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1. INTRODUCTION GENERALE

Au moment oi Colomb découvrit 'Amérique, 1a culture du manioc y était
déja trés répandue. Introduite ensuite dans diverses régions tropicales, surtout
par les Portugais, elle a pris acteellement une grande extension dans de nom-
breux pays tropicaux. Devenu souvent nourriture de base, le manioc n’cst pour-
tant pas sans inconvénients. La violente toxicité des tubercules de certains clones
peut en rendre trés dangereuse la consommation. Et, bien qu’on sache en géné-
ral se débarrasser de la substance toxique, I'acide cyanhydrique, des accidents
se produisent toujours, parfois mortels, dus 4 la consommation de tubercules.
De plus, les méthodes d’élimination de I'acide cyanhydrique aboutissent 4 une
diminution ou 2 une dégradation des vitamines et des protéines, dont la tencur
est déja trés faible dans les tubercules frais (ADRIAENS, 1955).

Pour la préparation des denrées alimentaires 4 base de manioc, destinées non
seulement a4 I'homime mais encore aux animaux, il est trés important d’avoir
une connaissance détaillée du caractére cyanogénétique de la plante. Il est connu
que la toxicité du manioc peut varier de fagon importante suivant les clones et
les conditions écologiques de culture. Mais, en étudiant les travaux effectués
sur la cyanogénése du manioc, on apergoit bien des lacunes, et surtout une
multitude de contradictions. Ceci a ét¢ démontré clairement par BoLHUIS (1954)
dans son article sur la toxicité du manioc; aussi, cet auteur a-t-il soutenu qu’il
fallait y consacrer une étude plus approfondie que celles entreprises jusque 1a.
En effet, le but principal de nos recherches était d’étudier I'influence de quelques
facteurs écologiques sur la toxicité des tubercules du manioc. Cependant, bien
que les tubercules soient les parties de la plante les plus intéressantes au point de
vue nutritif, il est évident qu’au point de vue physiologique, la seule étude de la
cyanogénése dans les organes capables d’emmagasiner I"Tamidon était insuffisan-
te. Ainsi, au cours de nos travaux, il nous a paru indispensable d’étudier le ca-
ractére cyanogénétique des différents organes de la plante et d’aborder quelque
peu aux répercussions physiologiques.

Dans ce mémoire nous présenterons d’abord un apergu sur la cyanogénése
des plantes en général, et plus spécialement du manioc. Ensuite nous envisage-
rons les conditions écologiques des champs d’expérimentation et les questions
relatives au matérie] et A la méthodologie générale. Puis, aprés avoir prété atten-
tion & la répartition de la substance toxique dans la plante, nous aborderons
Iétude de divers facteurs, et plus spécialement ceux d’ordre écologique, pouvant
influencer la teneur en substance toxique des tubercules écorcés, et, dans quel-
ques cas, des autres parties de la plante. Lors de ces recherches nous avons es-
sayé d’établir s’il y a une différence importante ou non, suivant qu’on étudie les
tubercules écorcés, ou les autres organes de la plante.

Dans la partie qui suit nous envisagerons d’abord la migration du principe
toxique dans la plante, Nous présenterons ensuite les résultats d’une étude sur
I'activité de la linamarase et sur la répartition de cette enzyme dans la plante.
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Enfin, nous présenterons un apergu des méthodes d’élimination de la sub-
stance toxique et ajouterons les résultats de nos propres recherches. La connais-
sance de la répartition de la linamarase dans la plante nous a permis de con-

sidérer les possibilités d’éliminer efficacement la toxicité des parties comestibles
de la plante.
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2. CYANOGENESE

2.1. CYANOGENESE DANS LES PLANTES EN GENERAL

La propriété d’un assez grand nombre de plantes de pouvoir émettre, dans
certaines conditions, de I'acide cyanhydrique (HCN) est connue sous le nom de
cyanogénése. Certaines plantes ont des organes qui peuvent émettre I’'HCN en
quantité mortelle pour la consommation.

La nature toxique de certaines plantes cyanogénétiques était bien connue déja
dans I'antiquité. Les prétres égyptiens des temples de Memphis et de Thébes, con-
vaincus d’avoir trahi un secret de leur art sacré, furent empoisonnés avec ’le
fruit du pécher’ (DE RASSENFOSSE et GUEBEN, 1936).

Il n’a jamais été prouvé définitivement, que ’"HCN puisse se trouver a [’état
libre dans les plantes cyanogénétiques (DILLEMANN, 1958). En revanche, il a été
montré que certaines plantes cyanogénétiques contiennent des substances capa-
bles de libérer de THCN, et qui, selon DILLEMANN, on tété reconnus comme
étant des hétérosides. Puisque ces hétérosides cyanogénétiques donnent par
hydrolyse du glucose, ils peuvent étre désignés sous le nom de glucosides cyano-
génétiques (POLONOVSKI et LESPAGNOL, 124]), terme que nous emploicrons dans
le travail présent.

Il est probable que, dans la plante, THCN n’est émis qu’aprés décomposition
du glucoside cyanogénétique; cette décomposition peut &tre provoquée par
simple froissement des tissus.

L’amande a joué un role important dans la découverte de la cyanogénése des
plantes. Aprés la découverte de PHCN par SCHEELE en 1780 (DUNSTAN et al,,
1906) cet acide fut trouvé pour la premiére fois dans le régne végétal en 1801,
dans un distillat d’amandes améres, par BoHM (DILLEMANN, 1958). En 1830,
RoBIQUET et BOUTRON-CHARLARD observaient que les amandes améres contien-
nent “un principe particulier qui est azoté, et qui parait étre I'unique cause de
Pamertume de I'huile essentielle’; ils appelérent ce principe: amygdaline (nom
actuel: amygdaloside). En 1837, WOHLER et LIEBIG moniraient que I’amygdalo-
side pouvait se scinder en glucose, benzaldehyde et HCN, sous I'influence d’une
matiére ‘albuminoide’, présente dans les amandes, qu’ils appelérent: émulsine.
L’amygdaloside fut le premier glucoside cyanogénétique 4 étre isolé. Ce n’est
que cinquante ans plus tard que Jorissen et Hairs (1887, 1891) isolaient & partir
de plantules du lin, un glucoside cyanogénétique, différent de "amygdaloside,
auquel ils donnaient le nom de linamarine (linamaroside). Par la suite, plusietrs
autres glucosides cyanogénétiques ont été isolés.

En 1969, CoNn et BUTLER distinguaient onze glucosides cyanogénétiques dont
la constitution est déterminée; récemment Ev1GLESSON (1970) a mis en évidence
I'existence d’un nouveau glucoside cyanogénétique: le triglochinoside.

Une revue bibliographique des travaux d’avant 1958 sur la cyanogénése a été
faite par DILLEMANN (1958). La propriété cyanogénétique a été signalée parmi
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des plantes appartenant 4 des familles les plus divergentes des Phanérogames,
mais on Ia trouve également parmi les Ptéridophytes et les Thallophytes. DILLE-
MANN fait mention de 900 espéces cyanogénétiques, réparties entre 95 familles,
parmi les Phanérogames. Actuellement, ce nombre est plus important, puisqu’on
trouve toujours de nouvelles espees cyanogénétiques. L'information la plus
compléte sur la répartition des plantes cyanogénétiques est donnée par HEG-
NAUER dans son vaste travail (encore inachevé): *Chemotaxonomie der Pflanzen’
(1962, 1963, 1964, 1966, 1969). Bien qu’on connaisse un grand nombre d’espéces
cyanogénétiques, la nature de la substance cyanogénétique n’a été déterminée
que pour un nombre relativement restreint de ces espéces.

Certaines familles parmi les Phanérogames sont particuliérement riches en
espéces cyanogénétiques, alors que d’autres ne comportent que trés peu d’es-
peéces. La teneur en glucoside cyanogénétique est trés variable snivant les espéces.
Mais il existe aussi, pour la méme espéce, de grande variation, suivant les
variétés. De plus, dans la méme variété la teneur dépend beaucoup des condi-
tions écologiques et du stade de développement de la plante. Dans la méme
plante, enfin, la teneur n’est pas la méme pour les différents organes.

La teneur la plus élevée, constaiée jusqu’a présent, atteint 17 mg d’HCN
libérés par g de feuilles séches, pour le Dimorphoteca spectabilis (DILLEMANN,
1958).
se présente comme un caractére polyfactoriel. Toutefois, pour le tréfle blanc, le
Lotus corniculatus, et certaines espéces de Linaria, il a é&t€ mis en évidence que la
cyanogénése n’est controlée que par trés peu de paires de génes (DILLEMANN,
1358).

Il a ét¢ démontré que la méme plante peut former plus d’un seul glucoside
cyanogénétique. Notamment, on trouve souvent réunis dans la méme plante le
linamaroside et le lotaustraloside (BUTLER, 1965).

La décomposition des glucosides cyanogénétiques s’effectue en deux phases.
D’abord le glucose est détaché de la molécule sous I'action d’un B-glucosidase.
Quant 4 Paglycone, on admet qu’a ’eau elle se dissocie spontanément en HCN,
et un aldéhyde ou une cétone; mais CoNN et BUTLER (1969) mentionnent que
dans certains cas I'action catalytique d’une enzyme a été démontrée.

La spécificité des enzymes qui effectuent I’hydrolyse de ces glucosides n’a
pas été bien établie. Déja en 1891, JorisseN et HAIRS ont signalé que 'I’émulsion
d’amandes douces n’agit pas sur la linamarineg’, et que "’amygdaline se dédouble
aussi bien en présence d’une émulsion d’amandes douces que d’une émulsion de
farine de lin’. L’activité hydrolysante des enzymes n’a été étudiée que ’in vitro™,
Toutefois, 4 la suite de récentes recherches, de nombreux auteurs admettent
que ces enzymes peuvent agir sur leurs substrats 'in vivo’ égalernent ( TSCHIERSCH,
1967).

Plusieurs auteurs se sont interrogés sur le rdle physiologique des glucosides
cyanogénétiques. Ne sont-ils que des substances de déchet ou bien ont-ils un
rdle important pour le métabolisme? Entre ces deux extrémes, plusieurs hypo-
théses ont été avancées, que DILLEMANN (1958) passe en revue. Bien que leur
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rdle ne soit pas encore tout a fait connu actuellement, 'emploi récent des radio-
isotopes dans la recherche sur la biosynthése des glucosides cyanogénétiques a
permis d’apporter des éclaircissements importants dans ce domaine. TSCHIERSCH
(1967) et ConN et BuTLER (1969) ont établi un bilan bibliographique de ces
travaux. En effet, en 1958, GANDER, et CONN et AXxAaZAWA ont mis en évidence
par des recherches indépendantes, que le dhurroside, glucoside cyanogénétique

CIHg Nle CH3
CH3—C—fi:—COOH ————— —>CH,—-C-C=N
H H (;J
L-valine Ce Hy Og
linamaroside
C|H3 NIHz CIH:.]
CaHs - (IZ C - COOH——————=C3Hs — (I: -C=N
H H 9
L-isoleucine Cs Hn Og

lotaustraloside

z@
H NHz
Q G- C CODH am d::tzm:;:eom
H H \\\ ¥Yq N
-phenyl [ -~
L-phenylalanine \3©—(::—CEN
0

i
CsHn Os
prunasoside

N '.*
PG & LR W SO

H H (I)
L-tyrosine CsHn Os
dhurroside
EN GENERAL
Ry NIHz R,
Rz—C—(I}—COOH —————— %Rz—?—CEN
H H (|J
acide aminé R3

glucoside cyanogénétique

Fic. 1. Quelques glucosides cyanogénétiques et les acides aminés dont ils dérivent.
Fig. 1. Some cyanogenetic glucosides and their amino acid precursors.
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du Sorghum vulgare, est formé par la voie de la tyrosine, donc que la biosynthése
du glucoside passe par un acide aminé, ayant une constitution moléculaire res-
semblant a celle de 'aglycone du glucoside en question. De maniére analogue, il
a ¢été démontré que le linamaroside et le lotaustraloside peuvent étre respective-
ment formés par la voie de la valine et de I'isoleucine, dans quatre espéces
différentes: le tréfle blanc (BUTLER et BUTLER, 1960), le lin (BUTLER et CONN,
1962, 1964), le Lotus arabicus (ABROL et CONN, 1964, 1966) et [e manioc (NARTEY,
1968). La phénylalanine peut mener & la formation du prunasoside dans le
laurier-cerise (MENTZER et al., 1963) et le pécher (BEN-YEHUSHUA et CONN, 1964),
et de "amygdaloside dans ’amande amére (Apror, 1967). Bien qu’aucune re-
cherche analogue n’ait été effectuée jusqu’a ce jour sur la biosynthése des autres
glucosides cyanogénétiques connus, on peut supposer qug pour ceux-ci, la voic
de 1a biosynthése est probablement trés voisine. La figure 1 présente quelques
acides aminés et les glucosides cyanogénétiques qui peuvent en résulter.

Il est & remarquer que déja en 1922, ROSENTHALER est arrivé a la conclusion
que dans les plantes cyanogénétiques 'HCN peut étre formé aux dépens des
acides aminés si ceux-ci sont présents en abondance. STEKELENBURG (1931)
affirmait que les glucosides cyanogénétiques sont des sous-produits du métabo-
lisme des protéines,

Si I'on connait le début et la fin de la chaine des réactions transformant un
acide aminé en un glucoside cyanogénétique, on ne connait pas exactement les
étapes intermédiaires; TsCHIERSCH (1967) et ConN et BUTLER (1969) ne pré-
sentent que des hypothéses.

Parali¢lement aux recherches sur la biosynthése des glucosides cyanogénéti-
ques, il a été mis en évidence que certaines espéces des Phanérogames, cyanogé-
nétiques ou non, ainsi que quelques espéces des Thallophytes, sont capables
d’assimiler THCN. 1l a été constaté que ['administration d’HCN, marqué au
carbone-14, aux plantes cyanogénétiques ne méne pas au marquage des gluco-
sides cyanogénétiques. En revanche, en 1963, par des recherches indépendantes,
BLUMENTHAL-GOLDSCHMIDT et al., et TSCHIERSCH ont démontré que chez cer-
taines plantes Uadministration I’HCN, marqué au carbone-14, fait marquer
I’asparagine. Dans certains cas la f-cyancalanine peut étre marquée (TSCHIERSCH,
1964a, 1964b, 1964c).

ABROL et CoNN (1966} ont mis en évidence I’existence d’une relation entre
I'assimilation de 'HCN et Ia cyanogénese. En effet, aprés administration de
valine et d’isoleucine, marquées au carbone-14, i de jeunes plantes du genre
Lotus, le carbone-14 marque non seulement le linamaroside et le lotaustraloside,
mais encore 'asparagine. Dans ces plantes, on retrouve également de 1’aspara-
gine radioactive aprés administration ’HCN, marqué au carbone-14. Aussi ces
auteurs ont-ils conclu que les glucosides cyanogénétiques peuvent étre décom-
posés ’in vivo® alors que I"HCN libéré peut étre incorporé dans I’asparagine.
Selon la conception actuelle de la cyanogénése, la formation et la décomposi-
tion des glucosides cyanogénétiques s’effectuent dans la plante parallélement,
donc la teneur en glucoside que I'on détermine n’est que la résultante de ces deux
réactions. On admet que le métabolisme des glucosides cyanogénétiques est en
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relation avec celui des acides aminés. Certatns acides aminés peuvent étre trans-
formés en glucosides cyanogénétiques, et ces glucosides peuvent rentrer dans le
métabolisme des acides aminés par la voie de la B-cyanoalanine ou de 'aspara-
gine; TSCHIERSCH (1967) en présente un schéma. On peut admettre que la for-
mation des glucosides cyanogénétiques sera plus importante quand la dis-
ponibilité des acides aminés sera plus grande. Ainsi, Ia grande variation de la
teneur en glucoside cyanogénétique que 1’on constate dans les plantes en fonc-
tion de la nature des organes et des conditions extérieures, ¢st plus compréhensi-
ble.

2.2. CYANOGENESE DANS LE MANIOC

La population autochtone de I’Amérigue tropicale savait bien que les tuber-
cules du manioc peuvent contenir des quantités mortelles d’une substance toxi-
que. On a trouvé des méthodes de préparation rendant la consommation des
tubercules sans danger. C’est probablement Crusius (1605) qui, dans les ouvra-
ges européens, fit le premier mention de la toxicité du manioc. Il affirme alors
que la formation du principe toxique est en relation avec les conditions de cul-
ture (DUNSTAN et al., 1906).

Le vrai caractére du principe toxique a €té obscur pendant longtemps. En
1836, HENRY et BOUTRON-CHARLARD ont démontré que la substance toxique des
tubercules du manioc est I'acide cyanhydrique. En 1886, PECKOLT a mis en
évidence l'existence dans le manioc de 'HCN, combiné 4 une substance qu’il
appelait: manihotoxine. En 1906, DUNSTAN et al. ont réussi isoler un glucoside
des tubercules du manioc, ainsi qu’'une enzyme capable de le scinder en glucose,
acétone et HCN., Il s’est trouvé que ce glucoside était le méme que cefui que
DUNSTAN et HENRY avaient isolé du Phaseolus lunatus en 1903 et anquel ils
avaient donné le nom de phaseolunatine. Cependant, la phaseolunatine s’est
révélée étre le méme glucoside que la linamarine (linamaroside), 1solée antérieu-
rement du lin par JorISsEN et Halrs (1887, 1891).

Le linamaroside est un B-glucoside (CLAPP et al., 1966) qui répond 4 la for-
mule C; H,,NOg. Il fond 4 141 °C et posséde un pouvoirrotatoire de-26°2". La
constitution de la molécule est présentée dans la figure 1. Il est trés soluble
dans I’eau, peu soluble dans I’acétone et insoluble dans I'alcool et I'éther. La
libération de I'HCN s’effectue le plus facilement par hydrolyse enzymatique,
donc sous l'action de la linamarase, présente dans la plante. Le linamaroside
peut également €tre hydrolysé par des acides dilués, mais le résultat est moins
bon que par hydrolyse enzymatique (Woob, 1966).

Bien que certains auteurs — DUNSTAN et al, (1906), DIDIER DE ST AMAND
(1960) - fassent mention de I’action de I'émulsine d’amandes sur le linamaroside,
il a été démontré a plusieurs reprises (JORISSEN et Hairs, 1891; Treus, 1907;
Coor, 1940; TanTIsEWIE et al., 1969) que cette émulsine ne réagit pas ou de
fagon négligeable sur le linamaroside. En revanche, 1a linamarase est capable de
scinder "amygdaloside de ’amande, bien qu’assez lentement. De plus, la linama-
rase est capable de scinder quelques autres glucosides cyanogénétiques. Elle
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réagit aussi bien sur le lotaustraloside que sur le linamaroside (Coop, 1940;
NARTEY, 1968). La linamarase est décomposée 4 72°C (JOACHIM et PANDIT-
TESEKERE, 1944).

Jusqu’a présent le linamaroside a été retrouvé dans au moins huit genres parmi
les Phanérogames (BUTLER, 1965) et dans une espéce des Thallophytes (STEVENS
et STROBEL, 1968). Dans le manioc le linamaroside est accompagné d’une petite
quantité de lotaustraloside; BUTLER (1965) a trouvé que le rapport des deux
glucosides était de 96/4, NARTEY (1968) — de 93/7, et BIsSETT et al. (1969) - de
97/3.

NARTEY (1968) a démontré que dans le manioc, le linamaroside et le lotaustra-
loside sont respectivement formés par la voie de la valine et de I’isoleucine.
NARTEY (1969} a démontré également que le manioc est capable d’assimiler
PHCN; administration d’HCN marqué au carbone-14 marque I’arginine. Cet
auteur affirme que la cyanogénése dans le manioc est en relation étroite avec la
disponibilité de la valine et de I'isoleucing dans la plante.

Certains auteurs (KoENS, 1948; NorMANHA, 1969) suggérent que le glucoside
du manioc ne se trouve que dans les vaisseaux laticiféres, affirmation qui, 3
notre connaissance, n’a jamais été prouvée et qui nous parait incorrecte, surtout
si nous considérons que plusieurs espéces de plantes, ne possédant pas de vais-
seaux laticiféres, sont aussi cyanogénétiques.

En général, le goiit des tubercules ayant une teneur en glucoside' trés élevée
(> 200 p.g I’HCN par g de matiére fraiche) est amer, alors que les tubercules
ayant une teneur en glucoside peun élevée (<< 50 pg I’HCN par g de matiére
fraiche) ont un goiit doux. Ainsi on distingue des clones "amers’ et des clones
doux’. Cependant, d’apres KocH (1933), PEREIRA et GOMES PINTO (1962), et
SiNHA et Na1r (1968), le golit n’est pas toujours en relation avec la teneur en
glucoside. En effet, s’il apparalt que les tubercules de tous les clones amers con-
tiennent toujours une quantité élevée de glucoside, la réciproque n’'est pas vraie,
et I’on rencontre quelques cas de tubercules a forte teneur en glucoside qui sont
doux.

Autrefois, supposant que scul le manioc amer contenait la substance toxique,
on distinguait une espéce amére et toxique et des espéces douces et non toxiques
(voir 3.2.). D’aprés CARMODY (1900) c’est FRANCIS (1877) qui, le premier, a mis
en évidence [a présence ’HCN dans le manioc doux, Jusqu'a ce jour on n'a
trouvé aucun clone de manioc dépourvu de glucoside cyanogénétique.

1 Nous résumerons les deux glucosides cyanogénétiques du manioc sous le terme glucoside’,
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3. MATERIEL ET METHODOLOGIE GENERALE

3.1. CONDITIONS ECOLOGIQUES DES CHAMPS D’EXPERIMENTATION

3.1.1. Introduction

La plupart des essais ont été effectués au champ d’expérimentation du Centre
d’Adiopodoumé de I'OFFICE DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE
OUTRE-MER (O.R.5.T.C.M.). Adiopodoumé est situé 20 km a I’ouvest d’Abid-
jan, capitale de la République de Cdte d’Tvoire. Mais, en raison de la variabilité
des sols et des climats en Cote d’Ivoire, nous avons effectué un de nos essais en
quatre endroits différents: 3 Adiopodoumé, & Bouaké, 4 Ferkéssédougou et a
Man.

8° =
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i KoRMBEo o | O FERKESSEDOUGOU
| |
=2
Lda]
<
x
[¥1]
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5° 3 "
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] | | ) | I
8° p

Fig, 2. Carte dela Cote d’Ivoire.
Fig. 2. Sketch map of the ivory Coast.
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3.1.2. Climat

Le climat du Sud de [a Céte d’Ivoire est, selon la nomenclature d’ AUBREVILLE
(1949), du type Guinéen-Forestier. Ce climat est caractérisé par I'existence de
deux saisons des pluies, la plus longue ayant son maximum en juin, la plus
courte en octobre. La végétation dans cetie zone climatique est la forét dense.
Adiopodoumé est situé dans cette région.

Le climat au Nord du pays est, toyjours selon AUBREVILLE, du type Soudano-
Guinéen. Il n'y a plus ici qu’une seule saison pluvieuse, avec un maximum en
aoiit-septembre, La végétation est la savane plus ou moins boisée; Ferkéssédou-
gou est situé dans cette région climatique.

Bouaké et Man sont situés dans une région transitoire entre les deux climats.
La ligne pointillée sur la carte (figure 2) marque la limite de la forét dense et de la
savane boisée,

Le tableau 1 groupe des données climatiques pour les quatre endroits en
question (ANON., 1969). En fait le tableau fournit des données d’Abidjan et non
d’Adiopodoumé, sauf pour I'évapotranspiration potentielle; mais les climats
d’Abidjan et d’Adiopodoumé sont peu différents. L’évapotranspiration poten-
tielle a été calculée suivant la formule de TURC, majorée de 15%, (ELDIN et Dau-
DET, 1967).

3.1.3. Sol

La description suivante des sols des quatre endroits en question s’appuie sur
le travail de PERRAUD (1967).

ApiopoDOUME: Sol de la classe Ferrallitique, fortement désaturé, groupe
Appauvri (en argile), sous-groupe Modal, issu de sables tertiaires. Ce sol est
sablo-argileux en surface, la teneur en argile atteint 204 309 vers 1 4 2 m. Le sol
profond, bien drainant, léger en surface, est chimiquement pauvre.

BouakE: Sol de la classe Ferrallitique, moyennement désaturé, groupe Re-
manié, sous-groupe Faiblement rajeuni, issu de granite, Ce sol a un horizon
riche en élements grossiers, proche de la surface et couvert par un horizon humi-
fére peu épais. Il est légérement tronqué par ’érosion. Ses propriétés chimiques
sont médiocres.

FerkfssEDoucoU: Sol classé comme celui de Bouaké, mais issu de schistes.
L’horizon gravillonnaire est trés dense et épais. Les propriétés chimiques sont
moyennes.

Man: Sol de la classe Ferrallitique, fortement désaturé, groupe Remanié,
sous-groupe Modal, issu de granite & hypersthéne. L'horizon gravillonnaire se
trouve prés de la surface. Ce sol, ayant un horizon humifére épais de 20 4 30 cm,
est assez riche en matiére organique. Ses propriétés chimiques sont moyennes.

Le tableau 2 présente des données concernant la granulométrie et les proprié-
tés chimiques, du profit de 0 4 20 cm, des sols des quatre endroits on a été effec-
tué I'essai sur I'influence de 1a localité de culture sur la teneur en glucoside (voir
7.3.).

Pour constituer les échantillons nous avons effectué 50 prélévements de terre
d’un demi-kilo & peu prés, également répartis sur les 2000 m* du champ; aprés
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TaeLEAU 2, Granulométrie et propriétés chimiques des sols (profil: 0-20 cm) des différentes
tocalités (moyenne de 5 échantillonnages, effectués 4 des époques différentes).

Adiopo- Bouaké  Ferkés- Man

doumé sédougou
Refus (>>2000 tm), % de terre totale 0,0 15,0 31,0 3,6
Granulométrie, % de terre fine:
Argile < 2um 7.5 28,1 13.8 25,0
Limon fin 24 20pm 2,4 71 17,0 6,9
Limon grossier 203 50 pm 31 2.8 22,8 5,2
Sable fin 50a 200 pum 37,6 10,9 25,5 29,2
Sable grossier 200 4 2000 wm 48,5 48,4 19,3 30,2
Matiére organique:
M.O. totale %40 17,0 26,3 20,4 39,9
Carbone %fon 9,83 15,16 11,81 23,11
Azote /g0 0,77 1,01 0,75 1,83
C/N 12,9 15,1 15,9 12,6
P,0; total %/ 0,501 0,415 0,384 0,586
Complexe absorbant (mex & de terre fine):
Ca 1,01 1,76 2,32 4,35
Mg 0,46 0,93 1,40 0,91
K 0,03 0,17 0,20 0,14
Na 0,03 0,03 0,02 0,02
Somme des bases échangeables 1,52 2,91 3,91 543
Capacité d’échange 4,90 9,78 6,73 11,89
Taux de saturation 314 290 58,2 459
pH (H:0) 5.4 52 6,2 5.4

Table 2. Particle-size distribution and chemical properties of the soil (profile: 0-20 cm) of the
experimental field in four regions (average of 5 samples, taken at different times).

avoir mélangé la terre ainsi obtenue, nous en avons conservé 2kg. Les analyses
ont été effectuées au Laboratoire Central d’Analyses de I'0.R.5.T.0.M., Centre
d’Adiopodoumé.

3.2, CONSIDERATIONS BOTANIQUES

Nous avons effectué nos recherches avec différents clones de manioc (Manihot
esculenta CRANTZ).

Le genre Manihot, de la famille des Euphorbiacées, est originaire de I’Améri-
que tropicale; sa localisation exacte est sujette 4 caution (RoGers, 1963, 1965).
D’aprés RoGers (1963) le genre Manihot comprend environ 350 espéces ; cepen-
dant, a cause du grand nombre de synonymes, il estime que le nombre exact se
situe plutdt entre 100 et 200,

Le caractére cyanogénétique a eu une influence sur la classification taxonomi-
que dans le genre Manihof. ROGERS (1963, 1965) présente une revue & ce sujet.
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Von CrANTZ (1766) a classé les variétés du manioc cultivé dans 'espéce Mani-
hot esculenta. Aprés lui, d’autres taxonomistes ont refait la classification en te-
nant compte de la toxicité des tubercules. Ainsi, POHL (1827) a classé les variétés
ameéres sous le nom de M. utilissima, et les variétés douces sousle nomde M. aipi.
M, dulcis et M. palmata sont des synonymes de M. aipi. La distinction entre une
espéce amére (cyanogénétique) et une espéce douce (non cyanogénétique) a été
litigieuse pendant longtemps. Toutefois, aprés qu’il eut été démontré que toutes
les variétés sont plus ou moins cyanogénétiques et qu’il existe toutes sortes de
nuances du caractére cyanogénétique, la plupart des auteurs ont reconnu qu’il
ne fallait distinguer qu’une seule espéce de manioc cultivé. Par la suite, les noms
des espéces dites "douces’ ont souvent été considérées comme des synonymes de
Manihot utilissima. Ceci n’est pas correct, puisque le rejet de la distinction des
espéces fondée sur la cyanogénése implique que tous les noms introduits suivant
cette distinction doivent étre considérés comme des synonymes du nom légitime
le plus ancien: Manihot esculenta Crantz. En effet, Cirreri (1938) fut le pre-
mier & revenir au nom Manihot esculenta. Dans les travaux récents ce nom est de
plus en plus employé.

3.3. CHoix DES CLONES

Les clones employés pour nos recherches furent pris dans la collection de
IFO.R.5.T.0.M., 4 Adiopodoumé. D’abord nous avons choisi un nombre de
clones, possédant les caractéres suivants:

- plantes vigoureuses, ayant une portée commode;
— feuilles peu attaquées par le virus de la Mosaique du manioc;
— quantité de tubercules suffisante (au moins 2 kg par pied).

Une vingtaine de clones furent ainsi choisis. Ensuite la teneur en glucoside
des tubercules écorcés fut déterminée. Nous avons effectué la plupart des essais
avec deux clones ayant des tubercules peu toxiques (<< 100 »g ¢’HCN par g de
matiére fraiche): les clones Tabouca et A 13, et deux clones ayant des tuber-
cules trés toxiques (> 200 ug I’HCN par g de matiére fraiche): les clones Ta 25
et 461. Le clone 469 (moyennement toxique) fut peu employé et le clone 524
(trés toxique) trés peu. Un seul essai a été effectué avec 67 des clones de la col-
lection,

Quelques exemplaires des clones Tabouca, A 13, Ta 25, 461 et 469 furent con-
servés et déposés A I’herbier du Laboratoire de Taxonomic et de Géographie des
Plantes de 'Université Agronomique & Wageningen.

Dans la coliection de manioc de I'O.R.S5.T.0O.M. tous les clones étaient plus
ou moins virosés. Des clones introduits dans le passé, et qui n’étaient pas virosés
au moment de leur introduction, révélaient des symptdmes de virose aprés peu
de temps. Donc, il nous était impossible de travailler avec des clones privés du
virus. Toutefois, nous n’avons relevé aucune indication montrant qu’une atta-
que légére par le virus puisse troubler notre expérimentation sur la cyanogénése.
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3.4, TECHNIQUES CULTURALES

La propagation des plantes a été effectuée dans tous les cas par des boutures
d'un diamétre de 20 4 30 mm, prélevées sur des tiges bien lignifiées des plantes
les moins attaquées par le virus,

Nous avons pu vérifier qu’il ne se présente aucune relation entre le niveau de
la bouture sur la plante mére, au-dessous d'un métre, et la teneur en glucoside
des tubercules des plantes résultantes.

Nous avons effectué la plupart des essai avec des plantes cultivées au champ;
quelques essais ont été effectués avec des plantes cultivées en pots ou en sachets
en plastique,

Pour les essais au champ, les boutures, de 25 em de longueur, étaient plantées
aux trois-quarts de leur longueur dans la terre, faisant uwn angle d’environ 45°
avec la surface de la terre; c’est la méthode employée 4 'O.R.S.T.O.M. L’écar-
tement était en général de 1,0 m sur 1,5 m. Deux a trois mois aprés la plantation
les plantes €taient buttées, Généralement nous n’avons pas amendé les champs
d’expérimentation, d’autant plus que la plupart des essais étaient effectués sur
des terrains défrichés peu avant la plantation.

Pour les essais en pots ou en sachets en plastique, les boutures, dont ia lon-
gueur était de 15 ou 20 cm, étaient mises verticalement dans la terre, aux trois-
quarts de leur longueur. En général une seule pousse était gardée, les autres
¢tant enlevées dés qu’elles paraissaient, Pour ces essais, la quantité de terre étant
trés limitée, un apport d’engrais fut administré. Les fonds des pots et des sachets
étaient munis de quelques trous. Les sachets étaient placés sur des carreaux pour
erapécher les racines de s’enfoncer dans la terre au-dessous. Les sachets étaient
protégés latéralement contre I'ensoleillement par du foin.

3.5. NOMENCLATURE DES ORGANES DE LA PLANTE

La nomenclature des organes de la plante exige une explication, pour éviter
tout malentendu.

Des les ouvrages sur le manioc, on emploie soit le terme 'tubercule’, soit le
terme ’racine’, pour désigner les racines tubéreuses. Pour respecter la distinction
entre les racines tubéreuses et celles non tubéreuses, nous emploierons le terme
*tubercule’ pour les racines tubéreuscs, et le terme ‘racine’ pour les racines non
tubéreuses.

Une confusion pourrait se produire sur la nomenclature des organes du tu-
bercule. En général, le tubercule se laisse partager facilement ¢n deux parties,
dont 'une se situe & 'intérieur du cambium et 'autre & 'exterieur. Pour la partie
intérieure, Cours (1951) utilise le terme ’cylindre central’. Bien que ce nom soit
tentant, il n’est pas correct anatomiquement, puisque le cylindre central con-
tient également le liber. Nous parlerons de partie centrale du tubercule’ ou bien,
plus généralement, de "tubercule écorcé’, pour indiquer qu'il s’agit d’un tuber-
cule privé de la partie extérieure du cambium. La partie & 1'extérieur du cam-
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bium est appelée en général *écorce’. Bien que ce terme ne soit pas, non plus,
correct au point de vue anatomique, nous 'emploierons quand méme & défaut
d’une expression ¢xacte. Mais, quand nous parlerons de I'écorce des tubercules,
le liége n’est pas compris; celui-ci fut toujours écarté de ’échantillon, parce qu’il
est une matiére morte qui, en outre, géne les manipulations.

3.6. DETERMINATION DE LA TENEUR EN GLUCOSIDE CYANOGENETIQUE

3.6.1. Introduction

La teneur en glucoside des tissus différents des plantes a &té déterminée par
I'intermédiaire du dosage de "HCN. Celui-ci est détaché du glucoside par hy-
drolyse enzymatique, sous ’action d'une ou plusieurs enzymes, présentes dans
les tissus mémes. Done, pour que le dosage donne une teneur en glucoside tout
fait correcte, il faut d’abord que tout le glucoside soit hydrolysé, puis, que 'on
puisse isoler et doser tout 'HCN ainsi libéré. Cette situation idéale ne se présen-
te probablement jamais comme il sera expliqué plus tard (3.7.9.).

Initialement, nous avons déterminé la teneur en glucoside des tubercules
écorcés selon la méthode employée a 'O.R.S.T.O.M. (Voisin, 1953, 1954);
suivant cette méthode, le dosage de PHCN est effectué au moyen de la méthode
LiepiG-DeNIGES (voir 3.7.8.). Nous avons modifié certains points de la méthode
décrite par VoisiN (1953). De plus, une méthode pour la détermination de la
tencur en glucoside des feuilles, et de I’écorce des tiges et des tubercules, a été
mise au point.

Ci-dessous nous présentons les méthodes employées, alors que les études qui
y ont mené seront considérées dans la section 3.7,

Pour une revue bibliographique sur la méthodologie de la détermination des
glucosides cyanogénétiques des tissus végétaux et les problémes que cela peut
poser, nous renvoyons 2 la thése de DILLEMANN (1953).

3.6.2. Dosage du cyanure libéré par les tubercules écorcés

L’ensemble des tubercules d’ot I’échantillon devait étre pris était lavé, écorcé
et rApé dans le plus bref délai. Pour des quantités inférieures 4 4 kg les tubercu-
les étaient rdpés entiérement. Quand le poids total des tubercules recueillis
allait de 4 & 8 kg, on n’en retenait que la moitié en pratigquant une coupe longi-
tudinale dans chaque tubercule. 8i ce poids dépassait 8 kg, deux coupes longitu-
dinales étaient pratiquées pour n’en conserver que le quart.

Le ripage était effectué au moyen d’une machine électrique, écrasant les tu-
bercules en morceaux de << 1,5 mm de profil. Les tubercules d’un poids inférieur
a | kg étaient ripés au moyen d'une simple ripe 4 fromage.

Le produit ripé était bien pétri 4 la main. Des homogénats ainsi obtenus, des
quantités de 27 g étaient pesées dans des ballons de 500 ml, et nous avons ajouté
100 ml d’eau déminéralisée. Les ballons étaient fermés par un bouchon en verre
rodé, puis mis dans une étuve a 37°C pendant 16 4 20 heures, afin que s’effectue
I’hydrolyse enzymatique.
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Quand les échantillons ne pouvaient &tre traités immeédiatement, ce qui était
le cas en général, ils étaient pesés dans des flacons de¢ 65 ml, fermés par un bou-
chon en plastique, et conservés au réfrigérateur 4 -15°C. Ainsi on peutconserver
les échantillons pendant au moins deux mois sans risquer de pertes importan-
tes. Aprés la conservation, le produit était dégelé, puis mis en ballon en le rin-
cant avec 100 ml d’eau.

La période d’hydrolyse étant terminée, une distillation 2 la vapeur était effec-
tuée?. L’appareil consistait en six unités de distillation en verre Quick{it, la va-
peur étant fournie par un autocuiseur. Nous arrétions la distillation aprés avoir
obtenu un volume de 150 ml de distillat, ce qui prenait environ 25 minutes. Les
distillats étaient recueillis dans des bechers de 400 ml, contenant 50 ml de solu-
tion de NaOH, 0,75 M le bout de¢ I’allonge du réfrigérant étant bien au-dessous
de la surface de la solution.

A chaque distillat étaient ajoutés 5 ml d’une solution contenant de NH, pure,
13 M, et de KI, 0,3 M, avant de procéder au titrage avec une solution titrée
d’AgNO,, 0,01 N. Le titrage était effectué sur un fond notr, afin de pouvoir bien
observer I'opalescence due a la formation d’Agl. Le titrage n’est terminé que
lorsque I'opalescence se maintient, méme en agitant bien. Un témoin est fait en
remplagant le distillat par de 'eau déminéralisée. La différence de quantité
d’AgNO, utilisé indigue la quantité de cyanure présente dans le distillat; 1 ml
d’AgNQ;, 0,01 N, correspond a 0,54 mg d’HCN.

" Les échantillons pesant 27 g, il suffit de multiplier par 20 le nombre de ml
d’AgNO; utilisé, pour obtenir la teneur en glucoside, exprimée en pg d’HCN
par g de matiére fraiche.

3.6.3. Détermination de la teneur en glucoside des feuilles, de I'écorce des tiges et
des tubercules, et des racines

La méthode employée pour le dosage du cyanure des feuilles, de I’écorce des
tiges et des tubercules, et des racines, différait de celle employée pour les tuber-
cules écorcés par la fagon d’échantillonner et de broyer les tissus, par la durée de
I’hydrolyse, et par la quantité de distillat recueillie.

Immédiatement aprés le prélévement des échantillons, ceux-ci étaient conge-
1és 3 —15°C; on peut ainsi les conserver pendant au moins deux mois sans que de
pertes importantes se manifestent. Aprés leur dégel, les tissus étaient coupés en
petits morceaux, et des échantillons de 5 g étaient broyés dans un mixer muni
d’un réservoir réfrigéré au moyen d’un courant d’eaun glacée. Aprés le broyage,
le contenu du réservoir était rincé dans un ballon de 500 ml avec de I'eau réfri-
gérée; le volume d’eau dans le ballon était établi 4 100 ml environ. Les homo-
génats de feuilles ainsi obtenus doivent étre distillés sans retard, pour éviter une -
déperdition d’HCN (veir 3.7.3.). Les homogénats de I’écorce des tiges et de
I’écorce des tubercules étaient distillés aprés une macération a I'eau pendant 2

2 En termes propres il faudrait emplover la locution ‘entrainement par la vapeur’, au lieu
de “distillation 4 la vapeur’, Néanmoins, celle-ci étant généralement admise par les auteurs
d’ouvrages sur la cyanogénése, nous continuerons i I'employer.
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heures a la température du laboratoire (26 °C), ceux des racines non tubéreuses
aprés une macération de 16 4 20 heures 4 26 °C.

La quantité de distillat, recueillie lors de la distillation, était de 100 ml, contre
150 ml pour la distillation des homogénats de tubercules écorcés.

Le titrage du cyanure dans les distillats était effectué d’une maniére analoque
a celle décrite antérieurement (3.6.2.).

3.7. EXPLICATION DE LA METHODE EMPLOYEE POUR LA
DETERMINATION DE LA TENEUR EN GLUCOSIDE CYANOGENETIQUE, ET
DES EXPERIENCES DE MISE AU POINT

3.7.1. Prélévement des échantillons

Comme il sera expliqué en détail au Chapitre 4, la teneur en glucoside non
seulement varie de fagon importante d’un organe 4 I’autre, mais encore elle est
inégalement répartie a 'intérieur de chaque organe. Si Pon veut arriver 3 préle-
ver des échantillons représentatifs de certains organes de la plante, il faut bien
tenir compte de ces variations. Nous avons 'impression que ceci a été sous-
estimé dans certaines expérimentations sur la toxicit¢ du manioc. Par exemple,
on peut admettre qu’a cause des grandes différences de la teneur en glucoside des
tubercules de la méme plante, il ne sera pas suffisant de prélever, comme 'ont
fait PEREIRA et al. (1960), un seul tubercule de dimension moyenne. Il sera pré-
férable de faire entrer dans I’échantillon plusieurs, et si possible tous, les tuber-
cules en question.

Mais, puisque les tubercules de manioc sont, en général, trés volumineux, il y
a intérét A trouver un moyen de simplifier le prélévement des échantillons.

Pour cobtenir un échantillon représentatif, PEREIRA et GomEes PINTO (1962)
partageaient, par des coupes transversales, les tubercules en trois morceaux de
longueur égale. Au milien de chaque morceau, ils coupaient transversalement
une tranche de 3 cm d’épaisseur. Les trois tranches étaient broyées et constitu-
aient ’échantillon. En employant cette méthode, nous avons pu constater que
Pécart entre la teneur réelle et la teneur ainsi obtenue est faible. Toutefois, 5'il
faut faire participer chaque tubercule a I’échantillon, ce & quoi nous tenons,
mesurer et couper les tubercules sont des actions plus laborieuses que le simple
ripage des tubercules entiers.

Afin de réduire la quantité des tubercules a riper nous avons essayé de pro-
céder par des coupes longitudinales, DarJANTO (1952) et DIDIER DE ST AMAND
(1960) ont employé cette méthode, sans d’ailleurs en indiquer la précision.

Une expérience sur 12 tubercules écorcés, chacun pesant environ 1 kg, coupés
longitudinalement en deux, nous a appris que I’écart entre la teneur en glucoside
de chaque moiti€ était trés faible:|’écart moyenabsolu était de 3,3 9/, le coefficient
de variation de 4%,

Ensuite, nous avons procédé a une expérience portant sur 12 lots de tubercules
écoreés, chacun pesant 10 kg environ. Les tubercules de chaque lot furent parta-
gés en deux parties par découpage longitudinal, puis la teneur en glucoside des
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parties fut déterminde. L’écari absolu moyen était de 2,7 %/, le coefficient de va-
riation de 3,6%.

Dans une troisiéme expérience, portant sur 12 lots de tubercules écorcés,
chacun pesant 10 kg environ, nous avons procédé a deux découpages longitu-
dinaux des tubercules, réduisant ainsi la quantité au quart. La teneur en gluco-
side des quantités réduites fut comparée i la teneur de la quantité entiére. L’écart
moyen sur les 12 mesures était de 4,8 %/, le coefficient de variation de 5,8 9.

Nous pouvons conclure de ces expériences que le découpage longitudinal des
tubercules écorcés est une bonne méthode pour réduire la quantité i riper. La
réduction de moitié donne un meilleur résultat que la réduction au guart. Ces
résultats nous ont conduit & adopter la méthode de réduction de la quantité de
tubercules, décrite dans la section 3.6.2.

La quantité de feuilles & étudier peut ére réduite en ne prenant de chaque
feuille qu’un seul lobe, puisque la teneur en glucoside est constante dans les
différents lobes d’une méme feuille (voir 4.2.).

3.7.2. Conservation des échantillons

La nécessité de prélever de nombreux échantillons en méme temps, nous a
conduit & déterminer une méthode de conservation, et nous nous sommes orien-
tés vers la conservation a basse température.

Des échantiilons de 27 g furent prélevés a partir d*une quantité de tubercules
écorces, rapés et bien mélangés, et conservés au réfrigérateur dans des flacons
fermés par un bouchon en plastique, &4 —15°C. La teneur en glucoside fut déter-
minée aprés 0, 1, 4, 6 et 13 jours de conservation. Cette expérience fut renouve-
lée avec des échantillons provenant du méme mélange, mais conservés pendant
0, 1, 3 et 10 jours & la température de 2°C. Les résuliats de ces expériences (ta-
bleau 3) montrent que I’on peut bien conserver les échantillons & —15°C pendant
2 semaines sans risquer de pertes en HCN. Par un autre expérience nous avons
trouvé que I’on peut prolonger cette période jusqu’a au moins deux mois, sans
risquer de pertes. En revanche, la conservation 3 2°C est moins satisfaisante,

TABLEAU 3. Rendement en HCN (ug par g de matiére fraiche) des homogénats de tubercules
écorces, en fonction de la durée de conservation, &4 -15°C, et & --2°C (moyenne de 6 mesures).

Conservation 4 -15°C Conservation 4 2°C

durée HCN perte durée HCN perte
(jours) (%) (jours) 0]

0 184 - 0 180 -

2 182 1 1 176 2

4 182 1 3 171 5

6 186 -1 10 161 9

13 180 2

Table 3. HCN output (g per g fresh weight) of homogenates of peeled tuberous roots after
different storage times at ~15°C and at +-2°C (average of 6 observations).
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Mais, les pertes n’étant pas trés importantes, on peut, 4 défaut d’un réfrigérateur
4 basse température, conserver les échantillons des tubercules 4 2°C, par exem-
ple en milieu de glace fondante, comme nous "avons fait au cours de quelques
tournées (7.3.). Dans ce cas il faut conserver tous les échantillons pendant un
méme temps 4 2°C, puis les réfrigérer 2 -15°C.

Des échantillons de feuilles, d’écorce des tubercules, et d’écorce des tiges peu-
vent &tre conservés & —15°C pendant au moins deux mois sans risquer de pertes
importantes en HCN, comme nous Yavons trouvé par une expérience. Cepen-
dant il faut éviter de couper les échantillons en morceaux trop petits avant la
conservation. Le découpage de ces organes accélére la libération de I'HCN du
glucoside, leur activité enzymatique étant trés élevée.

Briese et CoucH (1938, 1941) ont mis au point une méthode de conservation
des homogénats des plantes cyanogénétiques au moyen d’une solution de HgCl,.
L’inconvénient de la méthode est que I’on doit attendre plusieurs semaines avant
d’obtenir le résuitat des analyses. Nous n’avons pas examiné la possibilité d’ap-
pliquer cette méthode au manioc, puisque Ia conservation de nos échantillons
par le froid nous a donné des résultats satisfaisants.

3.7.3. Homogénéisation des tubercules écorcés

Pour vérifier si les tubercules écorcés, seuls organes de la plante A ne pas
étre broyés au mixer, étaient suffisamment réduits par la rape, nous avons pro-
¢édé a Iexpérience suivante, Certains échantillons de 27 g de tubercules écorcés
et rApés furent homogénéisés au mixer, d’autres non; puis tous furent mis 4 ma-
cérer. Les distillations furent effectuées aprés 6, 12 et 24 heures. Les résultats
(tableau 4} indiquent qu’aprés homogénéisation, la libération de 'HCN est plus
rapide. Mais la quantité récupérée d'HCN est légérement inférieure 4 celle du
témoin, peut-étre a cause de volatilisation accélérée de ’HCN lors du broyage.
Done, on peut en conclure que 'homogénéisation des tubercules par la ripe est
suffisante.

TaBLEau 4, Influence de I’homogénéisation au mixer des échantillons de tubercules écorcés
et ripés, sur le rendement en HCN (ug par g de matiére fraiche) pour trois temps de macéra-
tion {moyenne de 3 mesures).

Temps de macération Echantillons homogénéisés Témoins
(heures)
6 180 170
12 209 211
24 207 218

Table 4. Influence of homogenization by a mixer on HCN output (g per g fresh weight) of
samples of peeled and grated tuberous roots for 3 maceration times (average of 3 observations).

3.7.4. Poids des échantillons

Pour la détermination du glucoside des tubercules écorcés, VoISIN (1954) pré-
conise des échantillons pesant 54 g, auxquels 100 ml d’eau doivent étre ajoutés.
Cependant, a cause de I'agglutination de ’amidon, la matiére devient tellement
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TaBLEAU 5. Rendement en HCN (i1g par g de matiére fraiche) d’un homogénat de tubercules
écorcés en fonction du poids de I'échantillon (moyenne de 5 mesures).

Poids de I’échantillon (g) 10 20 30 40 50

HCN 145 148 149 145 137

Table 5. Relation between sample weight and HCN output (\1g per g fresh weight}) of a homo-
genate of peeled tuberous roots {average of 5 observations).

visqueuse que 'on n’obtiendra pas un rendement optimal en HCN, Nous avons
procédé & une expérience, comparant le rendement en HCN en fonction du
poids de I'échantillon. Nous avons mis & macérer avec 100 ml d’eau, des échan-
tillons, ayant les poids respectifs de 10, 20, 30, 40 et S0 g.

Le rendement en HCN obtenu (tableau 5) ne varie pas beaucoup en fonction
du poids de I'échantillon entre 10 et 40 g; en revanche, pour un échantillon de
50 g le rendement est trop bas. Puisque le rendement optimal parait étre obtenu
avec des échantillons de 20 et de 30 g, nous avons choisi 27 g comme poids de
Péchantillon, donc la moitié de celui préconisé par Voisin.

Pour vérifier si les échantillons de 27 g menaient bien 4 des rendements en
HCN comparabies, nous avons déterminé le rendement en HCN de 18 échan-
tillons, pris dans un homogénat de tubercules écorcés. Nous avons pratiqué
trois répétitions, soit une pour chacune des six unités de notre appareil. Cette
expérience nous a permis en méme temps de vérifier la concordance des résultats
obtenus pour les six unités différentes (cf. section 3.7.7.). Les résultats sont
groupeés dans le tableau 6.

La moyenne des résultats est de 150, [’écart type de 1,95, l¢ coefficient de va-
riation de 1,3%,. La concordance de ces résultats est telle que I’on peut en con-
chure qu’avec des échantillons de 27 g, on obtient des rendements tout & fait
comparables. De plus, il est évident que les différentes unités de ’appareil de
distillation donnent des résultats égaux.

Nous avons également déterminé quel doit étre le poids des échantillons des

TABLEAU 6. Rendement en HCN (pg par g de matiére fraiche) des échantillons de 27 g, pris
dans un homogénat de tubercules écorcés, obtenus avec les six unités de "appareil de distilla-
tion.

Répétitions - Unités de l"appareil
1 2 3 4 5 6
1 : 151 151 150 150 148 152
2 149 i52 148 151 153 149
3 149 151 150 152 145 151
Moyenne 150 151 149 151 149 151

Table 6. HCN output (g per g frésh weight ) of different samples of 27 g of a homogenate of
peeled tuberous roots obtained from the six units of the distillation apparatus.
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TaeLEAU 7, Rendement en HCN {ug par g de matiére fraiche) des échantillons de 5 g et de
10 g, pris de la méme quantité de feuilles coupées en morceaux.

Répétitions Poids de I'"échantiilon
5g 10 g
1 570 Ly R
2 578 564
3 536 570
4 572 540
Moyenne 569 561

Table 7. HCN outpnt (g per g fresh weight) of samples of 5 g and of 10 g from the same
quantity of chopped leaves.

feuilles. Une guantité de feuilles de 150 g fut coupée en morceaux, dont la sur-
face maximale était d’environ 0,5 cm?, puis fut déterminée la teneur en glucoside
de 4 échantillons de 5 g et de 4 échantillons de 10 g.

Les résultats (tableau 7) indiquent que les échantillons de 5 g, aussi bien que
ceux de 10 g, donnent des rendements en HCN assez concordants. En général,
nous avons employé des échantillons d’environ 5 g, puisque la capacité du mixer
utilisé était inférieure a 10 g. _

Le poids des échantillons d’écorce de tubercules et de tiges, ainsi que celui
des échantillons de jeunes racines a é1¢ fixé également 4 5 g environ.

3.7.5. Température et temps de macération

Dans les travaux sur la toxicité du manioc, les auteurs n’emploient pas la
méme méthode quant a la température et au temps de la macération a ’eau pen-
dant laquelle 'hydrolyse enzymatique se déroule. VorsiN (1954) effectuait la
macération a la température ambiante pendant 24 heures, PEREIRA et al. (1960)
pendant [ h 304 2 heures. Le Journal Officiel (ANON., 1948) préconise 32°4 34°C
pendant 3 heures. Woob (1965) maintient d’abord une température de 37°C
pendant 2 heures, mais ultéricurement (1966), il préconise 37°C pendant 24
heures.

Au début de nos recherches, nous avons effectué la macération des homogé-
nats de tubercules €corcés 4 la température ambiante, pendant 24 heures, sui-
vant la méthode de VoISIN. Mais il nous a paru tout de méme nécessaire d’exa-
miner a quelle température et aprés combien de temps de macération on obtient
un rendement optimal en HCN.

Drabord nous avons effectué une experience sur le temps de macération 4 la
température ambiante, soit 26 °C. La macération fut effectuée pendant respecti-
vement 1, 3, 6, 16, 20, 24, 44 et 68 heures, avec des tubercuies du clone Ta 25.
Les résultats (tableau 8) indiquent qu'aprés 24 heures de macération le rende-
ment en HCN n’augmente plus. :

.Un essai préliminaire sur I'influence de la température, en comparant 26°,
37° et 45°C, a montré que pour un temps de macération de 24 heures, le rende-
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TaBLeau 8. Rendement en HCN (g par g de matidre fraiche) d’un homogénat de tubercules
écorcés du clone Ta 25, en fonction du temps de macération, 4 26°C (moyenne de 6 mesures).

Temps de macéra-
tion (heures) 1 3 6 16 20 24 44 68

HCN 49 113 187 245 359 375 372 375

Table 8. Relation between maceration time, at 26°C, and HCN output (ng per g fresh weight)
of a homogenate of peeled tuberous roots of clone Ta 23 (average of 6 observations).

ment en HCN obtenu & 37°C était supérieur de 2,59 au rendement obtenu 2
26° et de 1,5% a celui obtenu 4 45°C,

Ensuite nous avons établi le rapport qu’il y a entre le temps de macération et
le rendement en HCN 2 la température de 37°C, ceci avec des homogénats de
tubercules écorcés des clones: Tabouca, A 13, Ta 25 et 461. Le tableau 9 groupe
les résultats alors que la figure 3 présente les courbes obtenues pour les clones
Tabouca et Ta 25. En effectuant la macération a 37°C, 'hydrolyse se déroule
plus rapidement qu'a 26°C (cf. tableau 8): pour tous les clones le rendement
maximal est déja atteint aprés 16 heures.

Ayant établi que [a durée de la macération 4 37°C doit étre de 16 & 20 heures,

Tableau 9. Rendement en HCN (ug par g de matiére fraiche) des homogénats de tubercules
écorcés de quatre clones, en fonction du temps de macération & 37 °C (moyenne de 4 mesures),

Temps de macération (heures)

Clones 3 6 9 12 16 20 24
Tabouca 33 37 38 37 38 39 37
Al3 - - - 29 30 29 29
Ta 25 94 143 176 195 198 198 197
461 - - - 280 281 283 278

Table 9. Relation between maceration time, at 37°C, and HCN output (11g per g fresh weight)
of homogenates of peeled tuberous roats of four clones (average of 4 observations) .

HCN
Ta 25
i - /_x-——-—x—— A e
180 P Fic. 3. Rendement en HCN
{ (pg par g de matiere fraiche) en
140 // fonction du temps de macéra-
T / tion, 4 37°C, des homogénats
100: /x de tubercules écorcés des clones
o / Tab Tabouca et Ta 25.
6 1 7/ a ounca Fig. 3. HCN output (pg per g
20- //C”‘° - fresh weight) of homogenates of
peeled  tuberous roots, as a

1 T T 1 I 1 1

o1 . . "
function of maceration time at
0 3 6 S 1 16 20 24 37°C, for clones Tabouca and
Temps de macération (heures) Ta 25.
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TaBLEAU 10. Rendement en HCN (37,5°C = 100) d’'un homogénat de tubercules écorcés, en
fonction dec la température de macération {(moyenne de 6 mesures).

Température 30° 35° 37,5° 40° 45°

HCN 98.4 100,6 100 100,6 96,8

Table 10. Relation between maceration temperature and HCN output (37.5°C = 100) of a
homogenate of peeled tuberous roots {average of 6 observations).

nous avons procédé A une expérience sur 'influence de la température. En effec-
tuant la macération pendant 18 heures, le rendement en HCN fut déterminé
pour les températures de 30, 35, 37,5, 40 et 45°C. Le tableau 10 présente les
résultats exprimés par rapport au rendement 3 37,5°C, celui-ci étant fixé 4 100.
Les résultats mettent en évidence que, sous les présentes conditions de macéra-
tion, I'influence de la température sur le rendement en HCN n'est pas trés im-
portante. On peut tout de méme s’attendre a obtenir les meilleurs rendements
entre 35° et 40°C; nous avons choisi 37°C.

Soulignons qu'un temps de macération de 2 heures, que préconise 'A.Q.A.C.
{(Horwitz, 1965) pour la détermination de la teneur en HCN de plantes cyano-
génétiques, ne suffit pas pour les tubercules écorcés (cf. figure 3); comme d’ail-
leurs, il a déja été remarqué par JOACHIM et PANDITTESEKERE (1944). MonTOYA
et al. (1969) ont employé cette méthode, et il est évident que leurs résultats ne
sont pas corrects: dans plusieurs cas ces auteurs ont trouvé que la tencur en
HCN d’un tubercule entier était supérieure & celles de ’écorce et de la partie
centrale du tubercule considérées séparément.

D’une facon analogue 4 celle employée pour les tubercules écorcés, nous
avons essayé d’établir le rapport qu’il v a entre le rendement en HCN des homo-
génats des feuilles (de Tabouca et de Ta 25) et le temps de macération, la macé-
ration étant effectuée a 37°C. La figure 4 présente les résultats graphiquement,

HCN
460
Ho
S
4404 \x—-.._.__x___x..._____'[a 25
——
420+
300 +
R FiG. 4. Rendement en HCN (ug par g
280 w de matiére fraiche) en fonction du
260 - temps de macération, & 37°C, des
homogénats de feuilles des clones
| Tabouca et Ta 25,
; Fig. 4. HCN ouput (pg per g fresh
' ' ' ' weight) of homogenates of leaves, as a
o 5 10 15 25 yelght) of homogenaies of

Junction of maceration time at 37°C, for
Temps de macération (heures)  clones Tabouca and Ta 25.
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