j
HEN ; HCH ' i
§ Ry __ _ CO0H
-5.1.."._ _f:‘f
~"!’}-‘\.k_
Rs “OH

Dans e cas de la transformation du manioc en gaei seuls 1z woie enzumatique © nous
intéresse La linamarase est une enzyme endogéne dont 1'activité est maximale sous cerfaines conditions:
pH =5.5-5; 1*=37°C L'hudrolyse enzymatique est suivie d'une dissociation chimique qui peut Efre
énalement enzymatique cette dissociation se fait & pH supérisur & 5.5.

Les cyanohydrines sont trés instables & un pH woisin de 11 et se transforment en HCM
towique mais volatile (17=26°C} el soluble donc facilement 8liminable par Tavage ou évaporation.

Ainsi, pour obtenir un produit fingl de bonne qualité donc de faible toxicitéd il convient de
favoriser:

-Vhydroluse des glucosides,

-la dissociation des cyanchydrines,



-V'évacuation de HCH par lavage ou évaporation.

Ces considérations sont & prendre en compte & chague étape de Ta transformation du manioo
ef gari A savair:

-lavage des racines entidres,

-au niveau du ripage:celui-ci permet de mettre en contact 1a linamarase et son substrat
{1alinamarine) et ainsi de dégrader 12 glucoside plus rapidement,

-au niveau de la fermentation:la dégradation des glucosides se poursuit danns celte Etape
mais compte-teny des variations des conditions phusico-chimiques de la pulpe{baizse du pH aux
environs de 4 au bout de 24 h),cette tape est limitante fant pour Tactivité enzymatique de la
linamarase que pour la dissociation chimique des cyanehydrinestoutefois pour améliorer cette
gtape quelques techniques simples peuvent ire appliquées:

#lavage de s pulpe avant fermentation,

saddition d'eay ,

*addition d'enzymes exogénes,
*honne aération facilitant 1'évacuation d"HCH.

-au niveay du pressage:il permet d'@liminer avec les jus de pressage,une grande quantité
de cyanures,

niveau de 1a cuisson:la termpérature qui est trés élevée permet d'évacuer HCM qui est

trés *.-'r.-latﬂe.

Enfin,'objectif des travaux actuels conduits par 1e CEEMAT et 1e sevice AQE consistent &:

-connaitre 1infl ugnce des différents traitements fen,hrn:nlaglqu& de 1a liane existanie sur
1'&limination des composés cyanogénétiquas,

-apporter des solutions simples aux procédés traditionnels peur réduire 1a toxicitd,

-rechercher des solutions & 1'échelle semi-industrielle en particulier en utilisant des
souches microbiennes exogénes etudiges par aillaurs.

De ce fait, des méthodes analutiques doivent 8tre mises en ceuvre pour déterminer les
cyanuies sous les trois rnrmeis,dam des conditions de réalisations simples pour &tre développées in sity
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3 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DES DIFFERENTES METHODES
DE DOSAGE

Les recherches sur la toxicité des cyanures les dosages des composés cyanogénétiques sont
importantes surtout dans les pays en rapport direct avec ces problémes.Un nombre important de
méthodes de dosage wariées ont 818 proposées & ce sujet  dans des publications Cependant ces
techniques,si elles permetient une approche trés juste du probiéme et donment des résultats
exacts sont souvent sophistiquées.

3.1 PRINCIPE GENERAL DES DIFFERENTES METHODES

Compte-tenu du mécanizme de dégradation des composés cyanogénétiques vu précédemment
Awus les dosages des cyanures sont bases sur le principe suivani:

EXTRACTION DES COMPODSES
CYANES

HYDROLYSE k
ENZYIMATIOUE |
.’
[ DISSOCIATION DES CYANOHYDRINES (pHa11)
.

¥
[ DOSAGE DES 1OWS CYANURES PAR DIFFERENTES TECHMIGUES J

3 AR R RS
e i Lot et et Ll
?1":" I

Cyanohudrines

FEmErgue Ies JUEGTITES respeciiVves G chague forme sont obienves ooy STTErsncs.

3.2 METHODES DE DOSAGE DES I0HS CYANURES

Le dosage des ions cyanures peut s'effctuer & deux niveaux:
-CH™ Tibres,
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-acide cyanhydrique issude CHT:CNT + HY — HCH

Lesmethodes de dosages sont nombreuses et peuvent gtre reqroupées de 1a maniére suivant:

gMEthodes titrimétiques

-titrarion des CN™ avec AqNOz{INGERSOLL et Coll., 1983],

-titration au sel de nickel-Titriplex,

= méthode de détection:réaction au sulfure de cuivre avec formation du complexe
cuprocyanate (CHARLOT, 1 973},

zMéthodes colorimétriques

-dosage & la chloramide T et a la puridine bispyrazolone ou & Tacide
barbiturique{COOKE, 1978}, . _

-dosage au picrate alealin (IKEDIOE] et al, 1980,

sMEthodes électrochi miques

-dosage aver une Electrode spécifique (INGERSOLL et Call 1953}

zMéthodes par chromatographie gazeuse (MOTA,1982)

En réalité seules deux technigues sont wvéritablement utilisées lors e
analyses;ilz'agit de Vionométrie et de 1a colorimétrie.

diverses

L
o

3.3 METHODES DE DOSAGE DES COMPOSES CYANDGENRETIOUES

Ces méthodes permetient de doser les trois formes de ccomposés dont la linamarineCe
dosge est rendu possible grace & des réactions enzymatiques de divers types.En effet,]'hydrolyse du
alucoside peut s'effectuer par diverse méthodes:

-hudrolyse acide,

-auto-hydrotuse:la linamarine est dégradée par 1a linamarase endogéne;l'suto- hudrolyse
st en général précédée d'une distillation pour séparer 1'acide cyanhudrigue 1ibéré le dosage s'effectuant
enzuite par réaction colorimétrque au picrate alcalin,

- hydrolyse enzymatique sous 1'action dune enzyme exogéne aprés inactivation de 1'enzyme
endogéne;pour ce procédé deux types de réactions colorimétriques sont possibles suivant Te type de
dozage effectué:

+dogage rmanuel au picrate alcalinou @ la pyridine purazolone,

+dosage avtomatique & 1a pyridine purazolone.

Les principales propriétés de ces méthodes sont présentées dans e tableau donné plus
loin.

i1 a &té récemment proposé une autre méthode pour 1e dosge de 1a linamarine 1 2'agit d'une
chromatographie sur papier basée sur une réaction avec la p-anisaldéhyde Cette méthede a la
particularité d'8tre utilisée pour tous les tissus animaux et vegétaux{ZITNAK,1977).

En réalite toutes ces méthodes se heurtent 3 des problémes existant 3 trois niveau:

- hudrolyse compléte des glucosides,

-izolement du cyanure & partir du mélange,

-déter mination des cuanures.

C'est 1a méthode autolytique qui pose 1e plus de problémes et c'est elle qui est 1o moins
utilisée Toutefoiz guelques améliorations ont pu &tre appertées  en remplacant le systéme de
distillation par T'utilisation d'un récipient contenant de 1'hudroxyde de sodiumCe dernier pigge les
cuanures libérés lors de 1'hudrolyse, pendant les 183 24 heures d'incubation.



12

Auteurs Réactifs | Matériel | Equipt Mbdj] Sensib) Inconvénients
-hydrolyse
& incompléte
i - 001 A1 -variations d°
T Acide Maniog | —PeCiro- =T lactivité de 1enz-
gl wnnp_c H_"]d_e frais  |photométre| - valml | yme
Ll 1]_'5;'13:3%“ . Picrigue 530 nm -langue pério-
I‘ ' 3 ] = . -
¥ | 1'acide dans x;utl de _d ,]er;?:]t‘ ::;;nn
EEi Eigﬂﬁte 4 secondaires
H
Y o Interférences
D Bicrate ”?:}T Spectro- limite d&) entre picrate
R1 IKEDIOBI o ih photometre détection| et acétone:
0 jogn | AN o nits | 400040 aqe | variation de
L dorivs wgdml | 142 Fdu
: résultat
ot
E
E N -
i toxicite des
Z _ produits utilises
) uridi Maniog | #U10- TrRtheits nar
M| PODMAN Puridine fr;is analyser 0.4/400 fgﬂr?:nhaﬂrii Fl:’?;m
i purazalone § Techmicon | 300] pgsm) | continu}
] HM:’.‘ Froduits . HAA e dinterfar -
| 1264 fos ences hydrolyss
a derives en 5 min
Li -systeme clos
£ { pas de perie en
HC M}

3.4 EYOLUTION DES METHODES AU LABORATOIRE

Un des problémes posés par le dosage des composés cyanures est le suivant : comment faire
face & la perte en ions cuanures sous forme d'HCN?

Des éléments de réponse ont été apportés au fur et & mesure des recherches.|l s'agit
surtout d'une évolution dans 1a mise en ceuvre de nouveaux procédés intervenant Tocalement sans
modifier le  principe du  dosage ot danz le sens de TVamélioration des conditions
d'expériencel rapidité automaticité..)

Les travaux de J. ROMERD {laboratoire AOB) donnent Vexemple damélisration du
procédé En appliquant 1a méthode uiilisée en respirométrie appliquée aux sols ou les carbonates
JAransformeés en CO7 sont récupérés par piégeage dans 1a soude,il est possible de transformer les ions
cuanures en HCM gazeux puis de les pigger dans 1a soude en vue du dosage.

Le dosage utilisé est basé sur une réaction colorimétrique et effectud sur Autoanalyser
TECHNICON.

Deux procédés ont &8 successivement testés:

+entrainement & la vapeur,

+dialyse adaptée sur 1e manifold



) Fnfrsinement 8 b5 vanenr

+
W H H
; ; : J
e '\».,‘_ . S
Echantillon + Ho0 Echantillon + HaOH Echartillon + Enzyme + MaOH
Cyanures libres Cyanures libres + cyanohudrines  Cyanures totaux
: 3 = - i~
R !_es:-igns H  déplacent 'équilibre dans le sens de 1a formation de HOH
& partir des CH ~
'I!I'a pe. ur H': M GGZE Ux
HalH

. y Echantillan

S

HCH et entrainé & 1a vapeur ,puis est récupéré dans de la soude.

Aegmmrgaes:

#e procédé marche assez bien pour le dosage des CH™ et cyanohydrines mais le dosage pour

Tes cyanures totaux n'est pas satisfaizant{[cyanures totaux] <[CN- +cuanohiudrine] ),

# 'entrainement & 1a VAEUN &quw::uf & une dilutionOr Tes CH™ libres sont présents 4 de
faibles concentrations aussei ce procédé présente-1-11 une limite de sensibilita.

=} Moadege sue TECHEIEGY

e 4
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Cette technique permet de concentrer de faibles quantité de cyanures.Elle & un deuxiéme
avantage par rapport & la méthode pr# edenie puisque elle demande moins de travail toul se passant
autermatiquement sur Te manifold;m@me aves ce procédé quequm difficultés ont &8 rencontrées ity
déterminer les cyanures totaus.

HCH
&ir
. NallH
H +
T
¥

En outre ces deux méthodes font appel 4 une résction colorimétrigue avec le thyocanate
mercurique;ce réactif a 'inconvénient de réagir non seulement avec e CH™ mais avec dayres ions
comme les C17 qui sont égalemment présents dans 1a pulpe de manioc &ussi quand on dose Tes CH™ on dose
énalement 183 C1° ce qui fausse 1e résultat final.

& 1a suite de ceci,un double dosage a été tenté avec dosage des CH™+C1™,puis dosage des C1°
en bloquant 1es CH™,mais ce bloquage intervient aussi sur celui des ions C1°-

i1 a fallu également faire face au prebléme de Vinstabilitd de la gamme CH™ deux gammes

equivalenies ont &t faites( imeq CH™ <==:1 meq CI~,s0it 1pgfml CH =1pgsml C17),mais les pics
obtenus pour chacune des deux gammes sont différents du fait que Tes deux fons,bien que semblables,
n'ont pas la méme solubilité.

Face au probléme engendré par 1'ulilisation du thyecysnate mercurique & cause de s& non
specificité i1 a &8 retenu d'utiliser comme réatif la pyridine bipyrazolone,malgré les dangers
présentés par ce produit.les mémes essais ont 818 conduils avec ce nouveau réactif ef les résuliats
obiznus satisfaizant.



4. METHODES ANALYTIQUES RETENUES

Dans Te contexie du programme CEEMAT Jles ru?-i'hndr:ﬁ analytigues refenues doivent 2tre
apphqaat}»c sur le lerrasin avec un mode UthdanF' aisé et des condifions pratigues les meins
onEreuses possibles Eiles doivent repondre aux confraintes suivanies:

#=implicité du protocele expérimental et du matérisl,

*rrprndurﬁhi'li"n':,

#zensi bilité exactitude.

C'est dans ceiite oplique que deux méthedes ont &8 plus  particuligrement
développees [1s'agit:

d'une méthode &lectrochimiquedonométrie, utilizant une é&lectrode spécifique{dlecirode
ORIOMIgw permet de doser 1es fons cuyanures.

Au dosage manuel par colorimétrie adapté & parir du dosage automatique en flux conting
réalisé sur TECHMICOM cette méthods permet de doser les trois formes de composer cyanogenétioues.

[
1
e

41 METHODE ELECTROCHIMIOUE-IONOMETRIE

Cette méthode est basée sur T'utilisstion d'une &lectrode spécifique ORION.
+Principe de 1'électrode

L'electrode est constituée d'une membrane polycristalline de AgoS et Agl
Agl + 2CH™ ----3Ag{CN™Jo + |

Les Himites de détection sont de 0.02mgs1.

+Rappel du principe de dosage

EXTRACTION

.f""‘ %,
Ha0 HalH 0.1H
¥ |
Cuanures 1ibres Cuanures Hibres
+cyanchydrines

+protocols expérimental
 Onextrait les fons CH™ et les cyanchydrines rr:opuu.h vement dans de T'eau et dans de la
snude Anrés agitation les solutions sont filirées et sont prétes 4 8tre analysées au fonometre. )
Dans e méme teemps,on réalise des gammes d'éta]nnnage aszez larges dent on soit sUr que
Tes poinis choisis encadreront 1es concentrations des points a doser:
gamme peur les CH™ libres :0.5- 2.5 pg/ml
gamme pour Tes CNT + cyanohudrines:2.5-15 pa/ml

La solution mere de KON utilisée a une concentration en CN™ de 100mg/ml.
Les principales opérations sont représentées dans le schéma suivant:




< e BB 200 mi HZ0

Cuanures Hbres
15 Minutes

——-—',

e =— 10gpulpe

Cyanures libres
+ Cyanohydrines ——

200 ml MalH 0.1

15 Minutes
S
e oo 10g pulpe

EXTRACTION AGITATION FILTRATION

~ Lecontenu de chaque fiole est transvasé dans un godet pour pouvair y plonger
les electrodes de mesura{volume utilise SO0 mi}

—

SO0pT MaOH 10MagT 77— [

[OHOMETRE

{(—agitat&u r .;j}

— e ¥ )

Lors de cette manipulation,il est nécessaire de respecier certaines conditions comme:

-50it rapidement pour éviter le dégagernent d'HCH,

-maintenii Vagitation pendant 1a mesure pour favariser Te transport des ions cyanures,

-d'analyser des volumes d'échantilons constants({ S0m1},

-ide faire les mesures sur des échantilfons de m@me force ionique gn ajoutant de Ta soude
10H en excés{l'extrait obtenu contient outre des CW-des CI° des I~ pouvant interférer avec les
cyanurast

42 METHODE COLORIMETRIOUE-DOSAGE MAMUEL

+Rappel du principe de dosage




EXTRACTION J
(HZ0TY iy iH3P04)
", A .,
— — ]— pH=5.5
HYDROLYSE
pH=11 pH=
t {issociation ohi mig Ué} DissociationChimig Eﬂ
RESEETETETE YT ca satasa a ) WIRIRIATRIAIALRIAERIRIRIH
Y v '
CH libres Cyanohydrines + CH Cyanures totaux

+Protocole expérimentsl
Les principales étapes de cette manipulation sont:
a/1'extraction. Elle s'effectus- - - 4 V'eau pour oblenirles CN-,
- -~ la soude pour obtenir Tes CN™ +cyanchydrines,
---»4 1'acide pour obienir les cyanures totaux 'acide

phosphorique  permettant dinactiver 1'enzyme endogéne qui est remplacée par la Tinamarase
EXOENE.

~ bfla réalisation d'une gamme d'#tslonnage ef de blancs en wue de la reaction
colorimétrigue.
Trois concentrations constituent 1a qamme:2.5,5.0,7.5 pa/ml

c/la réaction colorimétrique:

Les produits {échantillons ef réactifs} sont mis dans un tube pyrex bouché afin d'éviter
le dégagement de HCM et les réactions secondairves le cuysnure contenu dans 1échantillon est
transformé en chlorure de cuanure {CNC1) par réaction avec la chloramine T.Par addition de 1a
puridrine- bispyrazolone il se forme une coleration bleue;l'absorbance de 1a solution est Tue & 820
nm.Les wolumes et Tes ternps de réaction constants entre chaque addition de réactifs ont 818 calculés &
patrtir du manifold du Technicen.Tout comme dans le dosage automatique les mesures doivent Stre
effectuées dans les mémes conditions.

En ce qui concerne 1'addition d'enzyme exogénele court temps de contact permet
d'&viteria formation de réactions secondaires et d'interférences On aura priz soin de préparar au
présﬂal‘;le Vextrait enzumatique (i1 peut s conserver plusieurs semaines & 0°C) et de tester son
activiie,



DOSAGE COLORIMETRIOUE MAMNUEL

¥

COLORATION JAURE

——

[ = rm'nut-:u_jl
Y

COLORATION BLEUE

¥

COLORATION JAUHNE

{ &0 rm'nut»:a;

COLORATION BLEUE

200 ml Hz0 200 mi Ha0H 50 mi HIFO4
,e"f' L ’jf" o1H ’ .-‘) TRE
F g Py
T 10apulpe 10gpulpe o209 pulpe
— 15 min 13 min 13 min
"'.._" .-"{ ".1' .“.f" '\,'.’ ‘,f
I [ i
A A A
v ' « W e L k. S,
f % Fioles 30 mi / ! / E
{ 1 % ! i ! 1
& 1 I i ‘ l' i
—J i
| M [ N
|.-‘-. A——— - e
SExtrait,
fzenzyme
! d- 1l enzyme
+— 1ml échantillon —E : —— il &chantillon
]
i
! R
— —_ i — |15 minutes’
i i
i I
] i
! i 2imi Chiloramine T
—— iml Chloramine T —F : .
_— Nesnid : : S ‘
. ¥ : : 3 minutes
P { S rinutes I —_— ; gy :
|
) . ! - 2.6 ml Pyridine-
4 Z2amlPuridine- —4 : purazolons
pyrazolone ' -
T G : —
1
i
1
i
1
H
i
]
]
i



d/Textraction de la linamarass

La linamarase est T'une des principales enzymes contenues dans 1'écorce de manioc ol
sin activite est de T'ardre de 270 ppmfen poids frais) d'HCM Tibéré par minute.

On commence par extraire 1a linemarase de 1'écorce par broyage,le broyat est ensuite
centrifugé Les enzumes se retrouvent dans Te surnageant que 1'on filire L'étape suivante consiste &
séparer les protéines je auires molécules également contenues dans le filtrat.le procédé de
séparation est basé sur la différence de solubilité des protéines dans une aofubion saline L'addition
d'une quantité importante de sulfate d'ammonivm (saturante § TOE Mrés soluble dans Veau et & force
jonique irés élevée provoeque la diminution de Ta wﬂubﬂih‘i des protéines Les enzymes dont 1a
linamarase se retrouvent aprés 16h de précipitation & 4°C sous forme de précipité Ce précipite et
?en’frifuqﬁ et Te culot d'enzymes est dissoud dans e tampon, pref a etre dialysé.La dialyse permet de
séparer la linamarase de arand poids moléculaire des solutés de petit poids moléculaire comme les
zels dammoniom On utilize pour se faire une membrans semi- peri méable qui retient Tenzume tandis
que Tes sels passent 4 1 vnfr_-m-ur danz 1e tampon phosphate jusqu'd ce que Téquilibre entre les deux
milieux soit atteint Le tampon phosphate est changd de nombreuses foisOn dispose alors d'un extrait
de linamarase dont Tactivité peut &tre testée.



BROYAGE

Flizer
SORYAL

Broyat

100 g d'éoorce

+ 200 mi tampon acétate
01 MpH=55 +EDTAD0M
+ 50 g polyciar

{pour bloguer les
palyphénels)

CENTRIFUGATION 13 rnin a 9000 trs/min

!f::"-\-

= ! I
= “"-..,__. o
‘E | ™ ¢ Mesure du velumne ebienu
o |) CEmll

‘l g
= O ‘ x
= ! ! Fornpe d vide %
ke ! l'—__

2'} 9
! \
;" I‘I i

— (NH4)2504
o 2 (¥*¥0472 Img
e | ~ ’ ¥
= 1T
E /o
= / \
5 }'}' 's_‘
E / '.,ﬁ 15 heures G 4°C

/ '

DIALYSE

Dizssolution du culot

dans le tarmpon

Membrane
_de dialyse

1 Tampon phosphate
(4 renouveller pendant

24 4 42 h:1h,2h,4h, Sh..)
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gfactivite enzymatique de 1a linamarase

L'activité de 1a Tinamarase est dosée en ulilisant 12 p-Mitophenyl-B-glucoside comme
substrat On fait réagir Venzyme sur son substat pendant une heure dincubation;las réaction est
stoppée par additen de tampon borate 11 =& développe une intense coloration jaune dont la mesure est
effectude au spectrophotométre & une longuenr d'onde de 400nm.

BLAHNC EXTRAIT ENZYMATIGUE
] 5 ml HZO L 0.5 mi Enzume
// __.--"'-a
-'" ./ ¥ 4

( [HCUBATION 1 HEURE J

2 ml Tampon Borate
7+ 0.5 ml HZO e
-1'--. -.-"'-\.
F .
; Calaration jaune !
' J \ Vi
\‘s-__,.-"! "\__d--f

ACTI¥VITE ENZYMATIQUE

Une unité d'activité est définie comme la quantité d'enzume qui produit un changement de
0.001 dans 1'sbsorbance & 400nm par minute.Le PNP-Glucoside n'étant pas un substrat spécifique &
1a linamarase i1 est susceptible de réagir aver dsutres B-glucosidases contenues dans Vextrait non
purifia.

Resultats d'un dosage dactivité sur deux sssais:

DO 2400nm:0.832 &t 0.842; moyenne 0.837 pour 50001 d'enzyme d'oi une activité de

1674 unitessml.



e

[R]

Cette activité peut parafire importante, mais cela est di au fait que Texir
pas que de la linamarase mais aussi dautres B-glucesidases et que Te substrat n'est pa
1a Hinamarase et qu'il est done dégrader rapidement .

git ne contient
3 specifique de

4.5 Conclusion

En réalité oes deuyx tec hmques de dosage sont complémentaires La fonométrie apports 1a
sirplicité{ mani pulations, matériel ) elle  constitue oune  bonne  méthode de  condtrdle des
concentrations en cyanures ce qui est tout & fait approprie au traveil demandd sur le terrainla
colorimétriz a surtout Vavantage de V'exactitude la précision et permet un survel complet du dosage
des cyanures.

11 aurait &8 intéressant d'adapter 1a technique manuelle 4 la 1nrnurnx:fr1,,, est-a-dire
d'effectuer un dosage enzymatiqueles cyanures Tibérés étant déterminés avec 1'électrode Hest
vraizemblable que les problémes concernant 1hydrolyse enzymatique soient les mémes. Une &tude
plus approfondie sur 1'enzume considérée pourrait aussi apporter de grandes améliorations.

I I
U IOMOMETRIE ! COLORIMETRIE
! i
| i
& | -:Sinjpﬁt:ité de T'appareillage: I -Appareil de mesure accesasible
v o b une glectrode ef un lecteur, Vet d'un emplod facile,
& 1 ]
M 1 -Pasde réactifs, I -Méthode assez rapided 40 analyses/i},
T 1 !
& | -Fapidité, I -Bonne sensibilité,
G I ]
E | -Sensibilité :0.0Z2 & 26 pa/ ! -Dosage des cyanures sous les 3 formes
5 1 |
! !
| i !
oo i —Empluﬁ de réactifs toxiques dangereus
L U -dctuelisment dosages uniquemend i d'od travail sous hotte,
0O Mt desions cyanures libres, ! ‘
W1 U travail complémentaire d envisager | -Temps de réactions 4 bien respecter
¥ OE I i
E Ml I -Réaction enzymatique soumnise 4 de
T ! nombreuses conditions
51 :
] {




4 DOSAGES REALISES : RESULTATS

Mous  donnerons  ci-aprés  guelgues  résulfats
ionométrie, permettant de montrer quels tupes d'essais ont &8 réalisés:

#Manioc frais {par rapport & la matiére humnide)

gcorce:120 ppm

pulpe fraiche n’humidiié 65% )
cyanure Hibre: 22 ppm
cyanure + cuanohydrine 50 ppm

#nfluence du séchage solaire sur 1'8limination des cuanures

iCuanure libre ICuanure + cuanehudrine
! 1
pulpe fraiche I Z5ppm P olppm
i !
pulpe séche I traces b Z6ppm
! i

Le séchage permet d'@liminer une grande pariie des cyan

l’_n‘

*Zuivi de 1a fermentation

LEE es:«’ ont portés sur aptitude d'une souche exegéne avec laquelle on ensemence 1a
pulpe de manioc 2 deta xmer e manion:
—eos i sur fermenteur régulé de 2 Titres

Heures I Cyanhydrines{ ppr}
I

0 125

3 1195

15 P15

18 1126

20 1 7.2
!

minées.

1% des cynohydrines sont &li
volatiles n'ont pu &tre mesurés.

Ranmrque:leac:ganurr:a és

-e33ai en erlenmeyers

Echantillons VHeures | Cuanures {ppr} ICyanhydri ne.-’ppm! pH
i i ' i

pulpe fraiche g tan o ! 6.9
I ] i : i

Echantillon 124 s H 142
i i i ]

non ensemence 148 128 o 3.8
1 i | i

Echantiiion P24 b7 i- 141
! i i !

ensemenceé 148 124 i1 13.7
i I i i

o



Mous nofens au bout de 24 heures  une  accumulation de  cyanohydrines
vraizemblablement due aux conditions de pH qui doivent Bire Hmitantes fant pour 1a détoxification
naturelle que pour celle recherchee.

Finfluence du pressage

Le pressage permet d8liminer une quantité importants de cyanures:

pulpe fraiche lpulpe fermentée  lpulpe pressée  ljus de presse
Lppm !{ppm} Hoppm ) I ngsmld
l ! i
CH 119 110 T 29
I i ! 1
CH +Cyano. 1105 &5 | 76 |73
i | i |

Mous n'avons pu de maniére systématique faire ume comparaison entre mesures
effectudes au icnométre et aver 1a méthode manuelle;en effet,la mise au point de 1a méthode manuelle
& partir du manifold a mobilisé une partie imporante de mon temps e une foiz 1a méthode mize au
point le ionométre n'était plus disponible &tant ulilisé sur le terrain au Toge Une mesure a &té faite
permettant de montrer que les résultats entre les deux méthodes sont voising:

1 i

Pulpe frafched ppim) ICH Tibre TCH + Cyanohudrine i
i i i

lanometre 113 150 - !
i 1 I

Méthode manuells tig 151 I
i
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