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i NTROOUCT ION 

Le Manioc est une culture de ::,ub::dstance t,Jpique des pa,Js en voie de développement.La 
tee h no l ogi e al i me nüii re re::-te une tee h no l ü•Ji e a rti::,a na le mai3 permet to utefoh de mâi nte ni r une 
activité ::,oeio-économique importante dans le::, zones rurales où le manioc est produit.Le CEE MAT ,en 
collaboration avec 1 'I NPT ( 1 nstitut National de::; Plantes à Tubercules) au Togo a établi un programme 
::,ur la mécani::,ation de la trân::,formation du manioc: en gari .La mhe au point du dhpo::dtif mécanique 
,ju pn:icé,jé a été t·fo:ili::,é en France,dans 1es ateliers du CEE MAT ;~ Montpellier _;l'expérimentation en 
:;;ite réel e::,t en cour::, au Togo actuellement. 

Le procédé mh en ceuvre a troi::, objectifs principaux: 
+tnin::,fürrner l::1 matière ~•rernièt-e en un produit ::;table de longue coœervation. 
+élaborer un produit final a1Jant le::; même::; qualités onJanoleptique::, et le même a::,pect 

que le produit tt-aditionnel .. 
+otiterii r de::, taux résiduels de c1Janure dam le gari prbent,:int le moindre rhque. 

C'e::,t ce troi::,ième point qui fait actuel le ment l 'objet d'une étude c:on::,i::,tant à: 
+do::;er le::, composés c:1Jano,Jénétique::, dan::; le manioc et durant le proces::,us de 

t ra n::,fo r mati on, 
+étude r les di ffé re nh mée::i ni s mes de 1jftoxi fi c::iti on .. 
+étudier l'i ntl uenee des différent:3 t raitement::, technologique::, effec:tuh dan::, la ligne ,je 

tran::;forrnation sur le::, teneun en c:ürnp,nh i::1Janogénétiques. · 
Or,cec:i n'e::,t pœsible qu'avec une méthode de do::;age fiable et trè::, reproduc:tible .C'e::,t 

ainsi qu'est née la c:ollaboration CEE MAT et AOB pour ia mise ::iu point d'une méH10,je anal 'Jtique de 
do:::age de::, composés i::1Jano,Jénétiques facilement appliquable en ::,ite réel .C'est au sein de cette 
;:1s::,ociatic1n que ce st::ige s 'e::;t déroulé sur le::, thèmes ::;uivants: 

+ mi3e au point d'une technique anal 1Jtique pour le dosage des cyanure::, _. 
+dosage ,jes composés c1Janogénétiques du rn::inioc: au cours de sa transform::ition en •Jari. 
Ce ::,tage ,dan::, un contexte pl us général_. a également permh une appproche plu::, va::,te de::, 

di ffé re ntet, tee h niques uti 1 i sées en bi oc hi mie a 1 i me ntai re . 



1 CONTEXTE GENERAL 

1-1 LE CIIMD 

Le Cl RAD est un Etablh:;ement Public l1 Carac:tère I ndu::,triel et commercial qui regroupe 
dans un même onJani::.me onze dépadernent::, et sei::teut·;; de recherehe.11 ::;'est oraJ;:inb§ autour de 
l'ancienne ::.tructure par 'ï œtitut::;" avec:: 

-des départernenh par filière produit:! ~'.CC( C&fé-;::ai::ao) ,rnAT (Culture::, vivrières) ,1 RFA 
(Fruit:. et agrume::,) ... 

-de:<:, départements ayant une approehe pltB "horizontale" ,e'e::.t-à- dire ::;ans :~e limiter a 
une filiére produiU:6A(::i1J::,tème::, agraire::,) ,CEE MAT ( Mac:r,i nhme agricole _.technologie alimentaire) . 

A côté de ce::, départe me nh ,existe nt les Labo rafoi res de 3e rvi ce::; Commun::; do nt le::, 
laboratoi rn::. ,j'AnBl IJ:~e::; OraJ8fliques et Bioehi rnique::; (AOB) _,An,:11 'Jse:<:, Minérale::; de::, Plante::; (AMP) ... 

Le Cl RAD e::,t l'un de::; pri nei paux outils de la eoopération françahe en recherehe­
développement daœ les Pa1p en Voie de Développement. 

Le pri nei pal centre métropolHai n se t rouve à Montpellier avec quelque::: 350 ernplo1Jés et 
5c: laboratoires.Le CIRAD e::.t également implanté dans l'ensemble des régions ehaude;;_.soit par de::, 
centres propre::, à chaque département_.soit as::,ocié à des organisme::, locaux en as::,urant une a::,shtanc:e 
::a::.:ientifique et tee:r,nique. 

Le::, t1Jpe::; d'intervention ::,·articulent autou r de::; t rois mi ::;::,ion::, pri nei pale::, :::uivantes: 
-Recherche, 
- Formation, 
- Développement. 

1.2 LE LABORATOIRE ANALYSES ORGANIQUES ET BIOCHIMIQUES 

Le 1abot·atoi re AOB est un laboratoire commun d\::inai y~:e::, ,utili::,é par les différenh 
département::, du Cl F.'.AD.Le::, domaines d'intervention de l'AOB ::,ont: 

- 1 'analyse , 
- la méthodologie et la recherche, 
-la formation . 
L'équipement varié du laboratoire en mo1Jen::. anal 1Jtique::; permet de faire de::, anal 'J::,e::. dan::; 

de::. ,jo mai nes dive r:=; ;8i n::d , peux- t- on ci ter: 
- Ana11J::,eur d'acide3 aminb DIJ~'.nlM [)500 
Il permet de faire de~. wnt ri:iles de qualité protéi"que_,en étudiant pa r exemple l'évolution 

des acide::; arninh daœ un matériel végetal qui a :=;ubit des traitemenh technologique::, ::,péc:iaux_;cette 
technique intervient également dan:=.. le cadre d'utilisation des aeide:=; ami nés libre::, en tant que marqueur 
tiiochi mi que. 

-Chai ne HPLC BECKMANN 
Cette chi:i"1ne e::,t destinée à l'anal IJ3e des acide::, organique::: ,des sucre::, ,des vitamines et de::: 

aeide::, ami nés . 
-Auto-anal 1peur TECHNICON 
Cette teehnique ,basée sur des réaction::, c:olori métrique:=; ,permet d'effet::Juer ,je::. dosages de 

différent::, composé::, organique::: tels que l'arnidon_.les ::,ucre::, sol uble::, .. ... de mesu rer l'activité 
d · e nz 'J me::, ... 

-~; pect ro photo rnêt re de masse VA~~! AN 
Il e::;t utilisé pour la déterrni nation d'excè::. isoto~,ique d'azote 15. 



- une détermination de coœtituanb organique'.:- .. 
- une mi::;e au point de méthodes anal 1Jtique~; pour le::; ,jéparternent~; du Cl ~'.AD qui n'ont pa::; 

de matériel::; adapté::;, 
-de~; travaux effectub ;~ la demande d'organi~;me~; extérieur~;-

En conclu::.ion,l'AOB est à la fois un laboratoire ,je ::;ervice a1Jant une expérience étendue 
:::ur un •Jrand nombre de techniques et un partenaire dar,s ,jes ~1rogramrne~; édifiés par les 1jifférents 
dé~,artements ,ju Cl RAD ou d'autres onJani:3me::..Voic:i quelques exemple::: de c:ollaboration: 

_l~'.AT:''lnfluenc:e de la teneur en anJinine sur les bouture::: de eanne à ::;uc:re "in 
vitro"( 19B4) 

-31AF'.C:"Aiout de qrain::; c:riJ::; au c:ours du bra::;::;a1~e du :::orqho"( 1984) 
-CEEMAT:èette c:0Ïlabon1tion a été établie li deux ·repri:;;es~ 
+ "~'.echerc:he::1 d'alternative::: tec:hnologiques pour l 'h1Jdrol 1Jse en21Jmatique de l 'ami,jon de 

manioc"( 19B2) ;le but etait de propœer de::; '.:-olutioœ originale::- d't11J,jrol1J::;e en a1Jant rec:our~; aux 
matières prerniere'.:- loc:ales ,différentes souree::- en21Jrnatiques a1Jant été envisagées. 

+ "Do~;age des c:ompo::;é::, c:1Janogénétiques"( 1985 ... ) ;il ::;'a1Jit ::;urtout d'une rni=:-e au point de 
méthode::; i.:inal1Jtiques à partir de eelle::; déjà eonnues_.alliant la facilité de mi~;e en œuvre_.l'e>:J1r:::titude et 
la reproducti trilité. 

Dans les deux i::as _.l'AOB a été utilisé eomme appui anal1Jtique en apportant le matériel et 
l'expérience a~1propriés et eomme laboratoire d'ac,::;ueil pour de:;; rnani pulations. 
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2 LA TRANSFORMATION DU MANIOC EN GARI 

Le manioc: e::-t une plante tropicale _.semi-arbu::;tive )1 c1Ji::le pl uri-annuel _.dont le:3 n:iei ne:3 
peuvent être destinée::; à l'alimentation animale ou humai ne. 

Ac:tuellernent_.le fft;rnioc 1jont h:1 produc:tion annuelle est de l'ordre de 115 millions de 
tonnes et :jont 90% :3ont réservés à l'alimentation humaine_.est l'aliment de ba::a:: pour près de 200 .; 
300 million::, de per:3onne::;_ 

Néanrnoi n::;_.le manioc présente la double ç1artieularité suivante: 
-d'être un produit hautement ~•ét-i:3sable,dè::; :3a récolte_.::::e qui néee:3:3ite un traitement 

technologique daœ le::; 4:3 heure::; _. 
-de prbenter un certain degré 1je toxicité due ;~ la présence de rnmpo:3és 

c: 1Ja nogé néti q ue:3 .Ceux- ci ::a~ déco m po::;e nt en c: 1Ja nu re::; _.à l'o ri •li ne de t rè::; grave::, ri ::;q ues d 'i ntoxi fi c:ati on. 

Les po~•ulations autochtones ont ::;IJ t rè::; tcit développer· toute une série de tec:tinologie::­
permettant de stabilher le produit et de di rni nuer le::, teneur:3 en c:yanure::- .Le::, technique::: 
traditionelle::; qui utilisent ::;eule:3 ou as::::::oc:iées de::; étape::: comme le rouis::;;:ige _.l a fermentation_.le 
bro1Ja•Je _.l'ébullition_.le :::échage .. _.::;ont nombreuses et variée::;_ 

Parmi ce::: techniques_.certaine::: eonnai:?.::-ent une diffusion importante comme la fabrication 
du gari en Afrique dei ·oue::,t. 

Le GARI e::.t un produit ::;ec: _.constitué d'une sorte de ::-emoule _. c:on:3omné c:ornme aliment de 
ba::;e dans de nombreux piat:3 africains(importante :::ource de rnlorie::;)_La tran:::formation du manioc en 
•Jari e::;t aetuellement effectuée de m;:inièt·e tra1füionnelle dan::; toute 1 'Afrique de ] 'Ouest.Le programme 
1k•ielo ppé p;:-;r le CEE MAT con:::i:::te .3 mécaniser c:e::: technique::: tout.; fait :::ommai re:::. 

2. 1 LE PROCEDE TRADITIONNEL 

Le~ differente::: étape::: rencontrée::. dan::. le procédé traditionnel :::ont pré:::entées dans le 
fü••w·-sheet donné ei-aprè::;_ 

Toute::; ce::- étape::; _.relevant exc:l œivement du sec:teur fémi ni n_.::;ont simples et ne 
néi::e::-::.itent aucun matériel élaboré ni énergie particulière ... Cepen1jant _.ces techniques 

-demandent un effort trè~, pénible _. 
-pœent de::. problème::; de quantité et 1je qualité du produit final_. 
- ne peuvent ::;e développer en l'état au ::Jade ,:irth=inal ou ::;emi-i ndustriel. 

Même ::.i la ~•roduction par le::; ::.t nJcture:3 i nformel1es ~,ermet l 'ap~1rovi:3ionnement de::; 
vi11 e::; et •J ro:Be::. bo u rgade:3 _.il est a bso l u me nt nécessai re de: 

-valori:3er le ~;avoir-faire traditionnel_. 
-1jévelopper l'artisanat agro-alimentaire_. 
-favori::-er une ac:tivité économique en zone::; rurales_. 
-faciliter 1 e travail des femmes . 
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2_2 LE PROGRAMME CEEMI\T 

Le ~,rojet c:onsi:::te à propo::,er une îi9ne de t ran::;forrnation modulaire du rrnrnioc en 
qari ,alliant technolü9ie::, nouvelle::, ,innovations et savoir-faire traditionnel ,c: ·e:::t-à-di re à méc:anher la 
production de 1Jari 9râc:e à 1a rnü,e au point d'un proc:édé p1:1r équipements modulaire::-,pouvant 
fonctionner en conti nu,et permettant ,j'obteni r un pro,juit final identique au ~,roduit traditionnel. 

ce pro9ramme doit permettre de: 
-valorher 1e =:-avoir-faire tra,füionnel, 
-as::;urer l',:1::,::;i::,tance et la formation néc:e::::3aire::,_. 
- c:o neevoi r de::, équipements compati b les avec 1 es co ndi ti o œ ,je développe me nt des Pa 1J::, en 

Voie ,je Développement( tame _.coOt...) 

Quelque::; o pé ration::, ont spéciale me nt ètè retenue::, ,à partir ,je::, be::,oi n:3 exp ri mh 
loc:alernent_.de manière ,~ 8pporter de::, réponse::; 81JX 1JoiJlots d'étran9lernent::, relevé::u\1J:,:3i ,::,eu1e::; les 
o ~,érati o n:3 de ra p;~qe , p re::;::,a1Je _.e motta,Je- défi b r,:19e _.c uh::a:i n et :3éc: t1a1Je ont-el le::, été rnéc:a nhée::, ,jans un 
premier temp::,. 

D'autre part_.pour prendre en compte les aspech énenJi§tiques ,un procédé de fermentation 
rnéthanique en continu par la tec:t1nique du di1w,teur "H'.ANSPAI LLE" a été retenu. 

Cel,:1 permet de valori::,er le::, déehets ::,ou::, foree de bio1Ja2 qui alimente un ,Jrou~1e 
élec:tro,ine permettant l'autonomie énenitique de la li1Jne du point de vue mécanique. 

La démarche ::,uivie a été la suivante: 
-anal1J:,e de::; tec:hnologie::, t raditionnelies et inventaire de::, differentes :3olutions 

tei::t1nologique::; propo::;ée::,, 
-conc:eption et tests de::, équipements en Franee _. 
-tran::;fert de::, équi ç,ement::, et ::.uivi e:q,éri ment.::il ehez un partenaire scientifique en 

régions chaudes _.l ï n::,titut National des Plante::, à Tubercule:, à LOME(TOGO). 

En c:onc:1 u::,ion,les équi pemenh proposé::; font l'objet depuis Mai 1986 d'un ::,1J1v1 
ex péri ment.:il en ,::onditions réelle::. 1j'utilisation.Le::: premier::, ré::;ultah montent la fiabilité 1je::, choix 
technique::, retenœ.Néanmoi n::;_.le problème de h:1 toxicité du manioe re::;te posé.Aus:;;i _.la poursuite de 
ce p ro9 ra m me re::.te- t-e 11 e néce::.::,ai re ::, u r 1 e::, a::, pect::, détoxi fi cation ,Mi n ,je 9a rn nti r ,je:3 taux 
ré::.idueb 1je cyanure::, mi ili me::, . 

2.3 TOXICITE DU MANIOC 

Le carnctëre toxique du manioc e::;t dU 6 la prf::;eni::e d'acide c:1Janh1Jdrique HCN daœ le::, 
raei ne::,.Le::; c1J,:tnure::. ne ::,e trouvent pa::, ;~ 1 'état libre dan::; le manioc m;:ii:3 .~ l'état lié ,::,üœ forme de 
i::o m p,nh c 1Ja nogé néti que::,. 

D'une manièt-e ~,ratique ,on reneontre deux grande::; variété::; de rMnioe: 
-manioc: "amer"_.riche en composés c1Jano,Jénétique::;_, 
- ma ni oc '\1o u;(' , pauvre en ce::, eo m po::,é::,. 
Cette c:las:::ifii::ation est cependant bien arbitraire car les teneurs en composés 

c1Jano,Jf nétique::; ::,ont 9randement i ntl uencée::: ~,ar le::; eondition::. culturales_. climatique::; ,é,japhique::; __ _ 
Enfi n_.mal1Jré leur earactère toxique _.les variétés amère::; sont de loin les pl us 

c:ultivée::;_E1les offrent ,je meilleur::, rendements_.une meilleure ré::,htance aux ç,rédateur::, ,une qualité 
oriJanoleptique du produit final pl IJ::; appréciée ... 

Le::; composés c:1Janogènètique::, ::,ont pri nc:i palernent h:1 li na mari ne (de 95 ~ 
97%) ,et,accessoi rement la lotau::-trali ne.Ce ::.ont des hétéroside~. (B-111 ucosides) ,c:onstitués d'un ::,uc:n:: 
et d'un a9l 1Jcone_.de formule ,Ji§nérale: 
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R 1 , R .-.. =H ,arule .:.. . -

S 1Jc re =g i uc:ose ... 

Dans 1e cas du manioc _.les cornpo:,és c1Jano,Jénétiques ::-ont: 

C::: N C::: N 

1 1 
0 - C - CH~ 0 - C - CH~ 

OH 

LiNAMARINE 

1 .:, 

CH 7 ~· 

OH 

LOTAUSTRALI NE 

1 _j 

C.~, H c-
... ._l 

Ce::; glucosides ont pour préi::ur::;eur::; ,je::; acide::; ami nb: ex._.la L-vali ne pour la 
li na mari ne.De plu::; ,il ;:;emblerait que la bio::;yntt,èse s'effectue es::;entiellement au niveau de~; feuille::; 
( riche::; en acide::- ami nés) et que le gl uco::dde formé soit ~,ar la suite trans~1orté dans toute hi plante _.et, 
en particulier , d::ins le::; racines pour 'J être ::;toc:ké. 

Pour la racine ,il exhte en pl us un gradient radial de c:oneentration,allant 1je 
l'i ntérieur(cûrtex) à la périphérie (écorce) _.ainsi qu'un gradient longitudinal (l'extrémité de la 
racine étant plus riche en i::1f1ni:11Jluc:osides) . 

Quelques valeur::- (d 'après DE Bnll.JN_.1971) en poid::; frai::;: 
-écorce:400 à970 ppm 1fHCN, 
-cortex:36 à 240 ppm d'HCN . 

Ces comp%é;:; cyanogénétique::; ::;ubissent une dégradation dès l'arrachage de::; racine::; du 
::;ol.Cette dé9ra1jation ::-e déroule en deux étapes qui sont les suivante::;: 

1) hy,jrol 'J::oe enzymatique soœ l'effet d'une enz1Jme endo1Jène ,la li namara::-e: 

1-f-I?\ 
~ 

Li na mari ne ► C1Janoh1J1jri ne + Glucose 

__Jt" 
C1Jno h1Jdri ne ----1►lil- HCN + Cétone 

Enfin_.si la toxicité des composés c1Janogénètique::; i::omrne de;:; c:1Janoh1Jdrines reste 
potentielle ,la pré::.ence de::; i::1Janure::; peut conduire à des i ntoxific:ations importante::;: 

{ 50 ppm:non toxique_. 
50 à 100 ppm:mo1Jennement toxique, 
'> 100 pprn:dan9ereusement toxique(la dose létale est ,je 50 à 60 mg pour un homme 

De~; intoxific:atiortt; c:tironiques c:ondui~;ent à: 
- blocage de la glande tt,1Jroïdienne _.d'où risques de goitres .. 



-i::réti ni::,me _.dém,Jéli nation. 
2-4 MECANISMES DE DETOXIFICATION 

Comme il a été dit pt·éee1jernment,le::; c:orn~11j:3é::, c1Janogénétique::, ::;ubi::.sent une 1fogradation 
importante.Les différentes voies de detoxific:ation sont les suivantes: 

pl 
'··, .. 
/:::c=o 

k·, ··· ... 
-1-

--" 
HCN 

-1-

+ 
NH 4 

-1-

_;f 
HCN 

R 1 0- '.;uN"f 

'\ ...... r:/,.../ 

_,l·r·.r - ·\ ..__ 

R 2 / \ ... ,, CCC 

+ 
+ 

~ 
-1-

Dan~. le i::a~. de hi tran~.formation du manioc en qari seule la voie enzwnatique C nou::, 
intére:::se.La linarnara~.e e~.t une enz1Jme endogène_.dont l'activité est rnaxim.:ile ~-ou::, certaine::, conditions: 
pH =5.5- 6; t(•=37°C .L 't11Jdrol 1Jse enzymatique e~.t ~-uivie d'une dh~.oi::iation chl mique ,qui ~,eut être 
é,Jalement enz1Jmatique_:c:ette di ::.sociation se fait à pH ::,upérieur à 5.5. 

Le:;; i::yanohtJdri ne::; ::,ont t rès i n::,table::. à un pH voi::.i n de 11 et ::.e tran::,forment en HCN 
toxique rnaü volatile (t=-=26,)0 et soluble done faeilement éliminable par lavage ou évaporation. 

Ainsi ,pour obtenir un pro,juit final ,je bonne qualité ,,jonc: de faible toxic:Hé ,il convient de 
favoriser : 

-1 · h tJd rol 1J:3e ,je~. 1J 1 ueo~.i 1je~., 
-1 a di ssoc:i ati on des c 'J& no ti 1Jd ri nes _. 



-1 'éva,~uation de HCN par lavage ou évaporation. 

Ces c:on::;idération::; :;;ont à prendre en compte à chaque étape de la transformation du manioc 
en ga ri ,à ::;a•,1oi r: 

- lavage ,je::; ra(;i nes entières, 
-au niveau du r§~~gt:c:elui-ei permet de mettre en contact la linam&r-:ise et ::;on substrat 

(la linamarine) et ainsi de dégrader le glucoside plus n:i~,idement_. 
-au niveau de la fermentation:la dégra,jation de::; gl ue%i,jes ::;e pour::;IJit d;:inns cette étape 

mais compte-tenu de:;; variation::; ,je:;; condition::; pr11J::dco-chi mi que::; de la pûl pe( bai s::,e du pH aux 
environ::; de 4 au bout de 24 r,) ,cette étape e::;t li mitante tant pour l ';Ktivité enz1Jmatique de la 
li namara::,e que pour la dis::a)(;iation i::hi mi que de::; c1JanotflJ1jri ries.toutefois ,pour améliorer cette 
étape ,quelque::, technique:3 ::;i mples peuvent être aç,pliquée::,: 

* l a\•'81Je de 1 a pulpe avant fer me ntati on_. 
*addition d'eau 

*addition d ·enzymes exogènes, 
*bonne aération facilitant l 'é1,1ae1Jation d'HCN. 
-au niveau du ~,re:3sagt:il permet d'éliminer avec: les jus de pre::,::,age ,une 1Jrande quantité 

de c:L1an1Jre:;;, 
· · -au nivea1J de la cuisson:la température qui e::;t trè::; élevée ~•enilet d'évac:uer HCN qui est 

trè::, volatile. 

Enfi n,1 'objeetif des travaux aet1Jeb eonduits ~,ar le CEEMAT et le ::,eviee AOB consi:;;tent à: 
-connaHre 1 'i nfl uenc:e ,je:;; différent::; traitemenh tec:hnologique:;; de la ligne exi::,tante sur 

l'élimination des composé::; (;yano,Jénétique::; _. 
-apporte r des solution::, simples aux ~•roc:édés traditionnel::; pour ré,jui re la toxicité, 
-reehereher des solutions à l'échelle :~erni-i ndustrielle en partii::ul ier en utilisant des 

::a)uc:he::, mic:robienne::; e>::oqènes étudiées par ailleurs. 
De c:e fait, de::, méthodes anal 1Jtiques doivent être mises en œuvre pour déterrni ner les 

c:rJanures :;;ou::, le::; troh forme::: ,dan::, de::, conditions ,je réali::.ation::; :;;i mple::, pour être développée::, in ::,itu 
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3 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DES DIFFERENTES METHODES 
DE DOSAGE 

Le'.:, r·ec:herches sur la toxù::ité des c1Janure::,,les dosa,Jes de::- composés c1Janogénétique::, ::,ont 
importantes surtout dan'.:, le::, pa1Js en rapport di reet avec c:es problèmes.Un nombre important de 
méthode::, de dosa9e \lariées ont été proposées à ce sujet dans des publications.Cependant ,ees 
tee: h niques ,::,i e 11 e::- permette nt une a pp roc: he t rè::, j u::,te du pro b 1 ème et don ne nt de::, rés u Hah 
exach,sont ::,ouvent sophistiquées. 

3.1 PRINCIPE GENERAL DES Dl f f ER ENTES METHODES 

Compte- te nu du mécanisme de dégradation des composés eyanogénétiques vu préc:édemment 
,tou::, les ,jo:::age::, des cyanure::- ::,ont basé::, 31Jr le ~•ri nei pe ::,uivant: 

E>~TRACTION DE:3 cor·-·1po~;ES 
CYANES 

HYDF.'.OL''t3E 
ENZYMATIQUE 

DISSOCIATION DE::; CYANOHYDRI NES ü,H 2.11) 

D03AGE DES lot-J:3 CYANURES PAR Dl FFŒENTES TECHNIQUES 

Cyanohydr-i nes 

3.2 METHODES DE DOSAGE DES IONS CYANURES 

Le dosage ,jes ions cyanures peut s'effctuer .~ deux niveaux: 
-CW libres, 
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-acide CIJant11Jdrique h~:u de CW: cw + W -) HCN 
Le:3rnéthodes de dosa,Je~; ::;ont nombreuses et peuvent être regroupée::- de la manière ::-uivant: 
* t··1étt,ode~; ti tri méti 1J ues 

-ti t rarion des CW avec: AqNCb·( 1 NGERSOLL et Coll .. 1983). - ·-· . . 
-titration au sel de nic:kel-Titri plex, 
- méthode de détection:réaetion au ~;ulfure de c:uivre avee formation du complexe 

cuproi::1Jan;;1te (CHA~'.LOT, 1973) . 
*Méthodes c:olori métrigue~; 
-dosaqe à la chloramide T et à la p1Jridine bhp1Jrazolone ou a l'aeide 

barbiturique(COO.~E .. 1978) .• 
-dosage ;:iu ~,icrate alcalin ( 1 KEDIOBI et al_, 1980). 
*Méthode~; élec:trochi mi1Jues 
-dosage avec une électrode :::pécifique (INGERSOLL et Coll._.1983) 
*Méthodes t1ar e:hromatograt1hie 1J::1zeuse ( NOTA_.1982) 

En réalité _.::-eules deux techniques ~;ont véritablement utilisée::: lor:3 de:;; diverse::­
analy::;e~;_;ih'agit de l'ionométrie et de la colorimétrie. 

3.3 METHODES DE DOSAGE DES COMPOSES CVANOGENETIQUES 

Ces méthode~; permettent de doser les troh formes de c:composé~; dont la li na mari ne.Ce 
dœge e:::t rendu po:ni b le 1J rike à des réaeti on::. e nz 1J m;=:iti q ues de dive r::: t 'J pe:3 . En effet _. l't11Jd ro l 1Jse du 
g l uc:oside peut s · ef f ec:t ue r par diverse méthodes: 

-h1Jdrol 1~se aeide. 
-aûto-hydrol yse:1a li na mari ne est dégn1dée par la li na ma rase endogène ;l 'auto-hydrol 1Jse 

est en général précédée d'une distillation pour séparer 1 ·aci1je c:yanh1Jdrique libéré _.le dosage ::;'effectuant 
en::;uite par réai::tion co1ori métrque au pic:r;:1te alcalin .. 

-hydroltJse enz1Jmatique sous l'action d'une enzyme exogène_.après inactivation de l'enzyme 
endogène _;pour ce procédé ,deux t,Jpe::; de réai::tions colori métrique~; ~;ont po~;~,i ble~; suiv::int le type de 
dos;:i,~e effectué: 

· +dosa1Je manuel au picnüe alealin ou à la p1Jridine pyrazolone _. 
+do::;age automatique;) la pyridi ne pyrazolone. 

Les princ:ipales propriété::. de ces méthodes sont pnhentée:3 dan::: le tableau donné plus 
loin. 

Il a été récemment propœé une autre méthode pour le 1josge de la li na mari ne.Il :fa1Jit d'une 
chromatographie sur papier basée sur une réaction avec: la p-anisaldéhyde.Cette méthode a la 
particulari té 1j'être utilisée pour toœ les tissus _.animaux et végétaux(ZITNAK_.1977). 

En réalité,toutes ees méthodes se heurtent à des problèmes exi::.tant ;) troh niveaux: 
- t11Jd ro l yse c:o m p 1 ète des 1J 1 uc:osi des.• 
-isolement du c:yanure ;) partir du mélange_. 
-détermination des cyanures. 
C'e::;t la méthode autol 1Jtique qui pœe le plus de problème~; et e'e::;t elle qui e:::t le moins 

utilfaée.Toutefois_.quelques améliorations ont pu être ap~1ortées en renwlaçant le système de 
di:3ti1lation par 1 'utilisation d'un réi::i pie nt contenant de l 'h1Jdroxyde de sodium.Ce dernier piège le~; 
cyanure::: libérés lors de l'hydrol1Jse .. pendant le~: 18 à 24 heures d'incubation. 
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Auteur·s Réae:tifa Matériel Equi pt Nb/j Se nsi b l nconvénients 

- hydrol 1J~,e 
,\ incomplète 
H 

u -variations d' 
Sç,ec:tro- 0.01/1 activité de 1 'enz-T WOOD Acide Manioc 

photo métre - .L•.glml 
0 fnii::. yme 

1965 Picrique 530 nm - lon11ue pério-
L (distillation à de d'incubation 
\,' l'acide dans du 1 -réactions 
C· carbonate de ·-' seco n,jai re~. 
E ::;odi um) 

H 
y 

Manioc: 1 nterférences 
D Spectro- li mite de entre picrate Picrate frah 
~~ 1 KEDIOBI photomètre détedion et acétone: 
0 alcalin + 460 nm 40 

1930 Produits 0.16 va ri atio n de 
L 

dérivé~. 
_ng/ml 1 à 2 'i'l du 

•,.• 
1 résultat 

C· ~· 
E 

E 
N toxicité des 
7 (1roduih utili1é~. .:.. 

mais: .... Auto-1 P1Jridi ne Manioc r 414n17 - méthode p_er-
M POOMAN frais 

anal •Jser J. - J for mante (tl ux 
A HAHN pyrazalûne + Technic:on 300 _UtJ/rnl continu) 
T Produit~. - Deu d'i r;terfér-
1 1934 ences _.hydrolyse 

dérivés c- . 
Q en._, .m1 n 

-sy:,teme e:los u ( pas de perte en 
E HCN) 

3.4 EVOLUTION DES METHODES AU LABORATOIRE 

Un de:3 problèmes po:3és par le dosage des compo~.és cyanures est le ::,uivant : comment foire 
face à la perte en ions cyanures sous forme d'HCN? 

Des éléments de réponse ont été apportés au fur et à mesure des rec:herc:he:::dl s'agit 
~.urtout d'une évolution dans la mise en œuvre de nouveaux proc:édés .,i ntervenant loealement san~. 
modifier le pri nc:i pe du dosage et dan::- le sens de l'amélioration des conditions 
d'expériene:e( rapidité ,automaticité ... ) 

Les travaux de ,J. ROM ERO (laboratoire AOB) ,jonnent 1 ·exemple d'amélioration du 
proe:édé.En apç,1iquant la méthode utilhée en resç1irométrie appliquée aux sols où les c:arbonates 
_.transformé::- en C:02 sont r·éc:upérés par ~1ié1Jeage dan::- la soude_,il e::,t pos::oible de transformer les ion~. 
c:1Janure::- en HCN gazeux pui~. de les piéger dans la ~.oude en vue du dosage. 

TECHNICON. 
Le dosage utili1é est ba::-é sur une réaction colori méthque et effectué sur Autoanal yser 

Deux proc:édés ont été ~.uc:i::essivement testés: 
+entrafoernent à la vapeur_. 
+dial y~;e adaptée sur le manifold 



( ( 

Echantiilon + H~, o Ec:hantillon + NaüH Echantillon + Enz1Jme + NaOH 
,:;_ 

+ 
Le~.ion~. H ,jéDlai:::ent 1'équi1ibre dan::, le sens de 1a formation de HCN 
à partir ,k; CN -

Vapeur HCN Gazeux 
.._ 

--
NaOH 

'·•.. / Ec:hantillon 
'-.....__,...r· 

HCN est entraî·né à la vapeur_.puis est récupéré dans ,je la ::;oude. 

*Ce proc:édé mari::he a::,::,ez bien pour 1e do::;;:19e de::, CW et c:1Janoh1Jdri ne::, mai::, le do::,a9e pour 
k:, cyanures totaux n'est pas sati:3fai::,ant( [cyanure::, totaux] .dCW +c:yanohydri neJ) .. 

*L ·entra"h1ement à la va~1eur équivaut .3 une di1 ution.Or le::, CW libres ::,ont ~,ré::,enh à ,je 
faible::, i::onr::entrations,aussi ce proc:é,jé présente-t-i1 une limite de sensibilité. 
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Cette technique permet de concentrer ,je faibles quantité ,je c1Janures.Elle a un deuxième 
avantage ~,ar rapport à la méthode précedente pIJi~.qIJe elle demande moins de tn,vail ,toIJt se pas~.ant 
autorn8tiqIJement ::,ur le manifold_;même avec ce proeédé quelque::; diffieultés ont été renrnntrée=~ pour 
déterminer les c•Janures totaux. 

HCN 

Air ,. 
Ech. NaO H 

~ 

t=·=9o(•c ,. 

En ,)utre_.ces deux méthode::; font appel à une réaction co1orimétrique avec: le thyocanate 
men::urique _;ce réactif a l'inconvénient de réagir non ~:eulement avec le CW mais avec d'a9res ions 
rnmme le::, c1- qui sont é,Jalemment pré:3enh dan;:: la pulpe de manioc.Aussi _.quand on dœe les CW ,on dose 
é,Jalement les c:1- _.ce qui fau:ne le ré:::ult:1t final . 

A la suite de ceci_.un double do~:age a été tenté_.avec dosage des CW+c1-.. ~1uis dosage de;:: c1-

en bloquant 1e::; CW_,mafa ce bloquage intervient au~.~.i ~.ur celui des ions ci- -
Il a fallu é9alement faire füc:e au problème de l'instabilité de la gamme CW _;deux 9arnmes 

équivalente~. ont été faites( 1 meq CW <==:, 1 meq ci- _.::.oit 1 .u.g/rnl CW= 1 .wJ/ml c1-) ,rnah les pies 
obtenu:;; pour chai::une des deux ,Jamme~. sont différents du fait que le~; deux ions ,bien que ::,emblfibles, 
n'ont pa~. la même solubilité. 

Fac:e au ~•roblème engendré par l'utilisation du thyoc:1Janate rnerc:urique à cause de sa non 
spéc:ific:ité ,il a été retenu d'utili::,er comme réatif la ptJridi ne bi p•Jrazolone ,mal9ré les danger~. 
présentés par ce produit.Le::, même:;; e::.~;ah ont été conduih a11ei:: c:e noweau réai::tif et le~; résultah 
obten,J::• :;;ati::,fai::;ant. 
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4. METHODES ANALYTiQUES RETENUES 

D,:in~. ie contexte du ç,rograrnme CEE MA ï _.ie::, méthode:;; f1n,:1i 1Jtique::; retenues ,:101vent etre 
appliqu1:1ble::; ::,ur le terrain avec un mode opératoire ai:i~ et ,je3 i::ondition~; pn:itique::, le::; moi n=:• 
onèreœe::; po::,~;i bie::;_tiie::- doivent répondre aux contraintes ::,uivante:;; : 

-f. -:-i r,·,r,li1·-ité. ,-Ill r,r·r,+r,,··r•l"' ""f!1~r1· r1·•"r1t<>l c.t ,j1J rr1•·jté.r•;.::,l •.'J 11!-'f ! .• I . •. • '.J'.J t-' .••.•- _._, •-· G.-'•. rÇ fÇ . 1...!I Ç . 1. 1 .f.. I'.· •' 

*re produdi biiité, 
*:3e œi bi 1 i té _.exactitude. 
C'e~.t dan::. eettte oç,tique que deux méthode::, ont été pl 1H ç1.:1rtic:ulièrernent 

développées .11::,'a•jit: 
_1j ·une mét rio,je é 1 ec:t roc: 11i mi que :i o no mét rie_, uti 1 i ::,a nt JJ ne é 1 ec:t ro,je ~. péc:i fi que ( é 1 ec:t n:uje 

O~IION)qui permet de do::,er le:, ion:3 c:1Janure::,. 
_1j1J do::,a•Je manuel p,:ir c:olori métrie ,adapté à pari r du dosa,Je autom;;itique en f1 ux c:onti nu 

réalisé ~.ur TECHNICON;i::ette méthode permet de do::,er les trois forme:3 de composer eyanogénétiques. 

4. 1 METHODE ELECTROCHIMIQUE: 1 ONOMETR I E 

Cette méthode est basée suri 'utilisation d'une électrode spécifique or;!lON. 

+ Pri nci P.e de l'électrcuje 
L 'elec:trode e::,t e:on::,tituée ,j' une membrane po11Ji::ri::,ta11i ne de A923 et A1JI 

Agi + 2CW - - - - >Ag(CW"i--, + 1 . . .,_ 

Le::, limites ,je ,:Jétec:tion ::,ont de 0.02rng/l. 

D::TRACTiDN 

H20 NaOH 0.1 N 
.-

I l 
·, .. 

...... ,\ .. 
C1Janure::. 1 i tires Cuanure~. li tires 

+i::1Janoh1Jdri ne:3 

±_protoc:oie exP.éri menbi 
On extrait le::, ion::. CW et le::, c:1Jano tnJdri nes re:,pec:tivernent daœ de 1 'eau et dan~. de ia 

:3oude.Aprè:3 a9itation_.1e::; ::;o1 utions :3ont filtrée:;; et ::iljf!t prêtes;; être anal IJ::;ées au ionomêtre. 
Dan:.:, i e même tee m p::, _,on réa 1 i se de::; ga rn mes d ·étalon nage assez 1 a rge::, _,do nt on ::;oit ==· û r que 

ie:3 point::\ choisis encadreront les c:oncentratioœ des poi nt::1 .3 doser: 
9amme pour les CW li tires :0.5- 2.5 _ug/rnl 
9amme pour 1e:3 CW + eyanoh1Jdri ne::,:2 .5-15 _ugiml 
La :,olutlon mère de KCN utifü,ée a une conc:entration en CW de 1 OOm,J/rn1. 
Le::: pri n,::i pale:~ opérations sont reprhentées dans le si::hérna suivant: 



C1Jrnure::; libre::­
+ C iJ3 no 111J,j ri ne::; 

.~-:,---, 

l 

-=·=-=-

CO::TRACTION 
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200 ml H20 

15 Minute;:; 

1 0 g pulpe 

_,___ 200 rnl NaOH 0_ 1 N 

1 5 Mi n ute::; 

1 0 'J pulpe 

AGITATION FILH'.ATION 

Le c:ontenu de c:haque fi oie e::;t tran::;va::-é dan::; un godet ~11:iur pouvoir 1J plon9er 
le::; élei::trode:3 de me::;!J re(volume utili :;;é 50 ml) 

---~-- n n 
500_u.l NaOH 1 ow~ ----------.--· --- -.·- ·-·.·-·.·1i 

1 
I IONOMET~'.E 

[ - ~ 

= 
f A9itateur c:] 

Lor::; ,je cette ma ni pu 1 ati on, i i e::;t néi::es::;ai re ,je re::; pec:te r i::e t·tai ne::; i::o n,jiti o n::i comme: 
- agir ra piije rne nt pour éviter le dé9a,Je me nt d · HC N _. 
- maintenir l \:igitation pen,jant la rne::;ure pour favori::;er le transport ,je::; ion::; i::1Jan Jjre::;, 
-d'8nal 'J~,er des vol urnes ,féc:r,aritilons c:onst,:rnt::,( 50ml), 
-de faire le::; me::;ut·e::, ::,ur de::; éc:r,antilllon::; de même fori::e ionique ,en ajouürnt de la ::a:iu,je 

1 ON en e::œè::;(l'extr,:iit obtenu contient outre des CW_.de:3 c1- ,des i- ~,ou•,;ant interférer ,:i•,..-ec: le::, 
c:1J=inure:3) . 

4.2 METHODE COUJRIMETRIOUE:OOSAGE MANUEL 
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- 1 

EXTR,Ï:,ON-----_-l,, 

( NaOH ) tH3PO~) '- --~~ ··-r- H c- ,.. P• =~•.::• 

pH= 11 

Cganohgdri nes + CN- C ga nu r es totaux 

+ Protocole e~q1éri mental 
Les pri ni::i pales étape~: de cette manipulation :3ont: 

a/1 'extt-ac:ti on. Elle s'effectue- - - >à l'eau pour obteni rle::; CW, 
- - - >à la soude pour otitenït- le::; CW +c1Janor11Jdri ne:3 _. 

- - - >;~ 1 'ac:ide pour ot,teni r le~: cyanures totaux_.l 'ac:i de 
pho::;phorique permettant d'inactiver 1'en21Jme endogène qui est remplacée p::ir la linarnara::;e 
exo•Jène. 

b/1a réali::,ation d'une gamme d'étalonna,Je et de blanc:s en vue ,je la réaction 
c:olori métrique. 

Trois c:onc:entr::Jtion::; c:on::;tituent la •J;:imme:2.5_.5.0_.7.5 _ug/ml 

i::/la réac:tion rnlori métrique: 
Le:3 produih (échantillon::; et réadifa) :::ont mi:3 dan:3 un tube p1Jrex bouc:hé afin 1j'éviter 

le ,jé,Jagement de HCN et le::: réaction::; ::;ec:onàai r·e::;.Le c:yanure contenu dan::; l 'éc:ha ntillon e::;t 
transformé en chlorure de c:,J,rnure (CNCl) par réaetfon a•,1ee: la i::hloramine T.Pat· addition de la 
pyri,jri ne-bi::;pyr;;izolone_.il :::e forme une coloration bleue ;1 'ab~;orbanc:e de la solution e::;t 1 ue li 620 
nm.Le:3 vol urne::; et les terrw:; de réaetion constants entre chaque i:'!ddition de réaetifa ont été i::aleulé::- ;~ 
partir •:lu manifold du Tec:hnicon.fout c:ornrne dan::. le dœa•Je automatique_.le::: rne~.ures doivent être 
effeetuée:3 dans le::, rnême:3 i::onditiori:3. 

En ce qui concerne l'ai:Mition d'en21Jme exogène_.1e court ternp~. de c:ontact permet 
1féviterla formation de réactions :;;ei::ondai res et d'i nterférenee::,.On aura pris soin de préparer au 
préalable l'extrait enzym;:1tique ( il peut ~;e con:::erver pl œieurs semaines à O"C) et de te::;ter ~:on 
.::ietivité. 



DOSAGE COLOR I METR IQUE MANUEL 

200 ml H20 

,.•···--
,. .... 

! 200 ml Na0H 
/ --0.1 N 

Il' 

50 ml H3P04 

__ /,,.---- 0.1 N 

-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-~ .__ 1 Og p1Jlpe :-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-: -: :.__20g pulpe 

-- 15 min ______ l S m1n ______ 15 min _____ _ 

Fioles 50 ml 

1 

-·· 1 

( 'î 
\ 

l ll ·---· 1 ml éc:hantillon --+_ .. 

.. -., j ~ 
W- 1m1Chlocamin,T J 1 
·-- ·· ,_. 

5 minutes:] 

1 l 2.6 ml P,,idine-H P..•J r-:iwlùrre 
·._.-

• COLORAT ION JAUNE 

• COLORAT ION BLEUE 

i 

.;:~E;t";;it?::"tjw·· -. 
~l~ enzyme;·:? 

,.~--.:..L.:...i.~ .~ 

, 1 ml enz1.1me 
1 1 1 ml éi:,hantillon 
1 ·-- · 

[ 1 [,5 T'"J 
R1m1 Chloramme î 

--~ · _ ___,__! -
5 minut1?s:'I 

w 2.6 ml P•Jridi~,­lJ ~~•J raz:,:. kine 

-

' COLOR ATION JAUNE 

f ~n · ,. 

'·j 
COLOR AT ION BLEUE 
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,j /1 'ext rac:ti on de ki 1 i nfi rnrH·a:3e 
La li narnarase e::;t l'une de::; ~,ri nci pale::; enz1Jrr1e::; contenue::; ,jans l'écorce ,je manioc: où 

::a:in ;:ictivité e::;t del 'orijre. ,je 270 pprn(en poi,fa frah) d'HCN libéré par minute. 
On commence par extraire la li nrirnara::;e de 1'éc:orc:e par bro1Jage _.le bro1Jat e::-t en::;uite 

eentrifu9é.Le::; er,z,Jme.s ::;e retrouvent dan:3 le surna9eant que ïon filtre.L'étape suiv;::rnte con:3i:3te à 
::;éparer les prnte.i ne::; de::; autre::; molécule::; éwilernent contenue::; ,jan::; le filtrat.Le procédé de 
:::épfiration e:3t ba::1é :;;ur l::1 i:!ifférenee ,je :;;ol ubi1ité de::1 protéi ne:3 dan:3 une :301 ution saline .L'addition 
d'une quantité importante ,je ::;ulfate d'ammoni urn (::;atun,nte ;~ 70;!l.)trè::- soluble dans l'eau et à force 
ionique trè::1 élevée provoque h:1 diminution de h :::ol ubilité de::1 protéïne::; _Le::; enz1Jrne.s ,dont l::i 
li na manne :;;e retrouvent aprè::. î 6r, ,je prée:i pitation ;~ 4:::-c ::-ou::; forme de précipité.Ce pré.ci pité e:::t 
c:entrifu,Jé et le culot d'enz1Jrne:s e::;t di::;::;oud dan::1 le t::1mpon,prêt à être di,:1l 1Jsé.L:1 ,jiai 'J:::e ~,ermet de 
:::éparer h=i 1i narri::ira:::e de grand poid::: rnoléc:ulai re ,je::: :::ol uté::: de petit poiih moléculaire comme le::; 
:.::eh d\:1mmoni urn.On utilü:e pour :3e faire une membrane :semi-perméable qui retient 1 ·enz1Jme tandh 
que le:;; ~;eh pa%ent à l'extérieur dan::; le tampon pt,o:::phate ,j IJ::;qu'à :::e que 1 'équili tire entre le:;; deux 
rniiieux soit atteint.Le tampon ~,hos~•hate est chan,jé de nombreu::;e:3 foi~: .On di:::po:3e ;:ilors d'un extrnit 
de li narnara::;e dont 1 ·activité peut être te:::tée. 
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EHTRRCTI ON ENZVMRTI OUE 

.. 
1 00 •J d 'éc:i:iri:=i? 
+ 200 ml t.:irnpon acét.:ib? 
0 .1 N pH=5.5 +EDTA 0.01M 
+ 50 q pol,Jd:it· 
(pour bloquff li?:S 
po ly phério 1s) 

{ 

CENTRIFUGAT ION 15 min à 9000 b"s / min 

.. --•- •., r -
~ ~ -1------' 
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l­
e: 
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w 
L..I 
C: 
Q.. 
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/ 
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{ 

\ 

1 

'· .-· ', 
, t, 

_, ....... , 

l 

t--fosuri? du volumi? obti?nu 
(:,::ml ) 

CENTF.:IFUGATION 30 min ô 9000 tt-s/min 

1.1.1 ...,, 
:i­
...J 
a: 
Q 

Dissoi1Jt fon du ,::;ulot 

dans le tampon 

t·-·1embr·-:1ne 

~ T.::irnp;,n phosphate 

l(•:i renouveller pend-:int È]j 
de di-:111..!SE-

j 24 ô 48 h : 1 h ,2h, 4h, 8h .. .) 
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e/ac:tivité en21Jmatique de 1.:-i li namara~;e 
L ";:ietivité de la 1i namara::a:. e::;t do::i:e en utili3;::int le p- Nitopher11Jl -B- 9l uc:,j::dde comme 

substrat.On fait réagir l 'enz1Jme sur ::;i)fl substat pendaï,t une heure d'i ncubation_:la réaction est 
::-toppée par ;:idditon de tampon bonite.Il ::;e développe une inten::;e coloration jaune ,jont la me::;ure e::;t 
éffec:tuée au ~;pectropt,otomètre à une longueur d'onde ,je 400nm. 

,. 
f 

l 

BLANC E::ff~'.AIT ENZYMATIQUE 

---+-- 0.5 ml H20 
__ ./.// 

\ 
~~J~/1 ..... _ 

i 

t 

1 ml PNP-G ( 62 mg) 

INCUBATION 1 HEUn 

_____ .,-------· 
2 rnl fompon Borate 
+ 0.5 ml H20 

Coloration jaune 

1 

\.._ 
l ___ .,,/ 

t 

' 

0.5 ml Enzyme 

... 

J 

f \ '. \ \ \ \ \ W~},~:i~'.~=~~·'.~~~t~i:--~~'.nJ '.: '. '. ~,i,!i+l-i \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ 1 \ \ \ \ \ \_1 __ 
1 

1-: : · : · : · : -: · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : · : i 
ts.-s:~ .......... -----· '--:- -'-: --'-: •....c..: ..... • : __ -:_• :'--• '--: . -'-: -.... : ....c..· : ..... - : _ · :_• '--:-'--: ·..c...: ---'-: ..... · : .... • :_• :'--• '--: .-'-: --'-: ....c..< ..... · : .... • : __ • '--: •.c--: •..c...:-.... : ..... · : .... · :_· ·--· '----__ :_.;l· 

ACTIVITE ENZYMATIQUE 

Une unité 1fi:1ctivité est défi nie comme la quantité d'e n21Jme qui produit un chan,Jernent de 
0.001 daœ l'ab::;orbance à 400nm par minute.Le PNP-Cil uc:o:3ide n'étant pas un sub:;;trat spécifique à 
la 1i na ma rase _,il e::;t :3U%epti ble de réagir avee: d'autres 13-gl ucosida::;e::, contenue::, dan~. l'extrait non 
purifié. 

~'.e::;ultat::; d'un do::;age d'activité ::;ur deux e::;::;ai::;: 
DO à400nrn:0.832 et 0.842; rno1Jenne O.B37 pour 500.u.1 d'enz1Jrne,d 'où une activité de 

16 74 unite::;/ml . 



Cette ac:tivité peut paraHre i rnportante,rn;;:1i::, ce1a e::;t diJ au fait que i ·extn:iit ne contient 
p,:is que 1je la li narnara:3e rn8i::, au::,si d'autre::, B-gl œosidase::- et que le ::,ub::-trat n'e::;t pa::, ::,pécifique de 
la li namara::,e et qu'il e::.t donc dégrader rapidement . 

4 .3 Conclusion 

En réa 1 ité _.ces deux tee h niques de dosage ::;ont i::o m ~ilé me nt.:,i res. La i o no métri e apporte la 
::d rnpl icité( rn,:ini puh:1tion::, _.matériel...) _:elle con::.titue une bonne rnétt,i:uje de contri)le de::, 
coneentration:E; en c1Janure::;,i::e qui est tout à faH approprié au travail demandé ::,ur le terrain.La 
colorimétrie a :::urtout l'avantage de l'exactitude ,la précision et permet un :::urvol rnmplet du 1jo::,a1Je 
de::: i::qanures. · 

· 11 aurait été intéressant d'a1japter la tei::trnique manuelle à la iornométt·ie ,c'e:E:t-à-di re 
d'effectuer un do::,ai~e enz1J mati que _.le=:: i::1Janures libérés étant 1jéter mi nb avec: l'électrode. !lest 
\•Tai::;emblable que le::: prottlèmes coneernant l'h1Jdrol1J::;e enzym,:itique ::,oient le::, mêrne::. .Une étude 
pl us aç1profondie sur l 'enz1Jme con::,idérée pourrait aiJ::.:td apporter de 9randes amélioration::,. 
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IONOMEH'.IE 

-Si mpHcité del 'appareilla1Je: 
une éleetrode et un lecteur _. 

- Pas de réactifs, 

- F~a pi dité, 

-Sen::,i bilité :0 .02 ;~ 26 .Ll.g /l 

COLOF'.I MET F~I E 

-Appareil 1je me::,ure ai::ces::,si ble 
et d'un emploi faeile_. 

-Méthode assez rapi1je( 40 anal 'Jses/j) .• 

- Bonne sensibilité, 

-- ·-------------------------------
! ! 
N 
C 
ü N 
N l 
V E 
E N 
. T 

'.:i 1 

-Ai::t ue 11 e me nt do::,a1~e::, unique me nt 
de::, ioœ i::1Janure::- li ti res_. 
trav,:iil c:omplérnent:ii re .~ envha9er 

-Emploi~, de réai::ti f~; toxiques ,dan9ereux 
d'où travail sous r,otte, 

-Temps de réadions à bien respeder 

- ~~éaction enz1Jrnatique ::aj1Jrnhe à de 
nombreuse::, i::onditions 

-- '---------------'----------------



4 DOSAGES REALI SES : RESULTATS 

Nous donneron::; ci <,prés quelque::; ré::.ult::its de dosa•Je~; éffedués en 
ionométrie_.permett;:int de montrer quels type~; d'es~;ais ont été ré;:ili ::;é:3 : 

*Manioc: frai~; (J•ar rapport à la matière humide~~ 

écoree:120 p~•m 
pulpe fr;:1Yche ( humidit.é:E8% ) 

e1Janure litire:22 ~,pm 
c:1Janure + c1Janoh1Jdri ne :50 ppm 

*I ntl uenc:e du :3éc:ha•~e ::;olai re :3ur l 'élimination des c1Janures 

!C1Janure libre !CtJanure + i::yanohydri ne 
_________ ! _________ ! __________ _ 

pulpe fraî"che ! 35ç1pm ! 61 ppm 

pulpe ::;éi::he 26ppm 

*3uivi de k1 fermentation 

Le~; e%ai::- ont portés ~;ur 1 'aptitwje d'une souche exogéne avec laquelle on ensemence la 
pulpe de manioc è, detoxifier le manioc: 

- e:Bai :::ur fermenteur ré1Julé de 2 litres 

Heures ! C1Janhydri nes( pp m) 
------- , ______ _ 
0 
13 
15 
rn 
20 

! 25 
! 19.5 
1 15 

12.6 

71 ·~ de::; c 1J no h 1~1j ri nes ::10 nt é 1 i mi nées. 
Rernarque:Îe~; cyanure~; t ré::; volatile::- n'ont pu être me::;urh. 

Echantillons ! Heure::; ! C1Janure::- ( ppm) !Cyanhydri ne/ppm! ~•H 
_______ I ------ ! _______ , ______ , __ 
pulpe fraie,,e ! 0 ! 60 !û 1 6.9 
_______ ! ! ______ _ ! ! __ 
Echantillon ! 24 ! 19 1 1 !4.2 

'-------'-------1 ! __ 
non en:::erneneé ! 4;3 ! 2i3 ! 0 13_g 
------- ! _______ -------1 ! __ 
Ei::hanti11on ! 24 ! î 7 i - 1.' A.l , _______ -------! , __ 

! 4i3 ! 24 1 1 )7 -, 
··-' · / 

------- 1 , ______ _ , __ 



Nou~: noton::: au bout de 24 tieure::1 une accumulation ,je c:1Janoh1Jdri ne::. 
vr::1i::;emblatilement i:lue aux condition::: de pH qui doivent être li mit::inte::. tant pour la détoxi fii::ation 
naturelle que pour celle rec:herchée. 

Le pre:::::.a9e permet d'éliminer une quantité importante de cyanure:::: 

pulpe f r::âi::he 
(ppm) 

!pulpe fermentée !pulpe ~•re:3:::ée !jœ de pres~:e 
!( ppm) !( ppm) !(.Lt.9/ml) 

_______ , _______ 1 _______ 1 ____ _ 

CN ! 19 ! 10 ! 7 ! 2.9 _____ , _____ _ 
CN +CtJano. ! 105 ! 65 ! 26 ! 73 

-----'------'-'--------------'-----

Nou~: n·avon~. pu de manière ~:1Jstématique faire une compan1hon entre rne~;ure::1 
effec:tuée::: :::iu ionomètre et avec la méthode manuelie_;en effet,la mhe au point de ia méthode manueiie 
à partir du manifold a mobilisé une partie imç,orante de mon temps et une foi::. la méthode rni:::e au 
point,le ionornétre n'était plu::: disponible ,étant utili~;é :3ur le terrain au To90.Une mesure ::1 été faite 
permettant de montrer que les rh u ltats entre 1 es deux méthodes sont vohi ns: 

! CN libre ! CN + CtJanohtJdri ne 
----------'---------- ! ________ _ 
lonométre ! 1i3 ! 50 
__________ , _________ ! ________ _ 

Méthode manuelle ! 15 ! 51 
1 
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