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INTRODUCTION GENERALE

La disponibilité et I’accessibilité de matiéres premicres capables de satisfaire les secteurs
d’activités de ’Homme ont depuis longtemps ¢été une préoccupation majeure. Et 1’essentiel
des ressources énergétiques nécessaires au fonctionnement des activités humaines (transport,
production d’électricité, chauffage, etc.) provient des énergies fossiles : le pétrole, le gaz

naturel et charbon.

Aujourd’hui, avec 1’augmentation de la population mondiale, la demande en pétrole est
devenue par conséquent de plus en plus forte. Par exemple, sa production mondiale est passée
de 22 a 24 puis a 30 milliards de barils, respectivement de 1987 a 1997 puis a 2007. Cette
surexploitation a entrainé la baisse notable des réserves fossiles. A ce rythme, des géologues,
travaillant dans l'industrie pétroliére prévoient de séveres pénuries de pétrole et de gaz d'ici
2025. La déplétion de ces énergies fossiles constitue une véritable menace compte tenu de la
dépendance mondiale vis-a-vis de celles-ci. D’ailleurs, 1’épuisement de cette ressource est
prévu dans 30 ans selon certains scientifiques, 40 ans selon I’ASPO (Association for Study of

Peak Oil) et 60 ans selon I’'USGS (Agence de Recherche Géologique Américaine).

A cette situation, s’ajoute la hausse progressive des cours du baril de pétrole qui impacte
négativement les économies de nombreux pays, en particulier celles des Pays Africains Non
Producteurs de Pétrole (PANPP) dont jusque-la le Sénégal, qui connait de fortes difficultés
pour satisfaire sa demande en énergie. Pour exemple, le prix du baril de pétrole, qui était de
13 $ US en 1988 a dépassé la barre des 144 $ US en mars 2008. Depuis 2012, le prix du baril
se situe entre 85 et 95 $ US.

L’exploitation, le transport et I'utilisation du pétrole ont des répercussions négatives sur
I’environnement et la sant¢ humaine, notamment par la pollution marine et atmosphérique,
avec I’augmentation des émissions de gaz a effet de serre, qui entrainent le réchauffement de

la terre et les changements climatiques.

Toutefois, le pétrole n’est pas le facteur a 1’origine de la dégradation de 1’environnement. En
effet, pour atteindre une production suffisante, et pour une bonne protection des récoltes et
des stocks, 1’agriculture a trés tot développée les engrais chimiques et les moyens de lutte

contre les ravageurs par ['utilisation de pesticides chimiques. Bien qu’efficaces, une grande



partie d’entre eux est dispersée dans I’atmospheére ou infiltre le sol. Ces pesticides peuvent
étre déplacés sur de longues distances, retombés avec les pluies et drainés jusque dans les
milieux aquatiques. Ils sont aujourd’hui a I’origine d’une pollution diffuse qui contamine
toutes les eaux continentales (cours d’eau et nappes souterraines). Les pesticides, en
particulier organochlorés sont des Polluants Organiques Persistants (POP). Ils sont tres
toxiques et bioaccumulables a travers la chaine alimentaire. D’apres I’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS), le nombre d’intoxications accidentelles par les pesticides dans le monde
s’¢léve a environ un million par an et a 20 000 cas de décés par an. De plus, les pesticides
chimiques entrainent la mort de beaucoup d’espéces terrestres et aquatiques (vers de terre,

oiseaux, mammiferes, poissons, etc.).

L’emballage et les matériaux plastiques, obtenus a partir des polymeres synthétiques, issus du
pétrole, jusque-la beaucoup utilisés, sont connus pour étre treés peu ou pas biodégradables. Ils
posent aujourd’hui un véritable probléme environnemental du fait de leur contribution

importante dans la pollution et de leur écotoxicité.
Pour apporter une solution efficace a ces nombreux problémes, le monde s’oriente vers :

m La recherche et I’exploitation d’autres sources d’énergie, en particulier renouvelables telles

que les biocarburants, les énergies solaire, éolienne, etc.

m L’exploitation des produits biosourcés qui sont écocompatibles comme substituts aux
molécules ou aux polymeres synthétiques, est une voie envisageable. Ainsi, 1’utilisation de
biofertilisants, de biomolécules actives dans la formulation des biopesticides et biopolyméres
peut constituer une réponse pertinente aux dommages causés par 1’utilisation de pesticides

chimiques et d’engrais chimiques, et aux plastiques d’origine synthétique, issus du pétrole.

Pour cela, la valorisation des ressources d’origine végétale, de leurs sous-produits et
coproduits est une voie privilégiée. Cela se traduit aujourd’hui par le développement
progressif des bioénergies, des bioplastiques, des biofertilisants et des biopesticides, qui ont

I’avantage d’étre efficaces et respectueux de I’environnement.

Ces nouvelles orientations s’inscrivent dans les stratégies de développement des pays
développés et ceux en voie de développement pour un développement durable. Pour répondre
a cette demande, le Sénégal dispose d’un potentiel en ressources végétales non négligeable. Et
quelques plantes encore sous exploitées malgré leurs immenses potentialités peuvent faire

I’objet d’¢étude et de valorisation vers les biocarburants, les biopesticides et les matériaux



compte tenu de leur composition. Il s’agit par exemple des graines de neem (Azadirachta
indica A. Juss) et du dattier du désert (Balanites aegyptiaca 1L.) qui sont des plantes tres
répandues au Sénégal. La population de neem est estimée entre 18 et 30 millions d’arbres
selon les statistiques de la Direction forestiere. L’arbre de neem produit en moyenne 50 kg de
fruits par an, soit 30 kg de graines par an. Quant au dattier du désert (données sur sa
population non disponible), sa production annuelle est estimée a environ 100 a 150 kg de

fruits.

Vu le nombre important de travaux qui ont été réalisés, notamment dans le domaine du
fractionnement et du raffinage de maticres végétales en vue de leur valorisations non
alimentaires mais également dans le domaine des agro-matériaux, le Laboratoire de Chimie

Agro-Industrielle (LCA) de Toulouse capitalise une expérience avérée dans ce domaine.

L’objectif dans ces recherches est de mettre en ceuvre un procédé de fractionnement innovant
et €éco-compatible des graines de neem en extrudeur bi-vis selon une approche de
bioraffinerie, avec une production simultanée d’huile, d’un extrait d’azadirachtine et d’un

extrudat valorisable.

Dans une premiére partie, consacrée a I’étude bibliographique, nous présentons les généralités
(description, distribution géographique et écologie), les propriétés et la composition chimique
de la graine de neem et de dattier du désert. Nous décrivons également le procédé de

fractionnement de mati¢res végétales notamment en extrudeur bi-vis.

Le second chapitre est consacré a la caractérisation des deux graines (neem et dattier du
désert) et au fractionnement analytique avec [’exploration de leurs perspectives de

fractionnement.

Dans le troisiéme chapitre, nous étudions les conditions de fractionnement des graines de
neem en extrudeur bi-vis. Il s’agit dans cette partie de 1’é¢tude de configurations et profils de
vis adaptés et de I’extraction par des solvants aqueux et hydroalcooliques pour la mise au
point d’une configuration et d’un profil de vis permettant de produire simultanément une

fraction huile, un extrait (azadiracthine, protéines et lipides) en seconde zone et un raffinat.

Enfin, le quatriéme et dernier chapitre porte sur le fractionnement des graines de neem pour la
production d’une huile mais aussi d’un filtrat constitué d’un coextrait aqueux d’azadirachtine,
d’une deuxieme fraction huileuse et de protéines, et enfin d’un extrudat comme base

d’agromatériau. Il s’agit ainsi de mettre en place un schéma de bioraffinage de la graine de



neem en proposant des traitements des fractions huile et extrait aqueux et des voies de

valorisation des produits obtenus ainsi que la production d’agromatériau a partir de I’extrudat.
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CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE ET ETAT DES
CONNAISSANCES

Dans ce premier chapitre, consacré a 1’état des connaissances, il s’agit tout d’abord de faire la
description botanique, écologique et géographique ainsi que les propriétés et utilisations du
neem (Azadirachta indica) et du dattier du désert (Balanites aegyptiaca). Dans la suite de
cette partie, nous décrivons les procédés de fractionnement des graines (fractionnement
mécanique par broyage et classage, fractionnement thermomécanique par pressage et
fractionnement physico-chimique par extraction et séparation liquide-solide). Enfin, nous

présenterons le fractionnement de graines, notamment en extrudeur bi-vis.

I.1. Le neem (Azadirachta indica A. Juss) et le dattier du désert (Balanites

aegyptiaca L.), deux arbres tropicaux et subtropicaux répandus au Sénégal

I.1.1. Origine, classification et description

Originaire du sub-continent indien (Chopra et al., 1952), et plus précisément, de la Birmanie
et/ou du Sud de I’Inde (Troup, 1921; Vartak and Ghate, 1990), et pour d’autres de la partie
Sud-Est au Sud de I’Asie, allant de I’Indonésie a I’Iran (National Research Council, 1992), le
neem, désigné par les botanistes sous le nom d’espéce Azadirachta indica A. Juss, est une
plante de la famille Meliaceae (Tableau I-1). 1l posséde aussi de nombreux noms
vernaculaires en fonction des régions et pays ou il a été identifié (Asie) et introduit (Pacifique

Sud, Australie, Amérique et Afrique) (Schmutterer, 1995).

Cependant, le dattier du désert, désigné par le nom d’espeéce Balanites aegyptiaca L, est une
plante de la famille botanique des Zygophyllaceae ou Balanitaceae (Tableau I-1). Il a été
planté en Egypte depuis plus 4000 ans et s’est progressivement répandu dans d’autres parties
d’Afrique (Chapagain, 20006). Balanites aegyptiaca et ses sous-especes sont néanmoins aussi
présentes dans le sous-continent indien. Plusieurs synonymes peuvent aussi €tre rencontrés
pour le désigner [Ximenia aegyptiaca L. (Balanites roxburghii Planch), Agialida senegalensis
Van Tiegh., Agialida barteri Van Tiegh., Agialida tombuctensis Van Tiegh., Balanites

ziziphoides Milbr et Schlechter, Balanites latifolia Van Tiegh.]. Il est connu sous plusieurs
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noms vernaculaires : Dattier du désert, Balanite ou Hagueleg en Francais, Desert date,

Soapberry tree, Thorn tree en Anglais et Soump en Wolof (langue nationale sénégalaise).

Tableau I-1 : Classification botanique du neem (Schmutterer, 1995) et du dattier du désert

(Chothani et Vaghasiya, 2011)

Neem Dattier du désert
Sous Reégne Trachebionta Trachebionta
Division Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida Magnoliopsida
Sous Classe Rosidae Rosidae
Ordre Sapindales Sapindales
Sous Ordre Rutineae -
Famille Meliacae Zygophyllaceae (Balanitaceae)
Sous famille Meloideae -
Genre Azadirachta Balanites
Espéce Azadirachta indica A. Juss  Balanites aegyptiaca (L.) Delile

Les caractéristiques morphologiques de ces deux arbres sont tres différentes (Figure I-1), tant

par leur port et leur taille que par leur feuillage ainsi que leurs fleurs et fruits (Tableau I-2).
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c d
a : arbre de neem b : arbre de dattier du désert
¢ : feuilles de neem d : feuilles de dattier du désert

Figure I-1 : Photographie du neem et du dattier du désert
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Tableau I-2 : Description de 1’arbre de neem et du dattier du désert

Neem

Dattier du désert

= 25 2 30 m dans son pays d’origine ;
» Jusqu’a 35 a 40 m dans des conditions

= Arbuste ou petit arbre pouvant atteindre
12 m de haut ;

Taille de bon développement (Schmutterer, = De morphologie variable.

1995) ;

* 52 15 m au Sénégal (Berhaut, 1979).

= Relativement court, habituellement = Court, généralement droit et souvent

droit, pouvant atteindre 1,5 a 3,5 m de ramifié a la base ;

diamétre ; = Ecorce de couleur brune foncée a grise,

Tronc * Ecorce de couleur variable d’une plante profondément fissurée ;

a une autre, selon 1’age et la localisation, = Bois dur et résistant a [attaque

grise a noiratre, faiblement fissuré ; d’insectes.

= Ceeur du bois dur, rouge brun avec des

veines rosées.

* Branches en général écartées, formant = Branches armées d’épines jaunes ou

avec ses multiples feuilles une couronne vertes pouvant atteindre 8 cm de long ;

assez dense, ronde ou ovale, pouvant = Réparties en général de manicre
Branches atteindre 15 a 20 m de diameétre pour les irréguliere ou pendante, formant parfois
et arbres matures (National Research une couronne ronde (Chapagain, 2006;
feuillage Council, 1992; Schmutterer, 1995); Chothani et Vaghasiya, 2011) ;

= Feuillage persistant. = Feuillage persistant.

= Alternes, folioles dentées et le limbe Alternes, de couleur verte a grisatre, avec

absent a la base des folioles (Fortin e al., deux folioles subsessiles, obovales,

1997) ; orbiculaires et thomboides ;

= Face dorsale de couleur verte-foncée, = 3 cm de long et 2,5 cm de large avec

Feuilles  face ventrale plus claire ; pétiole de 1 cm de long (Dial NDiaye,

= 20 2 40 cm de long, plus denses a 1997);

I’extrémité des branches (Puri, 1999). = Feuillet séparés ; folioles ovales,
asymétriques, de longueur 2,5 a 6 cm,
vert-clair avec des poils fins lorsqu’il est
jaune (Chothani et Vaghasiya, 2011).

= Petites blanches en panicule axillaire = Petites tailles, réunies en plusieurs types

lache, parfois ramifiées pouvant atteindre d’inflorescences (glomérulaires, clusters

25 cm de long ; et funicules), portées par des branches

= Séve a odeur attirante pour les abeilles ; latérales ;

Fleurs = Inflorescences embranchées jusqu’au = Forte odeur spécifique, hermaphrodites

3¢me degré, comportant jusqu’a 150 a 250
fleurs (Gruber, 1991) ;

=536 mmdelonget8all mmde large
pour chaque fleur (Schmutterer, 1995).

et pollinisées par les insectes.

15



Tableau I-2 (suite) : Description de I’arbre de neem et du dattier du désert

Neem

Dattier du désert

Fruits

* Drupes de forme presque cylindrique
(Fortin et al., 1997) ou ellipsoidale 1,4 a
2,8 cm de long et 1 & 1,5 cm de large
(Schmutterer, 1995) ;

» Recouvertes d’un péricarpe de couleur
verte et jaune a maturité ;

= Contiennent un noyau ligneux
représentant le quart de leur volume
(Mensier, 1957).

* Drupes de 2,5a 7 cm de long et 1,5 a
4 cm de diamétre ;

= Vert devenant jaune a glabre a
maturit¢é (Chothani et Vaghasiya,
2011);

= Composé d’un épicarpe (5-9%), d’un
mésocarpe (28-33%) et d’un endocarpe
(graine : coque et amande) (49-54%)
(Mohamed et al., 2002).

Floraison et
fructification

= Au bout de 3 a 5 ans, et forte
productivité a partir de 10 ans ;

= Une a deux périodes de floraison
(voire trois) : janvier-février a mai dans
I’hémisphére Nord, novembre-décembre
au Sud de I’Equateur; mars-avril et
juillet-ao(it en Afrique de I’Ouest et au
Sénégal (Schmutterer, 1995).

= A partir de 5 & 7 ans et productivité
maximale a 15-25 ans (Mohamed et al.,
2002) ;

* Floraison entre novembre et avril et
fructification entre décembre et juillet
(Bein et al., 1996; El-Ghazali et al.,
1994).

Le neem est un arbre a croissance rapide dans de bonnes conditions climatiques et

pédologiques, et est connu pour vivre jusqu’a 200 ans (Radwanski, 1977). Un seul arbre peut

produire plus de 100 kg de fruits par an au Kenya (Saxena et al., 1988), mais en moyenne, un

arbre de 8 m de hauteur produit entre 37 et 55 kg de fruits par an (Ketkar, 1976).

Le dattier du désert est un arbre a croissance plus lente, qui peut vivre pendant 100 ans dont

75 ans de fructification, et dont la production annuelle de fruits est estimée entre 100 et 150

kg (Elamin et Satti, 2013).

Ces deux arbres sont adaptés a des conditions pédoclimatiques différentes mais largement

rencontrés dans de nombreux pays tropicaux et subtropicaux, en particulier africains, dont le

Sénégal.
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L1.1.1. Le neem

L’arbre de neem se développe dans des régions ou les moyennes pluviométriques annuelles
varient entre 250 et 2000 mm (Berhaut, 1979; Fortin et al, 1997). Toutefois, son
développement est possible dans des régions a haute pluviométrie (3000 a 4000 mm par an),
en particulier dans I’Est de I’Equateur, dans le bassin d’Amazonie et dans I’ile Tsonga
(Schmutterer, 1995). Il ne nécessite pas de sol trés riche. Un pH du sol compris entre 6,2 et 7
semble étre meilleur pour le développement du neem. Il tolére toutefois des pH de 5,9 a 10
dans certaines conditions (Rice, 1993). Le neem, comme tout arbre tropical, vit dans des
conditions de températures annuelles comprises entre 21 et 32°C. Cependant, le systéme
racinaire du neem, constitué d’une forte racine pivotante et d’un ensemble de racines latérales
bien développées qui pénetrent profondément le sol et produisent des surgeons, lui permettent
de résister dans des zones arides (Schmutterer, 1995). Il peut aussi tolérer les hautes
températures voire trés hautes températures. C’est le cas au Nord-Est et au centre de 1’ Afrique
ou celles-ci peuvent atteindre 50°C pendant I’été. Les températures inférieures ou égales a
4°C sont défavorables et peuvent entrainer la mort des jeunes plantes. Le neem est d’habitude
retrouvé dans les plaines et les petites montagnes, jusqu’a 700-800 m au-dessus de la mer et
occasionnellement a 1000 m d’altitude (Schmutterer, 1995). La lumiére est un autre facteur
environnemental important de son développement. Bien que les jeunes plantes poussent
souvent sous I’ombre, les arbres adultes exigent beaucoup de lumicre. Ainsi, la vitesse de
photosynthése mesurée en Australie était de 10-17 pumol de CO./m?’s, cette valeur est

supérieure a celle de la plupart des plantes tropicales (Gruber, 1991).

Aujourd’hui largement répandu dans les régions tropicales et subtropicales, notamment
d’Asie, d’Amérique, d’Australie et des iles du Sud Pacifique (Schmutterer, 1995), c’est
I’Afrique, avec une population estimée entre 31 et 45 millions d’arbres (Forster et Moser,
2000), qui serait le continent qui a le plus d’arbres de neem. Actuellement, il est présent un
peu partout en Afrique (dans un peu moins de 30 pays), en particulier dans la frange
méridionale du Sahara, ou il est devenu un véritable pourvoyeur de charbon de bois et de bois
de charpente (National Research Council, 1992). Il est présent le long de la cote de I’ Afrique
orientale (Somalie, Kenya, Tanzanie et Egypte). En Afrique centrale, le neem est présent le
long du bassin du lac Tchad (Est du Niger, Nord-Est et Sud-Est du Nigéria, Sud-Ouest du
Tchad et Nord du Cameroun). Le neem est aussi trés présent en Afrique de I’Ouest

notamment au Bénin, au Togo, au Burkina Fasso, au Ghana, en Cote d’Ivoire, au Mali, en
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Mauritanie, au Sénégal, en Gambie, en Guinée Bissau, en Guinée Conakry et en Sierra Leone

(Faye, 2010; Schmutterer, 1995).

Au Sénégal, sa population est estimée entre 18 et 30 millions d’arbres, affichant ainsi une des
biomasses les plus importantes du continent (Fortin ef al., 1997). Le neem est présent partout
dans le pays dans des conditions climatiques et édaphiques différentes. Et méme s’il est connu
pour son association avec beaucoup d’autres plantes dans leur milieu naturel (Benge, 1989),
le neem est une espece qui contient des principes inhibant la germination et la croissance de la
flore environnante (Berhaut, 1979). Parfois, sous certaines conditions (forte précipitation,
abondance d’oiseaux et de sauve-souris) qui occasionnent la propagation des graines, les
arbres de neem peuvent devenir invasifs. Cette situation est observée en Afrique de I’Ouest,

particulierement au Sud du Sénégal (Schmutterer, 1995).

1.1.1.2. Le dattier du désert

Le dattier du désert pousse dans les savanes des régions arides et semi arides d’Afrique et
d’Asie (Mohamed et al., 2002). 1l y est rencontré dans de nombreux types d’habitats et tolere
une large variété de sols, allant du sable a I’argile dans des zones humides. Il est aussi adapté
a une variété de conditions climatiques, surtout les régions arides dont les températures
moyennes sont €élevées (Ndoye et al., 2004). Ainsi, dans le Sahel, les dattiers du désert qui
fleurissent avant la saison des pluies (vers avril) et dont les fruits mdrissent et tombent en
décembre-janvier, poussent sur une large variété¢ de sols : sols lourds autour des étangs, le
long des oueds, les dépressions occasionnellement inondées et les vallées fossiles quaternaires
du Sahara ; sur éboulis rocheux-argileux; également sur des sols sableux (Chapagain, 2006).
Le dattier du désert est une espece qui vit en général sur les plaines, jusqu'a 1000 m d'altitude
dans les régions ou les températures moyennes annuelles varient entre 20 et 30°C, et celles ou
les précipitations moyennes annuelles vont de 250 a 400 mm (Schmidt et Joker, 2001; The
Wealth Of India, 1998). Dans les zones plus désertiques, dans le Sahel et en Afrique
subsaharienne, le dattier du désert dépasse rarement 10 m de hauteur, mais dans ces
conditions, les feuilles épaisses et dures avec un revétement brillant, offrent une protection
contre l'air sec (Hall et Walker, 1991). Le systéme racinaire s’étend verticalement et
horizontalement pour trouver de l'eau jusqu'a 7 m de profondeur et dans un rayon allant
jusqu'a 20 m. Ce systéme racinaire développé permet également a l'arbre de supporter les
invasions par le sable, fréquentes dans ces régions et qui déracinent et détruisent d'autres

arbres. Dans ces conditions difficiles, le revétement de sable autour de chaque racine fournit
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une couche d'air isolante, qui modere ses variations de température et réduit 1'évaporation. Les
longues épines vertes et les branches assurent la photosynthése en ’absence des feuilles pour
permettre la survie de la plante. C’est donc une plante bien adaptée aux conditions extrémes

du désert.

Dans le sous-continent indien, Balanites aegyptiaca et ses sous-especes sont présents
seulement en Inde et en Birmanie voisine (Union du Myanmar). En Inde, le Balanite est
largement cultivé dans le Rajasthan et dans les pays voisins, alors que dans la Birmanie cette
plante n’existe que dans la vallée de I'lrrawady et I'une des deux zones adjacentes entre Yeu
(environ 22° 50' N), dans le nord et Prome (environ 18° 15' N), dans le sud (Chapagain, 2006;
Sands, 2001). Il pousse aussi naturellement dans le Myanmar et est rencontré dans les régions

les plus seéches du Pakistan et de 1’Inde.

Les dattiers du désert ne sont pas seulement cultivés dans le continent africain, ils sont aussi
cultivés au Moyen-Orient, dans la Péninsule arabique. Hors de I'Afrique, 1’Israél, la Jordanie,
'Arabie Saoudite, le Nord et le Sud du Yémen, sont les pays ou le dattier du désert pousse
naturellement. En Israél, Balanites aegyptiaca est rencontré dans la vallée de 1'Arava (prés de
la frontiere jordanienne), dans 1’Eilat (pres de la mer Rouge), dans ’oasis d’Ein-Gedi (pres de
la mer Morte) et dans la vallée de Bet-Shean (prés de la mer de Galilée) (Chapagain, 2006).
Balanites aegyptiaca se développe des latitudes 35° Nord (Bet Shean-Valley, Israél) a environ
19° Sud (district Budi, Zimbawe) (Zohary, 1973). Cependant, il est principalement rencontré
dans les zones arides et semi-arides en Afrique tropicale ou il est l'une des plantes ligneuses
les plus répandues. Il est rencontré en Mauritanie, au Sénégal, au Bénin, au Burkina Faso, au
Cameroun, au Tchad, en Djibouti, en Ethiopie, en Gambie, au Ghana, en Guinée Bissau, en
Guinée, en Cdte-d'Ivoire, au Kenya, au Mali, au Nigeria, au Niger, au Soudan, en Somalie, en
Tanzanie, au Togo, en Ouganda, en RDC et en Zambie ou il est cultivé, en plus de ceux qui
poussent a I’état sauvage (Booth and Wickens, 1998). L’Algérie, 1’Angola, le Burundi, la
République centrafricaine, la Libye, le Maroc et le Rwanda sont les autres pays africains ou se

trouvent les dattiers du désert (Chapagain, 2006; Hall et Walker, 1991) (Figure 1-2 ).
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Figure I-2 : Répartition de la population du dattier du désert (Balanites aegyptiaca) en
Afrique (Hall et Walker, 1991)

Au Sénégal, le dattier du désert est trés abondant dans toute la zone sahélienne (vallée du
Fleuve, Djolof, Cayor, Ferlo). Il pénétre profondément dans la région a climat soudanien
jusqu'en Casamance maritime (2 l'extréme Sud-Ouest du pays), ou il reste hors des sols
inondables (Dial NDiaye, 1997). Malgré qu’il soit un des arbres les plus courants au Sénégal,

peu de données quantitatives concernant sa population sont disponibles.

Les caractéristiques du neem et du dattier du désert, adaptés a des conditions pédo-
climatiques rencontrées au Sénégal et plus largement a de nombreux zones de I’Afrique
tropicale et subtropicale, en font deux cibles de choix pour la lutte contre la déforestation et la
desertification. D’ailleurs, des études récentes ont démontré les différentes possibilités en
agroforesterie du neem. Au-dela d’une gestion durable des sols et des ressources hydriques
menacées par les changements climatiques, leur mise en culture pourrait s’appuyer sur les
nombreuses utilisations traditionnelles pour lesquelles ces deux arbres ont été et sont

aujourd’hui exploités.
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I.2. Utilisations traditionnelles du neem et du dattier du désert, et

propriétés de leurs extraits

Au Sénégal, le neem est planté traditionnellement par les populations locales, dans de
nombreuses régions du pays aussi bien dans les zones rurales qu’urbaines pour 1’ombre que
produit cette arbre. Il a servi pour le balisage avec les plantations le long de routes nationales
et secondaires et a bénéficié de plusieurs programmes de plantation dans de nombreux pays
d’Afrique, et en particulier du Département des Foréts sénégalais, et est devenu un important
fournisseur de charbon de bois et de bois d’ceuvre et de charpente. Le cceur du bois est dur et
utilisé pour la fabrication de meubles, de bateaux, de poteaux ou d’instruments de jardinage.
De méme, le bois de tige du dattier du désert sert a la confection de matériel artisanal. Sa
qualité de dureté et de résistance a ’attaque d’insectes lui valent d’étre une matiére premiére
pour la fabrication d’ustensiles ménagers (cuilleres, écuelles, battoires, etc.), d’outils et de
mobilier. Il est également utilis¢é comme bois de chauffage et transformé en charbon de bois

(Dial NDiaye, 1997).

Presque toutes les parties de ces deux plantes peuvent étre exploitées, pour 1’alimentation
humaine et animale dans le cas du dattier du désert, mais aussi a travers les extraits que
peuvent fournir les écorces, les feuilles ou les racines (Tableau I-3). Toutefois, ce sont les

fruits et les graines qui ont fait I’objet du plus grand nombre d’études.
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Tableau I-3 : Exemples d’utilisations traditionnelles et propriétés des extraits de neem et de
dattier du désert

Neem

Dattier du désert

= Préparation anti paludéenne, activité

schizonticide contre Plasmodium

= Préparations pour le traitement de la
syphilis, contre les infestations de vers

ronds, comme poison de péche
(Zarroug et al., 1988) ;
= Extrait méthanolique a activité

Ecorce borghei (Ekanem, 1976) ; antidotique contre les morsures de la
» Peu efficace en dose orale (Tella, vipere, Echis carinatus (Wufem et al.,
1976). 2007) ;
= Extrait aqueux a activité vermifuge
contre Albizia anthelmintica (Koko et
al., 2000).
= Racines utilisées pour le traitement de
douleurs abdominales (Khan, 2009).
* Infusions utilisées comme émétique
Racines Huile essentielle est active sur de (Beentje, 1994) ;
et fleurs nombreux agents pathogenes a I’Homme = Extrait aqueux efficace contre le
et aux végétaux (Chopra et al., 1952). paludisme (Chothani et Vaghasiya,
2011);
= Extrait aqueux a activité vermifuge et
vermicide (Dwivedi et al., 2009).
= Effet hypoglycémiant, traitement du
diabéte, (Luscombe et Taha, 1974;
Mukherji, 1 9.57; Shukla e? al, 1973) ; . = Aliment de bétail (zone aride période
= Effet antiviral des extraits aqueux (Rai de sécheresse) :
ot Sethi, 1972; Rao et al., 1969) ; » Activité ant;bactérienne et larvicide
Feuilles = Effet répulsif d’insectes ;

= Extraits aqueux et méthanoliques
insecticides (Schmutterer, 1995) ;

= Sans effets significatifs sur le systéme
nerveux central (Debelmas et Hache,
1976).

des extraits aqueux (Doughari et al.,
2007), antibactérienne (Karmegam et
al., 2008; Karuppusamy et al., 2002).
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1.2.1. Le fruit et la graine de dattier du désert

m De 100 a 150 kg de fruits peuvent étre produits annuellement par un dattier du désert. Leur
richesse en sucre (35 a 37%) et en acides organiques (15%) leur vaut d’étre consommeés sous
forme de bonbons et d’étre une friandise appréciée en mélange avec des gommes. Ils sont
utilisés pour la préparation de boissons alcoolisées, et servent aussi pour 1’alimentation des
ruminants (Dial NDiaye, 1997). D’autres constituants tels que le 3-rutinoside, le 3-

rhamnogalactoside (Sawla et El Hadidi, 1998) et le diosgénine (Khare, 2008) y ont été isolés.

Dans la médecine traditionnelle, les fruits frais sont utilisés comme laxatifs et comme
régulateur d’hypertension artérielle (Lockett et al., 2000) . Les mésocarpes de fruits quant a
eux sont hypoglycémiants et s’utilisent pour le contrdle des escargots d'eau douce, qui sont
des hotes intermédiaires de la bilharziose, et des crustacés d’eau douce, qui sont des
intermédiaires dans le cycle du ver de Guinée (Wiesman et Chapagain, 2006). Ils sont
également utilisés contre les maux d'estomac et comme médicament anti diabétique
(Mohamed et al., 2002; Saharan et al., 2011). Dans la médecine traditionnelle égyptienne, les
fruits sont utilisés comme un hypoglycémiant (Kamel, 1998) et dans la médecine populaire
soudanaise pour le traitement de D’ictére (Sarker et al., 2000). Ainsi, les fruits sont
couramment utilisés pour purger, pour €liminer les parasites intestinaux et parfois pour traiter
les infestations contre Schistosomum japonicum (Wiesman et Chapagain, 2006) ; alors que
ses extraits sont des agents faciolicides (Al Ashaal et al., 2010). Ils présentent une activité
spermicide sans irritation vaginale locale chez les femmes. L'extrait méthanolique des fruits
de B. aegyptiaca est rapporté pour avoir une activité vermifuge contre les différentes étapes
de développement de Trichinella spiralis chez le rat (Shalaby et al., 2010) mais aussi
molluscicide des jeunes et adultes de Bulinus globosus et de Bulinus truncatus (Anto et al.,

2005).

m La graine est obtenue apres avoir ¢éliminé le mésocarpe du fruit du dattier du désert, de
couleur brune-pale, fibreuse et dure. Elle mesure 1,5 a 3 cm de long et est constituée d’une
coque épaisse et dure qui entoure une amande. La graine représente 49 a 54% du poids du
fruit (Mohamed et al., 2002), ce qui correspondrait a une production de 49 a 84 kg de graines

par arbre et par an.

La poudre de graines est utilisée dans le traitement traditionnel de 1’asthme (Jagtap et al.,
2009) et pour la désinfestation de vers intestinaux (Doughari ef al., 2007). Par ailleurs, une

activité insecticide de ses extraits a ét€é prouvée efficace contre le trogoderme du grain
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(Trogoderma granarium) (Elamin and Satti, 2013). Toutefois, c’est surtout 1’huile contenue
dans I’amande (30 a 60% pour 20 a 30% de protéines) (Aviara et al., 2005) qui est la plus
utilisée :

m Sa composition en acides gras palmitique (C16 : 0), stéarique (C18 : 0), oléique (C18 : 1) et
linoléique (C18 : 2) qui représentent 98 a 100% des acides gras totaux, avec jusqu’a 75%
d’insaturés (Mohamed et al., 2002) et entre 31 et 51% d’acide linoléique (Wiesman et
Chapagain, 2006) lui confére une qualit¢ nutritionnelle comparable a celle des huiles

d’arachide, de sésame ou de soja. Elle est aussi une source importante de B-caroténes et de

tocophérols (FAO, 1993).

m Au-dela de son utilisation alimentaire, elle est connue pour ses usages dans la médecine
traditionnelle. En effet, I’huile de Balanites aegyptiaca a une activité anti-cancéreuse pour le
poumon et le foie. Elle présente également une activité antimutagéne contre Fasciola
gigantica mais aussi vermifuge contre les vers hépatiques (Schistosoma mansoni et Fasciola
gigantica) et antivirale contre le virus Herpes simplex. Elle est par ailleurs connue pour son
activité antimicrobienne contre des souches de bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif, et
les especes du genre Candida (Al Ashaal et al., 2010). Ainsi, elle est utilisée dans la médecine
traditionnelle notamment dans le traitement des maladies de la peau, des rhumatismes
(Obidah ef al., 2009), des tumeurs et des blessures. Elle est également utilisée comme laxatif
ou dans le traitement des hémorroides, des maux d'estomac, de la jaunisse, de la fievre jaune,

de la syphilis, de I'épilepsie (Ojo et al., 2006) et des plaies (Breyer et Brandwijk, 1982).

Les propriétés des extraits de dattier du désert sont attribuées aux nombreux métabolites
secondaires qu’il contient, tels que des stéroides, des alcaloides, des flavonoides, de la
coumarine et en particulier des saponines (Wiesman et Chapagain, 2003). En effet, les
saponines sont des métabolites secondaires de haut poids moléculaire, présentes dans une
variété de plantes supérieures et dans quelques especes de plantes marines (Hostettmann et
Marston, 2005; Price et al., 1987). Ces composés amphiphiles sont constitués d'une partie
aglycone (non sucre), liée a un fragment de sucre hydrophile. Selon la structure de 1'aglycone,
les saponines sont classées comme des triterpénoides, des stéroides ou des alcaloides
stéroides. Etant donné que l'aglycone est trés hydrophobe et les chaines de sucre trés
hydrophiles, ce caractere amphiphile confére aux saponines d'excellentes propriétés
moussantes, émulsifiantes et tensio-actives (Liener, 1994). Leur premier role est de protéger

les plantes contre l'attaque d’un large éventail d'agents pathogenes (Mansfield, 1983). Les
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saponines posseédent des propriétés cytotoxiques, antifongiques, antibactériennes, larvicides et
anti-inflammatoires (Chapagain et Wiesman, 2007) et jouent un réle important dans le
métabolisme et dans la biosynthése. Elles sont considérées comme les principaux composés
actifs a propriétés thérapeutiques (Chapagain et Wiesman, 2007; Liu et al., 2005). Ainsi,
plusieurs saponines ont été isolées sur différentes parties de Balanites aegyptiaca : feuilles,

racines (Pettit et al., 1991), écorces, fruits et graines (Hosney et al., 1992).

Les graines contiennent différents types de saponines telles que les balanitine 1 (A), balanitine
2 (B) (Figure I-3), balanitine 3, balanitine 4, balanitine 5, balanitine 6 et balanitine 7
(Chapagain, 2006). Les balanitines 6 et 7 sont des saponines obtenues a partir de ’amande.
Elles sont connues pour leurs vertus anticancéreuses et sont responsables de I’activité
molluscicide de I’huile. Mais la présence de saponines a aussi été le principal obstacle a
I’utilisation des protéines des graines pour I’alimentation humaine et animale (Mohamed et

al., 2002).

(A)

(B)

Figure I-3 : Structure des saponines, balanitine 1 (A) et balanitine 2 (B) isolées des graines
de Balanites aegyptiaca (Speroni et al., 2005)
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1.2.2. Le fruit et la graine de neem

Bien que comme les autres plantes, la fructification du neem puisse varier d’une année a
I’autre, selon I’age de 1’arbre et les conditions climatiques, prés de 50 kg de fruits par an
peuvent étre produits a maturité (Roger, 1992; Schmutterer, 1990). Bien qu’il soit connu
comme pour donner une huile essentielle médicinale, peu de données sont disponibles sur les
usages traditionnels du fruit entier ou de la pulpe, a I’inverse de ses graines qui ont fait I’objet

de trés nombreuses études.

La graine de neem loge a I’intérieur du fruit. La partie externe de la graine est constituée
d’une enveloppe appelée coquille (exocarpe) qui mesure de 0,9 a 2,2 cm de long et 0,5 a 0,8
cm de large (Schmutterer, 1995). De couleur blanche, assez dure, la graine renferme en son
sein un, rarement deux et trés rarement trois noyaux (ou amandes) ovales de couleur brune et
de 0,8 2 1,0 cm de long et 0,4 a 0,5 cm de large. L’amande représente a peu pres le quart du
volume du fruit (Mensier, 1957). Cette amande est obtenue en brisant la coque apres avoir
extrait les graines des fruits. En moyenne un arbre mature produirait 30 a 60 kg de graines

(Roger, 1992; Saxena et al., 1988; Schmutterer, 1990) dont pres de la moiti¢ en amandes.

Au-dela des plus de 100 composés actifs appartenant au groupe des triterpénoides (Addea-
Mensah, 1998), dont I’azadirachtine, la graine contient une huile essentielle (Kurose et

Yatagai, 2005) et une forte proportion de lipides.

La teneur en huile de la graine peut varier selon les conditions environnementales et le
génotype de ’arbre (Ermel et al., 1987; Singh, 1986) et selon leur origine géographique
(Tableau I-4).

De 20 a 32 % d’une huile de couleur noiratre a jaune-pale pourrait €étre obtenue a partir de la
graine (Faye, 2010; Gossé et al., 2005; Kaura et al., 1998; Munoz-Valenzuela et al., 2007) et
de 30 a 52% a partir de ’amande (Faye, 2010; Kaura et al., 1998; Kaushik, 2002; Kaushik et
Vir, 2000; Sidhu et al., 2003, 2004).

Tableau I-4 : Teneur en huile des graines de neem de différentes origines

Teneur en huile (%) Localité Références

20 - 32,62 Inde Kaura et al., 1998

30 Cote d’Ivoire Gossé et al., 2005

32 Sénégal Faye, 2010

15,4 - 23,8 Mexique Munoz-Valenzuela et al., 2007
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L’huile de neem est commercialisée pour ses multiples utilisations, allant des usages
insecticides aux finalités industrielles (Anon, 1985). Impropre a la consommation a cause des
nombreuses biomolécules actives qu’elle contient, a I’origine de son odeur acre et de son
amertume, I’huile de neem est également connue pour ses propriétés biocides (insecticides,
antibactériennes, antifongiques, spermicides, antiseptiques, etc.) (Tableau I-5). Néanmoins,

elle est inoffensive contre les animaux a sang chaud et ’Homme (Barrek et al., 2002).

Tableau I-5 : Quelques especes sensibles a I’action de I’huile de neem

Especes

Références

Nilaparvata lugens
Mycobacterium tuberculosis
Vibrio cholera

Bacillus subtilis

Salmonella typhi

R. solani, S. rolfsii, S. sclerotiorum
Heminthosporium nodulosum,
Pyricularia oryzae

Meloidogyne incognita
Callosobruchus spp.

Heyde et al., 1984)
Oliver-Bever, 1986)
Oliver-Bever, 1986

Eppler, 1993; Jain et al., 1987
Chaurasia, 1978

Singh et al., 1980

Jaganathan et Narasimhan, 1988
Jaganathan et Narasimhan, 1988
Devarkumar et al., 1985

Yadaw, 1985

De nombreuses applications thérapeutiques ont été décrites pour cette huile notamment dans
le traitement traditionnel de maladies (Kaushik, 2002; Luo et al, 1999; Morgan, 2009;
Tewari, 1992). L’huile de neem est utilisée par exemple dans le traitement des troubles
digestifs, des inflammations oculaires et auriculaires et des infections des voies respiratoires
du type bronchite, des maladies liée aux parasites intestinaux, des problémes respiratoires, de
la constipation, du rhumatisme et des ulceres. Elle soigne également les infections de la peau
(Schmutterer, 1995). Elle a été prouvée efficace dans la stabilisation du taux de sucre dans le
sang (Kaushik, 2002) et pourrait aussi stimuler le systéme immunitaire (Schmutterer, 1995).
L’huile de neem est aussi utilisée dans I’hygiéne ou les soins vétérinaires (Kaushik, 2002;

Schmutterer, 1995; Vijayalakshmi ef al., 1995).

L’huile de neem est trés utilisée comme matiére premicre dans la production des savons. Elle

entre dans la fabrication et la formulation d’une variété¢ de produits cosmétiques tels que les
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shampoings antipelliculaires ou contre les poux, les pates dentifrices, les huiles corporelles,
les répulsifs, les protecteurs solaires, les lotions antiseptiques pour lutter contre 1’acné,
I’eczéma, etc. (National Research Council, 1992). Outre son utilisation dans I’industrie
pharmaceutique, 1’huile de neem a aussi été ¢tudiée en lipochimie pour la production d’esters
méthyliques d’huile de neem comme biodiesel par transestérification (Radha et Manikandan,
2011) ou pour la fabrication de lubrifiants (Tewari, 1992). Cependant, ce sont surtout les

propriétés insecticides associées a cette huile qui sont bien connues et exploitées.

En Inde, I’huile de neem est utilisée depuis trés longtemps pour la lutte contre les insectes
ravageurs de cultures et de stocks (Barrek et al., 2002; Schmutterer, 1995). Et de nos jours,
elle est utilisée dans la formulation de biopesticides surtout ceux a base d’azadirachtine

(Schiffers et al., 1997).

[.2.3. Les composés actifs de la graine de neem

Les propriétés thérapeutiques des extraits de graines et de 1’huile de neem sont attribuées aux
trés nombreux métabolites de la famille des limonoides (Figure I-4) qu’ils contiennent
(Addea-Mensah, 1998; Mordue et Blackwell, 1993; Schmutterer, 1990; Zongo et al., 1993).
Plusieurs triterpénoides porteurs d’un noyau furanique ont été isolés a partir des graines de

neem (Tableau 1-6) et leurs activités biologiques testées (Tableau 1-7).
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Limonoides

Isoprénoides Non Isoprénoides
Triterpénoides Diterpénoides
Protomé- Azadirone Gedunine Amoorsta Vilasinine C-Seco-
liancines -line & méliancines
Vepininee
Azadirone
o Azadirachtine
Azadiradione
Epoxy- Salaninne
azadiradione Nimbine

Figure I-4 : Diagramme de classification des composés du neem (Dai, 1999)
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Tableau I-6 : Quelques limonoides isolés des graines de neem

Nom du composé Formule Source Activités biologiques Références
: - : . Anorexique Lavie et Jain, 1967
Azadirone 'J\} Huile Antibactérien Lavie et al., 1971
%S pAe

Salannine Graine Anorexique Meisner et al., 1981

Huile Insecticide Kubo et al., 1986

i Spermicide
i O Antiinflammatoire, Sharma and Saxsena, 1959
Nimbine , Huile Antipyrétique Okpanyi and Ezeuhwa, 1981
wigoacr 15 & Antiarthritique Pillai and Santhakumari, 1981
Antibactérien
Nimbidine AL Graine, Huile  Aptibactérien (Kraus, 1995)
770
Gedunine et ses dérivés (7- K ( Insecticide Ishida et al., 1992
diacétylgedunine, 7- og.E l: ! Graine Antifongique Rao and Rao, 1977
benzoylgedunine) f.-;;.\/-.-;-\./ > Antipaludéen MacKimon et al., 1997
G
) ) Y :r_>’ . Antibactérien Khalid et al., 1989
Nimbolide LTE@..“Q/ Huile Antipaludéen Rojanapo et al., 1985
A7
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Tableau I-6 (suite) :

Quelques limonoides isolés des graines de neem

Nom du composé Formule Source Activités biologiques Références
¥
. PN otk . . . e
Mahmoodine f\ U \73’,,0 Graine Antibactérien Siddiqui et al., 1992
Jo st
&
Déacétylazadirone i [O=o Grgme Anorexique Cramer, 1979
Z Huile
o) 7 “ron
s
Déacétylguedunine ‘;:"':"f Graine Anorexique Lav%e et Jain, 1967
B = P i . Lavie et al., 1971
Lok e R Inhibiteur de croissance
0 / " on
= 'l‘ oocn,
Lacé i T Pyly S . : Kraus et Bokel, 1981
Déacétylsalannine ( }‘!', } ?"] Graine Anore.)u.que Ishida et al., 1992
o e Insecticide
bre AL \ Kraus et Bokel, 1981
Déacétylvilasinine AN/ Graine Huile = Anorexique Kraus, 1984
Gl " Vo Kraus et al., 1987, 1993
3 f‘- i
U
Azadiradione Huile Antibactérien Lavie et Jain, 1967

Lavie et Levy, 1971
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Tableau I-7 : Activités biologiques de limonoides des graines de neem

Composés et organismes testés

Activités biologiques

Références

Salannine

Earias insulana
Epilachna varivestis
Heliothis virescens
Musca domestica
Popillia japonica
Acalymma vittatum
Spodoptera frugiperda
Spodoptera littroralis

3-Déacétylsalannine
Epilachna varivestis
Heliothis virescens
Popillia japonica

Reticulitermes speratus

Guédunine

Epilachna varivestis
Helicoverpa zea

Ostrinia nubilalis
Pectinophora gossypiella
Popillia japonica
Reticulitermes speratus
Spodoptera frugiperda

Déacetylgedunine
Helicoverpa zea
Spodoptera frugiperda
Pectinophora gossypiella

Nimbine

Epilachna varivestis

6-Déacetylnimbine
Epilachna varivestis

Popillia japonica
Reticulitermes speratus

A 0,01%

A ECs0=14 ppm

G ECso=170 ppm

A 100% a 1000 ppm
A ECs0=~280 ppm
A ECso=20 ppm

A EDso=13 pg.mL"!
A ECs0=0,01%

A ECso=20 ppm
A ECso= 170 ppm
G ECs50=~390 ppm

A ECso= 55,2 pg.mL"!

A ECso =930 ppm
G ECs0=50 ppm

A ECso= 500 ppm
G ECs0=32 ppm

A ECso= 500 ppm
A ECso=49 pg.mL"!
G ECs0=47 ppm

G ECs0 =165 ppm
G ECso =60 ppm
G ECs0=22 ppm

A ECso =50 ppm

A ECso =50 ppm

A ECso =100 ppm
A ECso=28 pg.mL’!

Meisner et al., 1981
Schwinger, 1985
Kubo et al., 1986
Warthen, 1979
Schwinger, 1985
Reed, 1981

Rajab et al., 1988
Meisner et al., 1981

Schwinger, 1985
Kubo et al., 1986
Schwinger, 1985

Ishida et al., 1992

Lavie et al., 1971
Kubo et al., 1986
Arnason et al., 1987
Kubo et al., 1986
Schwinger, 1985
Kubo et al., 1986
Ishida et al., 1992

Kubo et al., 1986
Kubo et al., 1986
Kubo et al., 1986

Siddiqui, 1942
Narayanan et al., 1964
Schwinger, 1985
Kraus et al., 1993

Narayanan et Iyer, 1967
Schwinger, 1985
Schwinger, 1985

Ishida et al., 1992
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Tableau I-7 (suite) : Activités biologiques de limonoides des graines de neem

Composés et organismes testés Activités biologiques Références
Azadirone
Epilachna varivestis A ECso=5500 ppm Schwinger, 1984

Lavie et Jain, 1967
Schwinger, 1985

Popillia japonica A EC45=5000 ppm Schwinger, 1985
7-deacetylazadirone Lavie et Jain, 1967
Epilachna varivestis A ECso=500 ppm Cramer, 1979
Schwinger, 1985
Azadiradione
Epilachna varivestis A ECso =320 ppm Lavie et al., 1971
Schwinger, 1985
Schwinger, 1984
Helicoverpa zea A ECso=250 ppm Kubo et Klocke, 1986
Heliothis virescens A ECso =560 ppm Lee et al., 1988
Musca domestica A LCso=0,85ugmL!  Siddiqui et al., 1990b
Spodoptera frugiperda A ECso=130 ppm Lee et al., 1988
Pectinophora gossypiella A  ECso=42 ppm Kubo et al., 1986
Popillia japonica A ECso=5000 ppm Schwinger, 1985
Reticulitermes speratus A ECso=238 ppm Ishida et al., 1992

A = Activité Anorexique ; G = Inhibiteur de la Croissance ; EC = Concentration Effective ;
ED = Dose Effective

Mais ce sont les triterpénoides et en particulier 1’azadirachtine qui ont fait 1’objet du plus
grand nombre de travaux, tant du point de vue de leurs structures (Figure I-5) que de leurs

activités biologiques (Tableau I-8).
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MeCO0 *—g
R1 = Tig; R2 = Ac -
@ Q?)

Dl AcO- = CH;CO0-

Figure I-5: Structure de I’azadirachtine A (1) et de ses dérivés [azadirachtine B (2),
azadirachtine C (3), azadirachtine D (4), azadirachtine H (5) et azadirachtine I (6)] (Dai,
1999)
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Tableau I-8 : Activités biologiques de 1’azadirachtine A et de ses dérivés (Dai, 1999; Kraus,

1995)

Composés

Activités biologiques

Références

Azadirachtine A

Acricotopus lucidu

Epilachna varivestis

Helicoverpa zea
Heliothis virescens

Oncopeltus fasciatus
Peridroma saucia

Schistocerca gregaria
Spodoptera frugiperda

Spodoptera littoralis
Azadirachtine B

Epilachna varivestis

Heliothis virescens

Spodoptera littoralis

Azadirachtine E
Epilachna varivestis
Azadirachtine G
Epilachrna varivestis
Azadirachtine L

Epilachna varivestis

(T)

(F)
(F)

(T)
(F)

(T)

(F)

>oarraoro00a > 0

Qoo

Q

G

100% a 1pg/mL
ECso =13 ppm

LCso = 1,66 ppm
ECso = 0,7 ppm
EDso = 0,7 ppm
ECso= 0,07 ppm

EDso = 3,5ng
ECso = 8,0 ng/cm?
EDso = 0,26 ppm
100% & 0,07 ppm

ECso = 0,08 ppm
LCso=1,00 ppm
ECso = 0,07 ppm

70% a 0,01 pg
85% a2 ppm
LCso = 0,80 ppm
ECso= 0,17 ppm
97% a1 ppm

ECso= 0,57 ppm
ECso = 7,69 ppm

ECso = 0,25 ppm

Butterworth et Morgan, 1968
Kraus et al., 1985, 1987
Kraus et al., 1993; Schwinger, 1984,
1985

Rembold, 1989

Kubo et Klocke, 1982

Kubo et Klocke, 1982
Yamasaki et Klocke, 1987
Isman ef al., 1990

Isman et al., 1990

Isman ef al., 1990
Butterworth et Morgan, 1968
Kubo et Klocke, 1982

Lee et al., 1991

Klingele, 1985

Schwinger, 1985
Schwinger, 1985
Kubo et al., 1986

Kubo et al., 1986
Kraus, 1995

Rembold, 1989

Kraus, 1995

Kraus, 1995

EC = Concentration Effective ; LC = Concentration Limite ; (F) = Application sur I’Appétit ;

FI = Inhibiteur de I’Appétit ; G = Inhibiteur de la Croissance ; A = Activité Anorexique ;
L = Activité Larvicide ; (T) = Application Tropicale ; ED = Dose Effective
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Parmi les 11 structures moléculaires isolées et identifiées (Butterworth et Morgan, 1968,
1971; Govindachari et al., 1991; Rembold et al., 1984), c’est I’azadirachtine A qui est
majoritaire 85% (Dai, 1999) et c’est a elle qu’'on fait référence lorsque 1’on parle
d’azadirachtine (Dai, 1999). Sa teneur dans les graines de neem varie considérablement selon
les régions, les conditions climatiques, les conditions du sol et le génotype de I’arbre (Ermel
et al., 1987; Singh, 1986). Kraus, (1995) a étudié la teneur en azadirachtine dans les amandes
de graines de neem de 27 pays : la plus forte teneur en azadirachtine est celle des échantillons
provenant du Sud et du Sud-Est de 1’Asie tels que 1'Inde, le Myanmar et la Thailande. Les
échantillons provenant de pays comme le Soudan, la Somalie, le Mali, le Niger, dont les
températures sont extrémement élevées pendant 1'été contiennent moins d’azadirachtine. 11 a
été suggéré par Ermel ef al., (1987) que la combinaison de hautes températures et d’humidités
relatives élevées avait la plus forte influence négative aussi bien sur la qualité des graines que

sur leur teneur en azadirachtine.

Considéré depuis la mise en évidence de ses propriétés inhibitrices de la croissance chez les
insectes en 1972, comme le composé le plus actif du neem, 1’azadirachtine posseéde des
activités insecticides et répulsives sur plus de 200 especes d’insectes de 6 ordres différents
(Schmutterer, 1995). Ses propriétés inhibitrices de la croissance ont été prouvées pour la

premiere fois par Schmutterer et Rembold (1980).

D’apreés Schmutterer (1995), la structure de 1’azadirachtine est similaire a celle de ’hormone
des insectes appelée «ecdysone», qui contrdle le processus de leur métamorphose, ¢’est-a-dire
le passage du stade larvaire a I’age adulte. Il affecte le corpus cardiacum, qui contrdle la
sécrétion des hormones. Le changement morphologique requiert une synchronisation aigué
des nombreuses hormones et d’autres changements physiologiques. L’azadirachtine bloque
I’ecdysone, la sécrétion des hormones vitales et la croissance des insectes. Il bloque ainsi la
mue des insectes, et c’est ce qui freine leur cycle de vie. Ces effets ont été observés chez
plusieurs familles d’insectes a savoir les Lépidopteres (papillons), les Diptéres (mouches,
taons, moustique, etc.), les Orthopteres (sauterelles, criquets, etc.), les Hyménopteres (tres
faibles pour les abeilles) et certaines especes de pucerons (Mouffok et al., 2008). La DLsg
varie selon les espéces de 1 a 4 ng d’azadirachtine par gramme d’insectes (Mordue et
Blackwell, 1993). D’autres ¢études de relation structure-activité ont prouvé [’activité

anorexique de I’azadirachtine, inhibant la croissance des insectes et conduisant a des
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malformations ou a la mort (Barrek et al., 2002). L’effet de ce composé sur les insectes se

résume en trois points essentiels :
n il bloque la sécrétion hormonale et arréte le développement morphogénétique de 1’insecte ;

m il agit par le biais de la respiration sur pratiquement tous les tissus de 1’insecte (tissus
musculaires, nerveux, glandulaires) et en conséquence 1’insecte perd la coordination de ses

mouvements et le controle de son corps ;

= il agit comme un agent anorexique, et dans ce cas I’insecte ne mange pas et meurt (Barrek ef

al., 2002).

Cependant, méme si I’azadirachtine posseéde une grande activité insecticide, il ne montre pas
de phytotoxicité apparente et est considéré comme non toxique pour la plupart des étres

vivants (Ley et al., 1993).

En conclusion, le neem et le dattier du désert sont deux arbres complémentaires offrant de
multiples perspectives pour une exploitation écoraisonnée de la ressource qu’ils pourraient

constituer, au Sénégal en particulier, et plus généralement en Afrique subtropicale :

m Leur adaptation a des conditions pédoclimatiques difficiles en fait des cibles de choix pour
lutter contre la désertification et la déforestation, promouvoir la stabilisation des sols et une
meilleure gestion de I’eau sur des territoires arides ou propices a une agriculture productive
pour I’alimentation humaine. Déja implantés dans des zones d’habitats, ces deux arbres font
partie de la culture des populations locales et sont exploités pour des usages traditionnelles

voire artisanales.

m L’intensification de leur sylviculture, comme cela a déja été fait pour le neem, en particulier
en Afrique dans les régions de la frange méridionale du Sahara (National Research Council,
1992) fournira au long court du bois d’ceuvre et du charbon de bois. Mais ce sont les fruits,
dans le cas des deux arbres qui pourraient constituer une ressource annuelle dans le cas de

vergers extensifs, organisés pour leur récolte, comme le sont par exemple les oliveraies.

m Aussi, si I’exploitation des fruits n’a fait 1’objet que sur des travaux en dehors d’usages
traditionnels, voire artisanaux dans le cas du dattier du désert, celle des graines de neem a été
longtemps développée, en raison des propriétés insecticides de l’azadirachtine qu’elles
contiennent. En effet, considérée comme 1’une des biomolécules les plus prometteuses dans la

lutte contre les insectes ravageurs (Mordue et Blackwell, 1993; Schmutterer, 1990; Zongo et
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al., 1993), l’azadirachtine est déja présente sur le marché commercial sous forme de

formulation biopesticide (Tableau I-9).

Tableau I-9 : Quelques formulations de biopesticides a base d’azadirachtine

i)olilnmercial :;:;;:;g: tine Fabriquant Pays Références
Azatin® 0,1% W.R. Grace Co. USA Dai, 1999
Align™ 30 Agridyne Technologies ~ USA Dai, 1999

Inc.
RH 99 20% Rhom and Hass Co. USA Dai, 1999
Limonool® 0,03% Bio Multi-tech (Pvt) Ltd. Inde Kumar et al., 2003
Neem-EC 4% Phero Tech Inc. Canada Dai, 1999
Fortune Aza® 3% Fortune Biotech Lab Inde Kumar et al., 2003
NeemAzal TM-F 5% EID Parry Ltd. Inde Kumar et al., 2003
Neem Azal T/S 1% Trifolio-M Allemagne Biofil, 2008
Margosan-o 0,3% Grace Sierra Co. USA Biofil, 2008
BioNEEM® 1% Ringer Corporation USA Biofil, 2008
Suneem 1% SENCHIM Sénégal Faye, 2010
NeemAzal 25% EID Parry Ltd. Inde Dai, 1999
Technical
Green Gold 0,3-90% - Australie  Dai, 1999
NeemAzal-F 5% Trifolio-M Allemagne Dai, 1999

Cependant, comme pour de nombreuses autres biomasses, malgré la valeur ajoutée que

peuvent apporter les composés actifs des graines, leur proportion trés minoritaire dans la

matiere premiere impose d’intégrer leur extraction et leur purification dans un schéma de

fractionnement permettant la valorisation des

constituants

pour assurer le

développement d’une filiere de transformation économiquement et écologiquement durable.
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I.3. Les procédés de fractionnement des graines

Il existe de nombreux exemples de procédés de fractionnement de graines sont adaptés a leur
structure morphologique et a leur composition , en fonction des extraits et des raffinats ciblés
pour leurs applications. Leurs domaines d’applications sont aussi variés que 1’agroalimentaire
(farines et amidons de céréales, huiles d’oléagineux, concentrés et isolats protéiques de
protéagineux, fibres de son et tourteaux pour 1’alimentation animale, etc.), la chimie (synthése
pour la sucrochimie, la lipochimie ou la protéochimie), la parachimie (huiles essentielles et
extraits aromatiques, gommes et résines, composés actifs, antioxydants, colorants, etc.) pour
la cosmétique et la pharmacie, I’énergie (huiles et esters méthyliques carburants) et les
matériaux (biopolyméres thermoplastiques et résines thermodurcissables). En général, ces
procédés mettent en ceuvre une succession d’opérations élémentaires, réalisées dans des
appareillages spécialisés (Tableau I-10), dont I’enchainement définit le schéma du
fractionnement de la graine aux différentes échelles, de ses organes a ses contenues

moléculaires (Figure 1-6)
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Tableau I-10 : Opérations de fractionnement des graines (Amalia Kartika, 2005 ; Colas, 2012 ; Evon, 2008 ; Faye, 2010 ; Lacaze-Dufaure,
1998 ; Maréchal, 2001 ; Raynal-Ioualalen,1996 ; Sriti, 2011 ; Vandenbossche, 1998)

ération Appareilla c . .
Etap.e du Echelle Na?ure des ,Ol,)e ons ppareriages Objectif Produits Exemples types
fractionnement actions élémentaires types
Séparation des
\ enveloppes .
. Broyeurs a PP Farine
Macroscopique, \ amandes, X .
.. : .. Broyage, marteaux, a meule, . . d’amande Meunerie des
Primaire organes et tissus Mécanique \ . Réduction et . o
. Classage a couteau, tamis, L . granulats graines de céréales
cellulaires sélection taille et
cyclones fibreuses
forme des
particules
Microscopique Expression des Jus sucré . .
oscopique, . pression . ’ Trituration des
. parois et Thermo- Presse hydraulique, phases liquides huile, .
Secondaire . Pressage NP graines
contours mécanique Meule, Presse a vis  incluses dans le tourteau, ..
. . oléagineuses
cellulaires solide pulpe
. Amidonnerie
. . . Extraits . .
Moléculaire, Extraction et . . graines de céréales,
. . Contacteur et . . métaboliques, o
. Assemblages Physico- Extraction . o séparation en 1 Huilerie
Tertiaire . e 1o séparation liquide- e glucidiques, .
constituants chimique solide/liquide . extrait liquide et . oléagineuse,
AR solide . protéiques, A
moléculaires raffinat solide . Protéinerie,
lipidiques

Huile essentielle
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| Graine |

————— ———=—1 r—-—————————

: Fractionnement | |  Fractionnement |

| mécanique : : thermo-mécanique :

: Broyage/Classage | !_ Pressage |
| Extrait : | | Raffinat : | | Raffinat : ! - Extrait : |
| Amnde | Emvcloppe o ||
| Semoule ' Coques | | Tourteau i | Huile |
| Farine I I Son I — o |
Lo . | T

—— Y
| Fractionnement physico-chimique

r I . . :
i Raffinat : : | Extrait ; . |
| Fibres I | Métabolites secondaires |
| insolubles . | Glucides, Lipides, I
. - | Protéines, etc. |

Figure I-6 : Schéma de fractionnement de graines
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1.3.1. Le fractionnement mécanique par broyage et classification

C’est une étape de fractionnement primaire qui permet la séparation des fractions fibreuses
que constituent les enveloppes des graines avec leurs amandes. Un exemple est celui du
décorticage des graines de tournesol sous lequel les amandes, riches en lipides et protéines
sont séparées des coques, essentiellement ligno-cellulosiques, dans des broyeurs a friction ou
percussion (Bazus, 1991). Un autre exemple bien connu est celui de la meunerie des graines
de céréales dans lequel le broyage par compression et cisaillement entre des cylindres en
rotation est couplé a la sélection des particules par tamisage, conduisant a la séparation des
sons et des semoules, et des farines riches en amidon. Ce fractionnement mécanique, agissant
a I’échelle macroscopique des tissus cellulaires des graines pour séparation, peut aussi étre

une étape de préparation pour I’extraction des constituants en réduisant la taille des particules

pour favoriser les échanges avec le solvant d’extraction.

1.3.2. Le fractionnement thermomécanique par pressage

Le fractionnement thermomécanique permet d’exprimer a travers les parois cellulaires, les
constituants des contenus cellulaires présents sous forme liquide, comme les triglycérides et
les lipides associés dans les inclusions lipides et/ou solubilisés dans 1’eau cellulaire a la
température de la compression, comme les sucres, les protéines hydrosolubles ou certains
métabolites secondaires. Traditionnellement pratiquée dans des moulins a meules rotatives
exercant la compression des graines sur un sol fixe collectant le liquide exprimé, le
fractionnement thermomeécanique est 1’étape de la trituration des graines oléagineuses dans les
huileries industrielles réalisée dans des presses monovis a fourreau filtrant (Amalia Kartika,
2005). L’apport thermique qui peut résulter d’une étape de pré-cuisson des graines, est surtout
lié¢ aux forces de friction dans la presse, pouvant méme nécessiter son refroidissement pour
controler la température de pressage. Il produit alors un extrait sous forme d’huile de
pressage, dont le rendement et la pureté sont fonction des conditions de température et de
pression, de I’humidité des graines (co-entrainement d’hydrosolubles) et de la sélectivité du
systeme filtrant (entrainement des particules solides) et un raffinat solide, sous forme d’un
tourteau enrichi en protéines et qui contient les fractions pariétales insolubles de 1’amande et
les fibres des enveloppes des graines lorsqu’elles n’ont pas été décortiquées au préalable. Bien
qu’il existe des presses a haute performance, permettant d’atteindre des rendements en huile

de I’ordre de 95%, les tourteaux obtenus ne sont en général pas totalement délipidés dans les
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huileries industrielles, dans lesquelles 1’étape de pressage est réalisée avec des prépresses a
haut débits minimisant 1’énergie consommeée, en préalable a I’extraction solide-liquide en
solvant des tourteaux contenant encore 15 a 20% de lipides. Le fractionnement
thermomécanique, agissant a 1’échelle microscopique de la cellule et de ses contenus, peut
donc étre considéré comme une étape de fractionnement secondaire des graines ou de leurs
amandes, conduisant a un extrait liquide concentré de constituants liquides et un raffinat
solide, sans nécessiter un apport de solvants. Cependant, la teneur en eau des graines étant en
général faible, de ’ordre de 10% pour une bonne conservation, I’extraction de composés
hydrosolubles par pressage est limitée, et ce fractionnement est essentiellement appliqué aux
graines oléagineuses. Dans le cas de la graine de neem non décortiquée et séchée a 91% de
matiere seche, le pressage monovis du type OMEGA 20 a permis d’obtenir une huile avec un
rendement de 47% par rapport a la matieére seche de la graine, correspondant a 65% de sa
teneur en lipides, déterminée par extraction au cyclohexane (Faye, 2010). Lorsque la teneur
en lipide est faible, comme par exemple dans le cas du soja, I’extraction par solvant est menée

directement, sans pressage.

I.3.3. Le fractionnement physico-chimique par extraction et séparation solide-

liquide

Ce fractionnement permet, par diffusion d’un solvant a travers 1’assemblage de tissus
cellulaires constitutifs de la graine et des parois, et membranes de leurs cellules, de solubiliser
des constituants moléculaires, de les extraire de 1’édifice insoluble dans le solvant et de les
séparer du solide résiduel. Le choix du solvant est déterminant pour le rendement et la
sélectivité de D’extraction du ou des constituants ciblés dans la graine, mais aussi sur les
cinétiques de leur diffusion dans le solide et les conditions de mise en ceuvre du procédé

d’extraction solide-liquide :

m La polarité du solvant, traduite par sa constante diélectrique €, et plus précisément ses
parametres de solubilit¢é de Hansen (Chemat, 2011) reliés aux interactions dispersives dd,
polaires o, et aux liaisons hydrogenes on, permettent d’apprécier son affinité pour les familles
des agroconstituants et d’orienter la sélectivité de I’extraction (Figure I-7). Les parametres de
solubilité¢ d’une molécule a extraire peuvent étre théoriquement calculés par modélisation a
partir de la méthode des contributions de groupes (Hansen, 1967a, 1967b) et I’aptitude d’un
solvant a la solvatation des groupements chimiques peut étre évaluée par la proximité des

parametres de solubilité. Toutefois, de nombreux autres facteurs interviendront sur la
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solubilit¢ des constituants comme la masse molaire, le degré de polymérisation des

biopolyméres, leur configuration et leurs interactions avec les autres constituants.
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Figure I-7 : Polarité et parametre de solubilité de Hansen (Hansen, 2007) des principaux
solvants utilisés en extraction solide-liquide du végétal
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m La viscosité du solvant et du systéme soluté-solvant conditionne la diffusion dans le solide
et les équilibres de partage solide-liquide. En plus de la viscosité, sensible a la température,
les interactions solvant-solide, en particulier du type hydrophobe-hydrophile, agissent aussi

sur les cinétiques de diffusion dans le solide et les rendements de séparation liquide-solide.

m La température d’ébullition du solvant est aussi un critére de sélection par rapport aux
conditions opératoires de 1’extraction solide-liquide. Et dans la perspective de la mise en
ceuvre du procédé a plus grande échelle, la recyclabilité du solvant (colit énergétique et impact
en émission de C.0.V), sa dangerosité (inflammabilité et explosivité) ainsi que sa toxicité
sont autant de critéres qui devront étre pris en considération pour la récupération des extraits
concentrés ou seches et des raffinats solides désolvantés. Ces contraintes sur la mise en ceuvre
des solvants d’extraction du végétal, renforcées aujourd’hui par une forte législation et la
prise en compte des Analyses de Cycle de Vie (ACV) au niveau des procédés et produits pour
un développement durable, ont motivé la recherche de nouveaux solvants alternatifs aux
solvants d’origine pétrochimique les plus utilisés (hexane, cyclohexane, méthanol,
dichlorométhane et acétone) en raison de la large gamme de polarité et de parametres de
solubilité qu’ils recouvrent, de leur disponibilité¢ industrielle et de leur colt modéré. Les
agrosolvants ainsi appelés car ils sont obtenus a partir d’une matiére premicre renouvelable
(Tableau I-11), les liquides ioniques et les fluides ou liquides a 1’état sub ou supercritique ont
ainsi été étudiés dans une démarche d’éco-extraction du végétal (Vian et al., 2011). Mais
outre 1’eau et a I’exception de 1’éthanol, déja largement utilisé pour 1’extraction de composés
bioactifs polaires dans 1’industrie agroalimentaire et cosmétique du fait de sa moindre toxicité
que le méthanol, la mise en ceuvre des agrosolvants pour le fractionnement par extraction des

graines est peu décrite et reste pénalisée par leur cofit.
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Tableau I-11 : Exemples d’agrosolvants substituables aux solvants pétrochimiques

Agrosolvant Origine Polarité et équivalence solvant Remarques
. _ » Température d’ébullition assez élevée
* Eau = Naturelle Polaire (8,= 16) = Sans équivalent (100°C).

= Trés protique (6n=42,3)

* Trés disponible.

= Fermentation des hexoses et

* Polaire (5,= 8,8)

» Température d’ébullition peu élevée
(78,4°C).

* Bioéthanol . . _ s Méthanol * Miscible a I’eau, azéotrope eau (4,4%),
pentoses. Protique (n=19,4) éthanol (95.,6%).
* Disponible
. , . . = Faiblement polaire (3,= 5,7)
Butanol (Acétone, Fermentation ABE, * Protique (6= 15,8) = Propanol = Cott de production et disponibilité.

Ethanol).
* Acétate d’éthyle.

= Rectification mélange.
» Fermentation lactique et

» Faiblement polaire et protique = Dicholorométhane

(3,= 53 ; 8n="7.2).

» Température d’ébullition peu élevée
(77°C).

: Es.ters d"acide esterlﬁcatlop. = Peu polaire (5,=5,3) = Hexanol = Cout de production et disponibilité.
lactique (ex Lactate " Fermentation glucose et * Peu protique (on=12,5) = Décanol * Température d’ébullition (154°C)
d’éthyle). estérification. protiq " ’ p :
) Estg s d"acide . L . " Polaire (.Sp - 11’3_) . = Cout de production et disponibilité.
succinique (ex » Fermentation et estérification. * Peu protique (on=9) = Acétone . Yol 1.
., . » Température d’ébullition élevée.
Diméthylsuccinate)
* Esters d’acides gras = Hydrolyse des triglycérides et = Apolaire (6,= 3,8) - Hexane = Cofit de production, acides gras purifiés.
(ex Oléate de méthyle) estérification (purification). = Aprotique (0n=4,5) » Température ébullition trés élevée (218°C).
. » Cyclodeshydratation des = Polaire (8,= 14,5) A *Toxicité
Furfural pentoses. * Peu protique (o= 15) Acétone = Point d’ébullition élevé (162°C).
Y A . TV et T e e . . . _ = Disponibilité (usages courants)
Térébenthines Distillation résine du bois. Peu polaire (6,=4,3) - Hexane « Température d’ébullition élevée (155°C).

(pimenes)

= Aprotique (6n=0)

= Toxicité milieux aquatiques.
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Tableau I-11 (suite)

: Exemples d’agrosolvants substituables aux solvants pétrochimiques

Agrosolvant

Origine

Polarité et équivalence solvant

Remarques

= Extraits d’huiles essentielles

= Apolaire (,= 1,8).

» Température d’ébullition élevée (176°C).

* d-Linomeénes , : _ = Hexane = Toxicité milieux aquatiques.
d"agrumes. Aprotique (3r=4,3). = Disponiblité (usages courants).
* Température d’ébullition élevée (290°C).
« Glveérol * Co-produit de transestérification = Polaire (6,= 12,1). = Méthanol = Disponibilité (usages courants).
yeero de triglycérides. * Protique (on=29,3). = Eau = Non toxique.
* Miscible a I’eau.
o ‘ . « Modifiable en fonction . . Tem.p?r’ature d’ébullition élevée et variable.
* Liquides ioniques = Synthéses organiques. = Variable = Toxicité mal connue.

des besoins).

* Disponibilité (usages courants).
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m Le bioéthanol est en plein développement avec des procédés de deuxieéme génération
(éthanol et cellulose) et est considéré comme non concurrent de la filiére alimentaire

(éthanol a partir de sucres).

m Les esters méthyliques d’acides (acide lactique, succinique et acides gras) ne devraient
pas étre considérés comme de vrais agrosolvants dans la mesure ou le méthanol n’est pas

agrosourcé (pas de filiere de production de biométhanol).

m Les Esters Méthyliques d’Huiles Végétales (EMHYV) peuvent étre considérés comme des
agrosolvants, mais peu de données chiffrées sont disponibles sur leur polarité (ce sont des
mélanges) et par ailleurs leur séparation (point d’ébullition élevé) est difficile. Les EMHV
ont trés peu d’exemples d’utilisation en tant que solvant. Il existe peu de données
toxicologiques publié¢es sur les EMHV, généralement considérés de part leur structure
comme ¢étant de faible toxicité. Il semblerait cependant qu’ils puissent irriter de fagon

légére a modérée la peau et les yeux (Diallo ef al., 2010).

m Le furfural peut donner d’autres molécules dérivées (THF, alcool furfurique) mais le
colt de transformation risque de pénaliser la fonction solvant. Et ces molécules sont

réputées toxiques.

m Le glycérol peut étre considéré comme un agrosolvant, mais il n’y a pas de données sur
sa polarité ; ¢’est un solvant treés hygroscopique et difficile a séparer de I’eau, visqueux et

de point d’ébullition élevé.
m Les esters d’acide citrique pourraient étre intéressants mais sont peu cités.

m Les liquides ioniques sont devenus des agrosolvants utilisés dans le génie des procédés
en tant que thermofluides ou comme solvants de séparation ou d’extraction par la
nécessité de mettre au point des procédés plus respectueux de I’environnement (Gutel,

2007). IIs présentent un risque de toxicité considérablement réduit.

Le CO> supercritique, qui peut se substituer a [’hexane pour I’extraction des composés
polaires, posseéde d’excellentes propriétés de transport et présente I’avantage d’une
séparation facile d’avec le solide, mais aussi des solutés. Il est déja largement utilisé pour
des applications industrielles en agroalimentaire, en cosmétique et pharmacie (Reverchon,

1997) (Tableau 1-12).
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Tableau I-12 : Principales applications agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques de

I’extraction solide par CO> supercritique (Chemat, 2011)

Applications Matieres premieres Objectifs
Café vert/torréfié Décaféination
Thé en feuille Déthéination
Houblon Principes amérisants de la biere
Epices broyés
Agroalimentaire  Plantes aromatiques Extraction d’épices, de pigments et d’aromes
Algues naturels, de colorants, de corps gras
Cellules végétales
Orge, avoine, blé, riz Me¢élanges de corps gras
Graines oléagineuses Huiles a haute valeur ajoutée
Licge Désodorisation
Pharmacie Plantes médicinales Récupération de biomolécules
Cosmeétique Principes actifs Purification, élimination de solvants

Toutefois, il nécessite la mise en ceuvre d’extracteurs spécifiques sous haute pression ayant
des cotts d’investissement élevés. L’eau a 1’état subcritique, dont la polarité peut étre
modulée en fonction du couple température-pression, permet d’extraire efficacement des
constituants métaboliques comme certains composés terpénoides ou phénoliques (Celhay,
2013; Ozel et al., 2003; Yang et al., 2007), mais outres les colts d’investissement liés a la
pressurisation de I’eau, les températures ¢élevées de 1’extraction s’aveérent inadaptées aux

composés thermolabiles.

L’opération d’extraction solide-liquide est menée dans différents types de contacteurs adaptés
au dimensionnement des installations industrielles, fonctionnant en continu ou en séquence a
co-courant ou contre-courant du solide et du liquide, en immersion totale du solide dans le
liquide, ou en percolation du liquide sur un lit de solide (Lalou, 1995; Leybros et Frémeaux,
1990). La séparation liquide-solide est alors obtenue par simple décantation ou filtration,
assistée mécaniquement ou non (décantation centrifuge, filtration centrifuge, filtration
pressage, etc.). La granulométrie du solide et le ratio liquide-solide sont alors deux facteurs
importants pour les cinétiques de diffusion, mais aussi pour le choix de la technologie du
contacteur et du séparateur liquide-solide. Plusieurs techniques d’intensification des procédés
d’extraction pour illustrer les différents types d’extracteur du végétal sont aujourd’hui

accessibles pour minimiser les volumes de solvant, accélérer les processus de diffusion et
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minimiser les colts énergétiques (Kassing et al., 2009; Lalou, 1995; Leybros et Frémeaux,
1990).

L’intensification des échanges de matieéres pour 1’extraction de constituants est obtenue par
déstructuration du solide (détente instantanée contrdlée, flash détente, explosion a la vapeur,
champs électriques pulsés) et/ou par un mode de transfert d’énergie spécifique (ultrasons,

microondes, induction électromagnétique direct) (Tableau I-13).

Une alternative a ces méthodes d’intensification des procédés de fractionnement par

extraction solide-liquide est la mise en ceuvre de la technologie bi-vis.
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Tableau I-13 : Principales techniques d’intensification de I’extraction solide-liquide du végétal (Ben Amor, 2008; Chemat, 2011; Lagunez
Rivera, 2006; Mellouk, 2009; Michel, 2011; Penchev, 2010)

Techniques

Principe

Effets sur le solide

Exemples d’application

Extraction assistée par
ultrasons

* Envoyer des ondes ultrasoniques (16
kHz a 1 GHz) dans le solide ou mélange
(S-L), générant des vibrations au sein de
celui-ci.

= Perce les parois cellulaires, facilitant le
transfert de matiére et la libération de leur
contenu.

= Extraction de carvone et limonéne dans
des graines de carvi.
= Extraction d’huile des graines de soja.

Extraction assistée par micro-
ondes

* Envoyer des microondes (0,3 GHz a 30
GHz, généralement 2,45 GHz) dans le
solide ou mélange (S-L).

* Entraine le chauffage de la matrice solide,
favorisant la rupture des cellules et facilitant la
libération des solutés de la matrice solide.

= Extraction d’huile des graines de
tournesol.

= Extraction d’huile des graines
d’arachide.

Extraction assistée par
Induction Thermo-
Magnétique Directe (ITMD)

= Chauffer le milieu d’extraction solide-
liquide par du courant induit.

* Augmente la perméabilité des parois
cellulaires du solide par dénaturation.

= Extraction par hydro distillation de
I’huile essentielle des graines de carvi.

Extraction par Détente
Instantanée Controlée (DIC)

= Traitement thermique de courte durée
sous haute pression et haute température
suivie d’une détente trés rapide vers le
vide.

* Produit une force mécanique capable de
causer des déformations structurales du solide,
augmentant sa perméabilité.

= Extraction d’oligosaccharides des
graines de Tephrosia purpurea.

= Extraction d’anthocyane d’Hibiscus
sabdariffa.

Extraction par fluide (CO>)
supercritique

= Porter le CO» d’extraction aux
conditions supercritiques, au-dela du
point critique (31°C, 74 bar).

» Augmente la pénétrabilité des pores du solide
et par conséquent le transfert de matiére.

= Extraction d’huile des graines
oléagineuses.

Extraction par eau
subcritique

= Porter I’eau d’extraction au-dela du
point d’¢bullition (100°C a 1 bar) et en-
dessous de son point critique (22,1 MPa
et a 374°C).

= Augmente la perméabilité du solide vis-a-vis
du solvant et facilite la solubilisation des
solutés.

= Extraction d’huiles essentielles des
fruits.

= Extraction de polyphénols des nceuds et
des écorces de pin maritime et de
peuplier.

Extraction par solvant
accéléré (ASE)

= Température élevée, habituellement
entre 50 et 200°C et pression entre

10 et 15 MPa. Le solvant est au-dessous
de son état critique.

= Augmente la diffusivité du solvant dans la
matrice solide, améliorant par conséquent la
cinétique d'extraction.

= Extraction des composés phénoliques
dans la chénevotte et la poudre
organique de chanvre (Cannabis sativa).
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I.4. Le fractionnement bi-vis des graines

A la différence des extrudeurs monovis mis en ceuvre pour la plasturgie des polyméres ou des
presses monovis pour I’expression des huiles de graines oléagineuses, les extrudeuses bi-vis
se caractérisent par un systéme vis-fourreau constitué par deux vis paralléles en rotation dans
un fourreau. Bien qu’il existe plusieurs agencements des vis, selon leur sens relatif de rotation
(co-rotatives ou contra-rotatives) et leur géométrie (copénétrantes ou non copénétrantes), ce
sont les extracteurs bi-vis a vis co-rotatives et co-pénétrantes qui font 1’objet du plus grand
nombre d’innovations techniques et de transfert de technologies (Bouvier, 2006) en vue
d’élargir le champ d’application a d’autres domaines que 1’extrusion des matiéres plastiques
(mélange de polymeres , formulation et compoundage de charges, formage par extrusion en
filicre, etc.), vers le domaine de 1’agroalimentaire (cuisson-extrusion de produits amylacés,
déstructuration des protéines, formulation d’aliments pour animaux, etc.) et de la fabrication
papetiére (cuisson thermomécanique et blanchiment des pates). En effet, le caractére
modulaire des ¢éléments constitutifs d’un extrudeur bi-vis (Figures I-8 et I-9) permet, par
I’agencement de la configuration et des profils de vis du systéme fourreau-vis, de réaliser les
opérations unitaires de schémas de fractionnement de la matiére végétale (Rigal, 1996) en
continu, dans un seul appareillage (Figure I-10). L’intensification des transformations de la
matiere végétale obtenue par compaction des opérations menées dans des conditions de
couplage contrdlé des actions thermiques, mécaniques et chimiques a été étudiée pour la mise

au point de nouveaux procédés de fractionnement (Tableau 1-14).
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MONTAGE DU FOURREAU ET DES VIS

/ \/V Section du

Systéme d’entrainement  Arbres canelés de Brides de montage des fourreau
des arbres de vis montage des ¢léments de modules de fourreau

V1S

FOURREAU MODULAIRE : I’agencement des modules définit la configuration du fourreau

N

4

Module d’introduction de
solides

» Convoyage de la matiére
premiere
* Introduction d’autres solides

i

%%%%%%%%%

Module d’introduction de
liquides

* Contact liquide-solide
» Malaxage
= Convoyage

= Broyage
Module thermorégulé = Malaxage
= Compression-détente a profil
de température
— Module de filtration

Z 609084 gat

= Séparation liquide-solide

PROFIL DE VIS MODULABLE : I’agencement des éléments de vis définit les contraintes de

cisaillement et de compression exercées sur la maticre

Figure I-8 : Schéma d’un extrudeur bi-vis et de ses différents types de module
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Désignation

Schéma Description standard Fonction principale
Vis de convoyage a TIF = Avalement du solide a
simple (ou I"introduction dans le fourreau.

g double (2) filet de TOF * Peu d’effet de mélange et de

kS fi trapézoidal isaill t.

S T2F orme trapézoidale cisaillemen

g Vis de convoyage a CIF

S .

-‘>£ simple ()ow = Transport du solide et mélange
double (2) filet de C2F liquide-solide dans le fourreau.

C2F forme conjuguée

e La conjugaison des filets des vis paralleles minimise les volumes morts et
donc I’accumulation de matiére : les vis sont autonettoyantes.

e Dans la zone d’interpénétration des vis a pas direct, le mélange radial sous
cisaillement est favorisé.

e Les vis a simple filet favorisent le transport et la poussée du solide. Les vis a
double filet favorisent le mélange et augmentent le cisaillement de la
matiére.

e La diminution du pas des vis de convoyage augmente la mise en
compression de la matiere.

* Compression radiale sur les parois
Disques malaxeurs de MAL 0 du fourreau et entre les disques
forme monolobe (ou DM) paralléles.

= Broyage et cisaillement intense.

Y i MR g_ Disques malaxeurs de MAL 2 = Mélange et malaxage sous
N4 & forme bilobe (ou BB) cisaillement.

e La succession de disques malaxeurs peut étre montée avec un pas direct
(favorise le convoyage), neutre ou un pas inverse (favorise le mélange).

e Les disques malaxeurs sont des éléments restrictifs dans lesquels la matiere
s’accumule (augmentation du temps de séjour).

o Contre-filet a simple

g filet (1) de forme CF1C = Transport de la matiére dans le

E conjuguée. sens inverse des vis de convoyage a
2 pas direct.

= Contre-filet & double = Cisaillement et compression de la
@ filet (2) de forme CF2C matiére.

> conjuguée.

e Les contre-filets sont des éléments restrictifs dans lesquels la matiére
s’accumule (forte augmentation du temps de s¢jour).

e La succession de vis a pas direct/vis a pas inverse provoque la compression
de la matiere, plus forte avec les contre-filets a simple filet. La diminution
des pas de vis augmente la contre-poussée.

e Le bouchon dynamique de matiére formé dans les contre-filets s’écoule par
I’espace libre créée par 1’ajournement des contre-filets.

Figure I-9 : Modularité de la technologie bi-vis pour le fractionnement de la matiére végétale
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Désignation Solide Liquide

T2F, C2F H C2F, MAL, C2F ! C2F, MAL, CF2C, C2F
T™d Avalement et convoyage du i  Hydratation contolée du solide et | Défibrage thermomécanique
solide i Malaxage i sous cisaillement

— Extrudat (fibres)

Défibrage thermo-mécanique de matieres ligno-cellulosiques (a faible hydratation)

Solide Liquide Solide

T2F
TMpc Avalement et
convoyage du solide

C2F, MAL, C2F , MAL,C2F, CF2C
Plastification des biopolyméres

T2F/C2F
Avalement du solide
et convoyage

MAL, CF2C, C2F
Malaxage-compoundage

— Extrudat
(agromatériau

Plasticication thermo-mécanique des biopolymeres et compoundage de charges

composite)

— Extrudat

Raffinat (Tourteau)

Solide
T2F C%F MAL, C2F i C2F, MAL, C2F, CF2C,C2F
Avalement et I Broyage et préparation du | Pressage et séparation liquide-solide
convoyage du solide | solide !
Pressage thermo-mécanique des graines Filtrat
Solide LiTide Liquide
T2F, C2F MAL, C2F C2F, MAL, C2F C2F, CF2C, C2F

Avalement du
solide - convoyage

Convoyage et mélange Extraction solide-liquide

solide

Pressage et séparation liquide-

—» Extrudat
Raffinat

Extraction solide-liquide de matieres végétales Filtrat (Extrait)

Figure I-10 : Exemples d’opérations unitaires, configurations et de profils de vis mis en ceuvre dans le fractionnement de maticres végétales
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Tableau I-14 : Exemples de fractionnement bi-vis de matiéres végétales

Matiére végétale

Opération de
fractionnement bi-vis

Configuration, profil de vis et
conditions opératoires

Produits/Application

Références

Matiéres ligno-
cellulosiques : pailles, tiges
feuilles, blé, mais, sorgho,
kénaf, chanvre, lin, roseau,
pulpe de betterave, tourteau
de tournesol, ...

* Fractionnement thermo-

Rigal, 2015; Manolas ef al., 1995;

= Défibrage L e . = Fibres et particules/panneaux ~ Marechal et Rigal, 1999;
mécanique a faible hydratation. Vandenbossche, 1998
« Fractionnement thermo-mécano- " Pulpe papetiére/cotons N’Diaye et Rigal, 2000

* Pulpage

chimique alcalin.

* Pectines

Jorda, 2003; Vandenbossche, 1998

= Hydrolyse

» Fractionnement acide
H* ou hémicellulose/cellulose.

* Pentoses, hexoses/hydrolysat
fermentescible (Ethanol 26).

Rigal et al., 1998

= Plastification
* Compoundage
= Fonctionnalisation

* Fractionnement thermo-
mécanique : plastification
biopolymeéres, compoundage et
mélange.

* Granulats agromatériaux/
matériaux composites
thermodurcissables ou
thermoplastiques.

Evon et al., 2009; Geneau, 2006;
Humbert, 2008; Leyris, 1998;
Leyris et al., 1998; Marechal et
Rigal, 1999; Nenonene, 2009;
Orliac, 2002; Peyrat, 2000; Rouilly,
2002

Amalia Kartika, 2005; Evon, 2008;
Tournesol . Isobe et al., 1992; Lacaze-Dufaure
Graines . F’ract‘lonneme’nt thefmo— . ' et al., 1996
oléagineuses Colza = Pressage n.nec-anlque et séparation solide- = Huile et Tourteau Guyomard, 1994
Coriandre liquide. Sriti, 2011; Sriti et al., 2012
Neem Faye, 2010
Sorgho ) Manolas, 1993
Peuplier = Extraction N’Diaye e al., 1996

Paille et son de blé

Coques de tournesol

hémicellulose et
raffinage de fibres.

Neeuds et écorce de pin et

= Extraction de

peuplier composés phénoliques

Luzerne = Extraction de protéines

Tournesol = Extraction de lipides et
de protéines

Neem

= Extraction et séparation solide-
liquide.

= Hémicelluloses

Maréchal, 2001; Zeitoun, 2011

Lalou, 1995

= Antioxydants

Celhay, 2013

* Protéines

Colas, 2012

* Emulsion

(Amalia Kartika, 2005; Evon ef al.,
2007; Evon, 2008; Silvestre et al.,
1999)

Faye, 2010
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L.5. Principaux résultats du fractionnement bi-vis des graines de neem

Outre sa mise en ceuvre pour le pressage des graines dont celles du neem, I’extrudeur bi-vis a
¢été utilisé pour le fractionnement des graines (Paragraphe I-4, Tableau 1-14). Dans le cas des

graines de neem, les principaux résultats sont consignés dans le Tableau I-15.
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Tableau I-15 : Principaux résultats du fractionnement aqueux de graines de neem en extrudeur bi-vis (Faye, 2010)

Objectif

Type d’extrudeur
bi-vis

Configuration et vitesse de rotation
des vis

Débits de graines
et d’eau

Résultats

Influence des principaux
facteurs sur I’extraction aqueuse
simultanée de 1’azadirachtine et
de I’huile

Co-rotatives et co-
pénétrantes de
type Clextral BC 21

Composé de :

* une zone d’alimentation (Molude
1);

= une zone de broyage et préparation
des graines (Modules 2 et 3) ;
= une zone d’extraction

liquide (Modules 4 et 5) ;

* une zone de filtration (Module 6 et
7) contenant le ou les contre-filets.

» Vitesse des vis: 200, 250 et 300

rpm.
= Température du fourreau : 60°C.

solide-

= Graines : 8 kg.h'!
*Eau:8, 11,13 et
17 kg.h!

» 45 a 50% d’huile, 22 a 35% de protéines
et 41 a 56% d’azadirachtine contenus dans
la graine, extraits sous forme d’une
émulsion contenant 35 a 46% d’eau et 48 a
60% d’huile.

* 13 2 22% de ’azadirachtine se retrouvant
dans les phases aqueuses et 23 a 30%
restant dans les phases solides.

= 9 4 20% des protéines se retrouvant dans
les phases aqueuses et de 56 a 68% dans
les phases solides.

= [’augmentation du débit d’eau lorsque le
débit de graines est élevé (8 kg.h') et a
vitesse de rotation des vis (250 rpm)
favorise le rendement

I’huile et de

constantes,
d’extraction de
I’azadirachtine.

Optimisation du fractionnement
aqueux de la graine de neem en
extrudeur Dbi-vis: étude de
I’influence des facteurs vitesse
de rotation des vis, débits de
graines et d’eau sur la
distribution des temps de séjour
du solide et du liquide dans les
différentes zones de I’extrudeur
bi-vis.

Co-rotatives et co-
pénétrantes de
type Clextral BC 45

Composé de :

* une zone d’alimentation (Molude
1);

= une zone de broyage et préparation
des graines (Modules 2 et 3) ;

* une zone d’extraction solide-liquide
(Modules 4 et 5) ;

* une zone de filtration (Module 6 et
7) contenant le ou les contre-filets.

= Vitesse des vis : 50 et 100 rpm

* Température du fourreau : 60°C

= Graines : 20, 30 et
40 kg.h'!
= Eau : 20 kg.h'!

* Dans la zone de broyage, le temps de
sé¢jour du solide n’est sensible qu’a la
vitesse de rotation des vis, de méme que
des débits de graine croissants.

= Dans la zone de séparation liquide-solide,
le temps de séjour du solide est peu
sensible a la vitesse de rotation des vis, trés
sensible au débit de graines aux faibles
valeurs (<20 kg.h"), puis relativement peu
sensible au-dela de 30 kg.h'! et croissant
avec |’augmentation du débit de liquide.

* Dans la zone d’extraction, le temps de
séjour de la phase liquide est sensible aux

trois parameétres.
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Tableau I-15 (Suite) : Principaux résultats du fractionnement aqueux de graines de neem en extrudeur bi-vis (Faye, 2010)

Objectif

Type d’extrudeur
bi-vis

Débits de
graines et d’eau

Configuration et vitesse de rotation
des vis

Résultats

Optimisation du
fractionnement aqueux de la
graine de neem en extrudeur
bi-vis : étude de la répartition
de la maticre et de Ia
distribution des temps de
sé¢jour dans D’extrudeur bi-
Vvis.

Co-rotatives et co-
pénétrantes de
type Clextral BC 45.

Composé de :

* une zone d’alimentation (Molude 1);

= une zone de broyage et préparation des
graines (Modules 2 et 3) ;

* une zone d’extraction liquide-solide
(Modules 4 et 5) ;

* une zone de filtration (Module 6 et 7)
contenant le ou les contre-filets.

= Graines : 7, 20,
30 et 40 kg.h!
= Eau : 20 kg.h’!

= Vitesse des vis : 50 et 100 rpm.
» Température du fourreau : 60°C.

* Rendements d’extraction en huile (63 a 72%)
et en azadirachtine (80 a 83%).

* Rendement en huile et azadirachtine extrait
dans 1'émulsion est sensible a I’augmentation
du ratio liquide/solide (55% pour I’huile et
48% pour 1’azadirachtine, pour un ratio de 2 a
fort débit de graines, 20 kg.h' et pour une
vitesse de vis de 100 rpm).

« A faible débit de graines (7 kgh'), la
dispersion axiale du liquide et du solide dans
I’extrudeur apparait trés importante.

* La diminution de la vitesse de rotation des
vis (50 rpm) contribue au remplissage des
malaxeurs en solide et augmente les temps de
séjour moyens des liquides et les solides.

- A fort débit de graines (20 kgh™), les
courbes de distribution des temps de séjour
sont plus régulieres et moins étalées, et les
temps de séjour moyen du liquide et du solide,
tout comme le remplissage en solide des
différents éléments de vis sont sensibles a la
vitesse de rotation des vis et au débit d’eau
injectée.

= A taux de remplissage en solide identique, les
meilleurs rendements d’extraction d’huile
(71,76%) et d’azadirachtine (83,23%) dans le
filtrat sont obtenus pour les temps de séjour
moyen du liquide et du solide les plus faibles,

mais pour le ratio liquide/solide le plus élevé.
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I.6. Conclusion

Dans une dynamique actuelle de développement durable, motivée par la pollution et
I’épuisement des ressources fossiles avec les risques environnementaux liés a leur exploitation
(transformation et utilisation) encourage de s’orienter vers les matiéres premicres biosourcées,
renouvelables et disponibles. Ces matiéres premiéres issues de la biomasse qui constituent la

base de la chimie verte sont une alternative a celles d’origine pétrochimique.

Les agroressources sont une composante essentielle des matiéres premicres issues de la
biomasse, leur valorisation est a 1’origine de I’essor de la bio-raffinerie et des filiéres de

I’agro-industrie.

Les graines protéo-oléagineuses disposent de potentialités énormes liées a leur contenance en
huile et protéines utilisables pour des finalités chimiques, agroalimentaires et cosmétiques
mais ¢également de biomolécules recherchées pour la pharmacie et [’agrochimie.
L’exploitation et la transformation de ces graines en vue de valoriser leurs constituants

doivent s’appuyer sur un fractionnement efficace et éco-compatible.

Le neem et le dattier du désert sont deux arbres qui produisent des graines d’une importante
valeur ajoutée compte tenu de leur composition (huile, protéines, molécules actives aux
propriétés intéressantes). La graine de neem présente la particularit¢ de contenir des
limonoides a activité insecticide dont le principal responsable est 1’azadirachtine, classé de
nos jours comme un des biopesticides les plus prometteurs d’un point de vue économique

(Mouffok et al., 2008).

L’extraction et la valorisation des constituants de ces deux graines nécessitent la maitrise des
procédés d’extraction au solvant et/ou par fractionnement qui prennent en compte aussi bien
les exigences actuelles en matiére de protection de 1’environnement et celles de la raffinerie

du végétal.

La technologie bi-vis mise en ceuvre pour le fractionnement de matieres végétales (graines et
autres parties végétales), le pressage d’huile et/ou I’extraction solide-liquide de constituants,
et pour la déstructuration de maticres et la plastification des biopolymeres, peut étre une
solution originale. Elle permettra de mettre au point un procédé innovant de fractionnement
des graines avec une production simultanée d’huile, d’un extrait d’azadirachtine et d’un

extrudat en vue de leur valorisation intégrée.
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Chapitre 11

' FRACTIONNEMENT ANALYTIQUE DES GRAINES
DE NEEM (Azadirachta indica A. Juss) ET DU;
DATTIER DU DESERT (Balanites aegyptiaca L.);
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CHAPITRE II. FRACTIONNEMENT ANALYTIQUES DES GRAINES
DE NEEM (Azadirachta indica A.Juss) ET DU DATTIER DU DESERT
(Balanites aegyptiaca L.)

I1.1. Introduction

La caractérisation des graines de neem et de dattier du désert est le préalable a 1’¢laboration
des schémas de leur fractionnement. Dans ce chapitre, nous nous attacherons a déterminer la
répartition des principaux constituants de ces graines et la composition chimique des fractions
extractibles. Les différents schémas du fractionnement seront ensuite évalués en fonction des
bilans maticres théoriques et des perspectives de valorisation des extraits et des raffinats

obtenus.

I1.2. Caractérisation physique des graines

Les graines de neem étudiées dans ce chapitre proviennent d’un lot (lot n°1) collecté en aott
2012 sur des arbres de la région du Sud-Ouest du Sénégal (Casamance). Elles sont séchées a
I”air libre puis a I’étuve a 40°C pendant 7 jours avant d’étre nettoyées et triées. Les graines du
dattier du désert sont obtenues a partir d’un lot de fruits secs récoltés en février 2013 dans les

régions du centre et nord du Sénégal.

Les caractéristiques physiques de ces lots de graines sont conformes aux données relevées
dans la littérature (Paragraphes 1.2.1 et 1.2.2) et leur décorticage manuel fait apparaitre une
trés nette différence de répartition coque/amande (Tableau II-1). Ainsi, bien qu’une graine de
neem pese pres de 7 fois moins qu’une graine de dattier du désert, la proportion d’amande y
est pres de deux fois plus élevée (pres de la moiti¢), alors qu’elle n’est que proche du quart
dans la graine de dattier du désert. Ainsi, le décorticage de 100 kg de graines fournira pres de

51 kg d’amandes de neem et 27,5 kg d’amande de dattier du désert.
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Tableau II-1 : Caractéristiques physiques des graines de neem et du dattier du désert

Neem Dattier du désert

Graine Amande Coque Graine Amande Coque
Aspect
Dimensions
moyennes
Longueur (cm) 1,65 1,32 1,65 2,27 1,58 2,27
Largeur (cm) 0,67 0,47 0,67 1,27 0,80 1,27
Masse moyenne (g) 0,28 0,15 0,13 2,04 0,56 1,44
Repartition massique 100 50,90 49,10 100 27,50 72,50

(g % 100 g de graine)
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I1.3. Caractérisation chimique des graines

En dehors de nombreux composés minoritaires, en particulier d’origine métabolique qu’elles
contiennent et qui leur valent d’étre utilisées en médecine traditionnelle (Paragraphe 1.2.1 et
L.2.2), trois fractions principales représentent 85 a 90% de la mati¢re séche des graines de

neem et de dattier du désert :

m La fraction fibreuse qui correspond aux constituants pariétaux insolubles des tissus
cellulaires. Bien que certaines parois cellulaires puissent contenir aussi des pectines et des
protéines (Bazus, 1991; Briffaud et Melcion, 1986; Dekker et Wallis, 1983; Vandenbossche,
1998), cette fraction sera caractérisée comme la somme des biopolymeéres (cellulose,

hémicellulose et lignine) qui constituent majoritairement des fibres.

m La fraction lipidique qui est constituée par I’ensemble des lipides extractibles par un
solvant apolaire du type cyclohexane. Elle sera caractérisée par 1’extrait sec obtenu apres

évaporation du solvant, qualifié d’huile, et la nature des composés lipidiques qu’elle contient.

m La fraction protéique qui est constituée par ’ensemble des protéines et polypeptides,
qu’ils soient de réserve, de structure (membranes ou parois) ou d’origine métabolique
(enzymes). Elle sera caractérisée par la teneur en azote protéique et la composition en acides

aminés.

I1.3.1. La fraction fibre

La fraction fibre de la matieére végétale représente 1’ensemble des biopolymeres insolubles
dans I’eau, constitutifs des parois des cellules. Elles forment 1’¢1ément structural de 1’édifice
végétal constitu¢ par les assemblages de cellules dans les tissus cellulaires des différents
organes de la plante. Bien que certaines parois de cellule puissent contenir d’autres
biopolymeéres comme des pectines et des protéines, en particulier dans la phase de croissance,
les parois sont constituées principalement par une association de cellulose, d’hémicellulose et
de lignine, en proportion dépendante de la nature du tissus cellulaire et de sa fonction dans les
organes de la plante. Ainsi, du point de vue du fractionnement du végétal, les fibres se
définissent comme 1’ensemble du matériau insoluble dans I’eau, constitué de cellulose,
d’hémicellulose et de lignine a I’exclusion de tous les autres constituants. Elle forme le
raffinat solide du procédé de fractionnement visant a extraire les contenus cellulaires des
matieres végétales. Mais elles peuvent aussi faire I’objet d’un fractionnement sélectif visant a

extraire I’hémicellulose ou la lignine pour raffiner la cellulose.
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La teneur en fibres des graines de neem et de dattier du désert est déterminée par gravimétrie
différentielle des résidus obtenus apres solubilisation des constituants non pariétaux (lipides,

protéines et hydrosolubles, etc.), des hémicelluloses et des lignines (Figure II-1).

Extraction au

+
/’\ Detergent Neutre | Cellulose + Hémicellulose

e Y + Lignine
Graines i Extraction au 1

broyées | cyclohexane J Protéines
- 1_ - hydrosolubles
2

|  Extraction au

.. . FTioni
Lipides : Détergent Acide :—)CelluloseLngnlne
Hémicellulose | Extraction |_> Lignines
| au KMnO4
Cellulose

Figure II-1 : Schéma de fractionnement analytique des graines pour la détermination de la
teneur en fibres

Le protocole détaillé des différentes étapes de ce fractionnement analytique est rapporté dans

la Partie Expérimentale V.1.8.

Les résultats obtenus pour les graines, amandes et coques de neem et de dattier du désert

(Tableau II-2) montrent que :

m La fraction fibre des graines de dattier du désert (68% de la matieére seche) est nettement
plus importante que celle des graines de neem (44% de la maticre seéche), correspondant a la
plus grande proportion de coque dans la premiere (72,5%) que dans la seconde (49%). Les
coques sont de nature essentiellement fibreuse, respectivement 90% et 80% pour le dattier du
désert et le neem, et 85,5% et 92% des fibres de la graine proviennent des coques. Par

comparaison, dans la graine de tournesol, la coque qui ne représente que 23,5% de la maticre
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séche, est constituée de 80% de fibres, qui correspondent a 83% de la fraction fibre de la

graine (Geneau, 2006).

m Les fibres de coque et d’amande sont de compositions différentes, plus lignifiées dans les
premicres que dans les secondes (9 et 15% de lignine dans les fibres de coque pour 3 et 7%
dans les fibres d’amande, respectivement pour le dattier du désert et le neem).
Majoritairement cellulosique dans tous les cas, la proportion cellulose-hémicellulose y est
cependant différente. La fibre de coque de neem, la plus ligneuse (15%), contient une
proportion équivalente d’hémicellulose (16%) pour pres de 69% de cellulose. Par contre la
fibre d’amande de neem, bien que relativement lignifiée par comparaison avec celle des fibres
d’amande de dattier du désert, contient beaucoup plus d’hémicellulose (36%) pour 57% de
cellulose. Dans le cas des fibres de dattier du désert, la répartition des biopolymeres est
inversée : ce sont les fibres de coques, plus lignifiées (9%) pour 60% de cellulose, alors que

celles d’amande trés peu lignifiées, contiennent 22% d’hémicellulose.
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Tableau II-2 : Répartition et composition des fractions fibres dans les graines de neem et de dattier du désert

Répartition constituants (g % g MS

Fraction raine) Composition fibres (g % g MS fibres) Bilan matiére
Matiére fibre (g % 5 -
Séche (%) | g MS - - . L Matiere | po e (%
. Cellulose Hémicellulose Lignine | Cellulose Hémicellulose = Lignine seche .
graine) MS Fibres)
(g%g MS)
Neem
Graine 95,7 44 30 10 4 68 23 9 100 100
Amande 97,1 7 4 2,5 0,5 57 36 7 51 12
Coque 95,3 80 55 13 12 69 16 15 49 88
Dattier
du désert
Graine 91,4 68 42 20 6 62 29 9 100 100
Amande 95,3 16 12 3,5 0,5 75 22 3 27,5 15
Coque 89,9 90 54 28 8 60 31 9 72,5 85
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Aussi déterminée par la méme méthode (Van Soest et Wine ou ADF-NDF), la composition en
fibres d’autres graines de neem (1ot2007 et 10t2008) d’origine sénégalaise (Faye, 2010) est
globalement comparable a celle obtenue dans ce travail, aussi bien du point de vue des teneurs
en fibres totales (cellulose + hémicellulose + lignine) et individuelle (cellulose, hémicellulose
et lignine) dans la graine entiere que de leur répartition dans la coque et I’amande (Tableau

I1-3).

Tableau II-3 : Composition en fibres des graines, amandes et coques de neem (Faye, 2010)

Graine entiére Amande Coque
Fibres (% MS) | 10t2007 10t2008 10t2007 10t2008 10t2007 10t2008
Cellulose 29,52 27,86 1,85 1,72 54,03 51,33
Hémicelluloses 14,36 14,64 2,56 2,25 24,18 28,22
Lignines 5,96 5,64 2,15 2,18 8,61 6,69
Total 49,84 48,47 6,57 6,14 86,83 83,25

Sous I’hypothése [généralement admise (Vandenbossche, 1998)] que dans 1’édifice pariétal,
les hémicelluloses sont les biopolymeres qui apportent la souplesse a la structure composite
des fibres et que les lignines peuvent étre assimilées a I’élément de rigidification de
I’assemblage cellulose-hémicellulose (Figure II-2), il apparait que les fibres de coque de
neem seront plus rigides que celles de coque de dattier du désert, qui seraient plus souples.
Par extension au matériau qu’elles forment a plus de 80%, le broyage par percussion des
coques de neem devrait étre plus efficace que celui des coques de dattier du désert, qui
nécessitera plus d’effet de cisaillement. Le comportement des amandes sous 1’effet de ces
contraintes est plus délicat a prévoir car les fibres qu’elles contiennent sont nettement
minoritaires et que les contenus moléculaires des cellules qui forment leur tissus seront
surtout sensibles aux effets de compression et d’écrasement. En conclusion, un décorticage
efficace des graines de neem pourra étre obtenu avec un broyeur a marteaux privilégiant les
effets de percussion et de choc sur les graines, la séparation des fibres de coque et des

morceaux d’amande étant réalisée par tamisage (Figure I1-3).
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Figure II-2 : Représentation de la rigidité et de la souplesse des fibres en fonction des
rapports hémicellulose/cellulose et lignine/cellulose

QGraine

Figure II-3 : Broyat de la graine entiére et celui de I’amande et de la coque obtenus apres
tamisage
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Dans le cas des graines de dattier du désert, I’effet de cisaillement du broyeur devra étre
intensifié, comme c’est par exemple le cas dans les broyeurs a rouleaux ou a meules
cannelées. Et bien que ces prévisions n’aient pu étre validées par des essais mettant en ceuvre
les technologies de broyage et séparation appropriées, elles permettront de projeter les bilans
matieres de 1’opération de fractionnement mécanique et d’évaluer son intérét pour le
fractionnement des graines (Figure I1-4). Il y apparait que le décorticage des graines de neem
permet de produire prés du double de broyat de I’amande que la graine du dattier du désert ;
contenant 85 a 90% de constituants non fibreux qui pourront faire I’objet d’un fractionnement
secondaire. Pres de la moiti¢ de la masse de graine de neem et des trois quart de celle de
graine de dattier du désert pourraient étre converties en granulat fibreux utilisable comme
combustible pour des usages domestiques ou pour produire 1’énergie nécessaire au
fonctionnement dans une chaudiére a biomasse. En se basant sur le pouvoir calorifique des
principaux constituants (cellulose, hémicelluloses et lignines), nous pouvons estimer une
importante production d’énergie : une tonne de coque (soit 2,04 tonnes des graines) fournira
une quantité de chaleur égale a 18 835,5 MJ dans le cas du neem et une tonne de coque (soit
1,38 tonnes de graines) fournira une quantité de chaleur égale a 18 285,3 MJ dans le cas du
dattier du désert. Méme si nous remarquons que les composés organiques de la coque des
graines de dattier du désert sont plus importants que ceux de la coque de neem compte tenu de
leur tres faible teneur en matiere minérale (0,84 g % g MS pour la coque de dattier du désert
et 5,1 g % g MS pour la coque du neem), le pouvoir calorifique des coques de neem est
légerement supérieur a celui des coques de dattier du désert du fait de la teneur en lignine plus
élevée dans la coque de neem, sachant que le pouvoir calorifique de la lignine (26,63 MJ/kg)
est supérieur a ceux de la cellulose et de I’hémicellulose (17,46 MJ/kg). D’autres applications
des fractions fibreuses des coques pourraient €tre envisagées et étudiées dans le domaine des
matériaux, en particulier des panneaux de particules et de fibres, mais ce sont surtout les

amandes qui fourniront les extraits apportant le plus de valeur ajoutée.
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Décorticage
i Broyage/Classage

| Granulat : ! | Broyat :

| Coque | i | amande |

_____ ] ! L 1

Neem Dattier du désert i Neem Dattier du désert
Matiére séche (kg) 49 72,5 i 51 kg 27,5 kg
Fibres (kg) 39 65 i 3,5kg 4,2 kg
Cellulose (kg) 27 39 i 2kg 3,3 kg
Hemicelluloses (kg) 6.4 20 i 1,3kg0,8kg

Lignines (kg) 59 5,8 0.2 ke 0.1 kg
Autres constituants (kg) 9.7 77 | 47,5 ke 233 kg

Figure I1-4 : Bilan théorique du fractionnement mécanique des graines de neem et de dattier
du désert

I1.3.2. La fraction lipidique

La teneur en lipides des graines, coques et amandes est déterminée par extraction au
cyclohexane en extracteur de type Soxhlet, selon la norme NF ISO 374-1, dont le protocole
détaillé est rapporté en Partie Expérimentale V.1.4. La quantité de lipide sec obtenue aprés
évaporation totale du solvant est considérée comme le potentiel en huile extractible par

gramme de maticre seche.

Les résultats obtenus (Tableau II-4) pour le neem sont cohérents avec ceux obtenus pour les
graines collectées dans les différentes zones géographiques du Sénégal (Diedhiou et al.,
2010). 11 montre que I’essentiel des lipides de la graine (prés de 97%) proviennent de
I’amande, bien que le décorticage de la graine se traduise par une perte de pres de 12%

d’huile par rapport au potentiel lipidique obtenu par extraction directe des graines. Il en est de
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méme pour le dattier du désert, dont la graine contient deux fois moins de lipides que celle de
neem, dont 80% proviennent de 1’amande, la teneur en lipide des coques étant plus élevée (3,4
et 1,6 g % g MS respectivement pour le dattier du désert et le neem). La perte élevée au
décorticage peut €tre estimée a 15% par rapport au potentiel d’huile extractible de la graine.

A la différence des huiles extraites des amandes, qui sont jaune-claires, les huiles extraites des
coques sont blanches et plus visqueuses, traduisant la présence de cires, comme dans le cas
des coques de tournesol (Briffaud et Melcion, 1986; Brisson, 1996; Dekker et Wallis, 1983;
Evon, 2008; Thibault et al., 1989). Mais la contribution de ces esters d’alcools et d’acides
gras (Kanya et al., 2007; Lecomte, 2009) a la composition des huiles extraites de graine

restera trés minoritaire comme le montre leur caractérisation.

Tableau I1-4 : Teneur en lipide et répartition dans 1’amande et la coque des graines de neem
et de dattier du désert

Neem Dattier du désert

Graine Amande  Coque | Graine Amande Coque

Teneur en lipides (g % g MS) 293 49 1,6 14,1 34,5 3,4

Masse d’huile potentielle (g %

g de maticre seche de graine) 25 0.8 - 9,5 2,4

I11.3.2.1. Caractérisation chimique des huiles des graines de neem et de

dattier du désert

I1.3.2.1.a. La composition en acides gras des huiles extraites au solvant est déterminée par
analyse de leurs esters méthyliques en Chromatographie en Phase Gazeuse selon la norme
NF ISO 5508 (Partie Expérimentale V.1.14). L’huile de neem révele la présence de 4 acides
gras majoritaires : 1’acide oléique C18:1 (41,91%), suivi de 1’acide linoléique C18:2
(19,59%), de I’acide stéarique C18:0 (18,71%) et de ’acide palmitique C16:0 (15,59%)
(Tableau II-5). Cette composition en acides gras est comparable a celles obtenues dans la
littérature (Djenontin et al., 2012; Faye, 2010; Gossé et al., 2005; Kaushik, 2002; Kaushik et
Vir, 2000; Momchilova et al., 2007). Le ratio acides gras insaturés/acides gras saturés, de

I’ordre de 3/5 confirme le caractére insaturé de [’huile.
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L’huile de dattier du désert présente les mémes acides gras majoritaires, mais dans des
proportions différentes : 1’acide linoléique C18:2 (37,58%), I’acide oléique C18:1 (34,35%),
I’acide palmitique C16:0 (13,74%) et 1’acide stéarique C18:0 (13,34%) (Tableau II-5). Ces
résultats sont comparables a ceux obtenus par d’autres études antérieures (Chapagain et al.,

2009; Deshmukh et Bhuyar, 2009; Gutti et al., 2012; Mohamed ef al., 2002).

Tableau II-5 : Composition en acides gras des huiles de neem et de dattier du désert (en %)

Acides gras Neem Dattier du désert
C14:0 Acide Myristique - 0,19
C16:0 Acide Palmitique 15,59 13,74
C16:1 Acide Palmitolique 0,12 0,18
C17:0 Acide Heptadécanoique - 0,12
C18: 0 Acide Stéarique 18,71 13,34
C18:1n9¢ Acide Ol¢ique 41,91 34,35
C18:2n6c¢ Acide Linoléique 19,59 37,58
C20: 0 Acide Arachidique 1,33 0,4
C18:3n3a Acide Linolénique 0,44 0,04
C20:1n9c Acide Gadoléique 0,08 -
C22:0 Acide Béhenique 0,86 -
Acides gras saturés 37,00 27,45
Acides gras insaturés 63,00 72,55

Ces compositions en acides gras en font des huiles originales, la présence simultanée des
acides gras insaturés oléiques et linoléiques en forte proportion (63% dans 1’huile de neem et
72% dans I’huile de dattier du désert) associée a celles des acides saturés, palmitique et
stéarique en proportions élevées et équivalentes (34% dans I’huile de neem et 27% dans
I’huile de dattier du désert) n’étant pas rencontrées ni dans les principales huiles produites
industriellement (coprah/coco, coton, arachide, palme, colza, soja, tournesol), ni dans les
huiles mineures (Gustone et Pandley, 1997). Seule 1’huile de sésame (C16:0 = 9% ; C18:0 =
6% ; C18: 1 =38% ; C18:2 =45%) et I’huile de noix du Brésil (Bertholletia myrtaceae : C16:
0=14%;C18:0=9%;C18:1=29% ; C18 : 2 = 47%) par exemple, présentent des profils

similaires.

I1.3.2.1.b. La composition en glycérides de ces huiles, déterminée selon la méthode décrite en

Partie Expérimentale V.1.17 révéle que les triglycérides représentent 97,69% dans 1’huile de
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neem et 98,01% dans celle de dattier du désert (Tableau II-6). Ces teneurs en triglycérides
sont en cohérence avec celles de la plupart des huiles de graines et des corps gras d’origine
animale, en général supérieure a 98% (Gustone et Pandley, 1997). Les diglycérides C16 et
C18 sont en proportion faible (1,45% dans 1’huile de neem et 1,28% dans celle de dattier du
désert). Les acides gras libres (AGL), responsables de 1’acidité, représentent 0,76% dans

I’huile de neem et 0,70% dans celle de dattier du désert.

Tableau II-6 : Proportion des glycérides des huiles de neem et de dattier du désert (en %)

Neem Dattier du désert
Triglycérides 97,69 98,01
Diglycérides (C16 et C18) 1,45 1,28
Monoglycérides C18 0,10 0,00
AGL (C16 et C18) 0,76 0,70

AGL : Acides Gras Libres

L’analyse des triglycérides montre que ces huiles sont constituées principalement de deux
triglycérides majoritaires, SOL (52,93% dans I’huile de neem et 61,31% dans I’huile de
dattier du désert) et POL (36,61% dans I’huile de neem et 33,87% dans I’huile de dattier du
désert) (Tableau II-7). Ces deux triglycérides (SOL+POL) représentent respectivement
89,54% et 95,18% des triglycérides totaux du neem et du dattier du désert. Ce profil
triglycéridique est cohérent avec la composition en acides gras des huiles. L’ensemble de ces
résultats confirme bien que ces huiles sont constituées par des lipides de réserve. Mais elles

contiennent aussi une fraction minoritaire des lipides métaboliques.

Tableau II-7 : Proportion des triglycérides (en %) des huiles de neem et de dattier du désert

Neem Dattier du désert
PPP1 0,46 -
PPIL 7,1 4,83
POL 36,61 33,87
SOL 52,93 61,31
SAO 2,9 -

P : acide Palmitique C16 : 0, Pl . acide Palmitolique C16 : 1; L : acide Linoléique C18: 1; O :
acide Oléique C18 : 1 ; S : acide Stéarique C18 : 0 ; A : acide Arachidique C20 : 0
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I1.3.2.1.c. La teneur en phytostérols est déterminée par analyse chromatographique en Phase
Gazeuse (Partie Expérimentale V.1.15). L’huile de neem posseéde une teneur élevée en stérols
(3,34 g/kg d’huile). Ils constituent 10,54% de la fraction insaponifiable et sont plus concentrés
que dans I’huile de dattier (2,11 g/kg) (Tableau II-8). Dans 1’huile de neem, le B-Sitostérol,
avec 2,04 g/kg, soit 61,08% des phytostérols totaux est le composé majoritaire, suivi de tres
loin par le stigmastérol 0,43 g/kg (12,87%), le A’-Avenastérol, 0,28 g/kg (8,38%) et le
campestérol 0,21 g/kg (6,92%). Ces résultats sont comparables a ceux relevés dans la
littérature (Djenontin et al., 2012; Momchilova et al., 2007, Faye, 2010). Ces stérols sont
connus pour étre les plus abondants dans la plupart des huiles végétales (Berger et al., 2004;
Kritchevsky et Chen, 2005; Moreau et al., 2002). Le B-Sitostérol est également le composé
majoritaire dans I’huile de dattier du désert, avec 0,75 g/kg, soit 35,54%, suivi par le
stigmastérol, 0,6 g/kg (28,43%) et du cycloartérol 0,24 g/kg (11,37%).

Tableau II-8 : Composition en phytostérols des huiles de neem et de dattier du désert

Neem
Composition g/kg % g/kg %
Cholestérol - - 0,09 4,26
24-met. cholestérol 0,08 2.4 - -
Campesterol 0,21 6,29 0,03 1,42
Stigmastérol 0,43 12,87 0,6 28,43
B-Sitostérol 2,04 61,08 0,75 35,54
A’-Avenastérol 0,28 8,38 0,2 9,47
Cycloartérol 0,07 2,1 0,24 11,37
Meét. cycloartérol 0,08 2,39 - -
Citrostadiénol 0,02 0,6 0,02 0,95
Non identifié 0,02 0,6 0,18 8,53
Non identifié 0,11 3,29 - -
Total 3,34 100 2,11 100

Ces teneurs en stérols sont proches de celles, moyennes, des huiles de tournesol (3,4%) ou de
soja (3,2%) pour I’huile de neem, et d’arachide (1,6%) pour le dattier du désert, mais
inférieures a celle d’huiles de colza (7,3%) ou de germe de mais (13,8%) connues pour leur

richesse en phytostérols (Gustone et Pandley, 1997).

Comme dans ces deux huiles, des teneurs ¢levées en B-sitostérol sont trouvées dans la plupart

des phytostérols d’huiles végétales telles que 1’huile d’olive (84,3%), I’huile d’arachide
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(62,3%), I’huile de tournesol (61,9%), I’huile de colza (45-61%), I’huile de soja (47-59%) et
de I’huile de sésame (59-62%) (Besbes et al., 2004; Feinberg et al., 1987; Merrien et al.,
1992). Rappelons que le B-sitostérol est le stérol le plus étudié du fait de son importance et de
ses effets physiologiques sur la santé (Yang et al., 2001). De nombreuses études cliniques ont
montré que la consommation d’environ 2 g par jour de B-sitostérol abaisse le cholestérol
d’environ 10% (Liitjohann et al., 1995) et plusieurs publications scientifiques ont porté sur les
effets anti tumoraux des phytostérols et tout particuliecrement du B-sitostérol (Awad et al.,
2000). Ainsi, il a été prouvé que les phytostérols pouvaient réduire le risque de certains types
de cancers notamment celui du poumon (Mendilaharsu et al., 1998), du sein (Ronco et al.,
1999), de I’cesophage (Stefani et al., 2000a), de 1’estomac (McCann ef al., 2000), du colon
(McCann et al., 2003) et de I’ovaire (Stefani et al., 2000b). Ils pourraient aussi stimuler les

réactions immunitaires chez les personnes infectées par le VIH (Breytenbach et al., 2001).

I1.3.2.1.d. La teneur en tocophérols est déterminée par Chromatographie Liquide Haute
Performance (Partie Expérimentale V.1.16). Dans I’huile de neem, elle est de 338,70 mg/kg;
ce qui représente 1,06% de la fraction insaponifiable (Tableau I1-9). Avec une teneur de
233,30 mg/kg, le y-tocophérol est le composé majoritaire (68,88% des tocophérols totaux). Ce
résultat est comparable a celui obtenu dans I’huile de graines de neem du Togo (Djenontin et
al., 2012). Dans ’huile de dattier du désert la teneur en tocophérols est de 512,40 mg/kg, et
I’a-tocophérol est le compos€ majoritaire avec une teneur égale a 343,4 mg/kg. 1l représente a

lui seul 67,18% des tocophérols totaux.

Cette teneur en tocophérols de 1’huile de dattier du désert est proche de celle rencontrée dans
I’huile de tournesol (546 mg/kg) alors que celle de I’huile de neem est plus faible que celle de
I’huile d’arachide (363 mg/kg). Toutefois, les deux restent tres inférieures a celle de I’huile de

colza (1153 mg/kg) ou de germe de blé (2571 mg/kg) (Gustone et Pandley, 1997).
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Tableau II-9 : Teneur en tocophérols des huiles de neem et de dattier du désert

Neem Dattier du désert
mg/kg % Mg/kg %
a-tocophérol 65,70 19,38 343.,4 67,18
B-tocophérol 2,00 0,59 51,00 9,95
y-tocophérol 233,30 68,88 73,00 14,25
d-tocophérol 37,60 11,13 45,00 8,78
Total 338,70 100 512,40 100

Du fait de leur activité anti-oxydante, les tocophérols jouent un rdle important dans la
stabilisation de I’huile lors de sa conservation (Demir et Cetin, 1999). Ils sont é¢galement
réputés pour leurs effets positifs sur la santé. En effet, ils préviennent I’oxydation des acides
gras poly-insaturés dans le réseau sanguin et protégent les lipoprotéines de basse densité ou
Low Density Lipoproteins (LDL) de 1’oxydation induite par les radicaux libres provoquant le
développement des 1ésions artériosclérotiques (Morris et al., 2005; Schneider, 2005). Ils
peuvent également participer a la réduction des maladies cardiovasculaires et présentent

certaines propriétés anti-cancéreuses (Beardsell et al., 2002; Bramley et al., 2000).

Outre leur composition chimique, plusieurs propriétés physico-chimiques de ces huiles sont

souvent étudiées en vue de leurs applications.

11.3.2.2. Caractéristiques physico-chimiques des huiles de neem et de dattier

du désert

Les caractéristiques physico-chimiques des huiles sont déterminées selon des méthodes
normalisées (Partie Expérimentale V.1.20 a V.1.32). Les résultats obtenus sont rassemblés

dans le Tableau I1-10.
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Tableau II-10 : Propriétés physico-chimiques des huiles de neem et de dattier du désert

Dattier du

Caractéristiques Neem . Méthodes

désert
Indice d’acide (mg/g) 10,2 0,55 AFNOR T60-204
Indice de saponification (mg/g) 200,0 182,2 AFNOR T60-206
Indice d’iode (g/100g) 72,82 66,77 AFNOR T60-203
INS 127 116 -
Indice de cétane 82,22 - NF 07013
Indice de peroxyde (meq O2/kg) 1,49 - AFNOR T60-220
Densité a 25°C 0,919 0,908 AFNOR T60-214
Indice de réfraction a 25°C 1,465 1,468 -
Viscosité a 37,8°C (mm?/s) 49,79 - NF ISO 30104
Pouvoir calorifique (MJ/kg) 39,61 40,32 -
Point éclair (°C) 227 - NF EN ISO 2719
Point de congélation (°C) 10 - ASTM D 97
Point d’écoulement (°C) 12 - ASTM D 97
Point trouble (°C) 20 - NF EN 23015

Pour I’huile des graines de neem, I’indice d’acide (10,2 mg/g) est en phase avec la faible
teneur en acides gras libres (0,70%). L’indice de saponification ¢levé (200 mg/g) révele une
grande proportion de composés saponifiables. Cette valeur de I’indice de saponification
voisine de celle de I’huile de palme (198 - 208,2) (Edem, 2002), confirme sa bonne qualité
pour la production de savon. Le facteur INS (lodine Number Saponification value) obtenu
(127), est une caractéristique trés importante dans la classification des huiles végétales
destinées a la savonnerie. Cet INS moyen confere a I’huile de neem une bonne capacité a
produire du savon, méme sans mélange avec d’autres huiles ou corps gras. D’ailleurs,
I’utilisation de I’huile de neem comme mati¢re premicre dans la production de détergent est

déja connue (Ameh et al., 2010).
L’indice d’iode qui est de 72,82 g/100g, traduit la proportion élevée en acides gras insaturés.

La valeur ¢levée du point éclair (227°C) indique I’absence de composés volatils dans I’huile
et les faibles risques d’inflammation ou d’explosion lors de sa manipulation ou de son

stockage dans les conditions normales de température et de pression.

La valeur du pouvoir calorifique (39,61 MJ/kg), relativement élevée n’est pas éloignée de
celui du gazole qui est 43,8 MJ/kg (Vaitillingom, 2006). Ce résultat confirme que 1’huile de

neem serait une matiere premiere intéressante pour la production de biodiesel, sachant que
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I’utilisation des huiles végétales ou graisses animales comme biocarburant est lice a 80% a
leur pouvoir calorifique inférieur (PCI) (Kulkarni et al., 2007; Stavarache et al., 2007).
Précisons que [’utilisation de I’huile de neem dans la production de biodiésel par

transestérification est déja réalisée (Radha et Manikandan, 2011).

L’huile des graines de dattier du désert présente une faible acidité (0,5 mg/g) et un indice de
saponication de 182,2 mg/g, un peu plus faible que celui de 1’huile de neem. Tandis que son
INS élevé (116) confirme sa qualité pour la production de savon. Son indice d’iode, un peu
plus faible que celui de I’huile de neem (66,77 g/100g) est en relation avec le caractere
insaturé de I'huile (72,55%). Le pouvoir calorifique (40,32 MIJ/kg), est aussi légérement
inférieur a celui de I’huile de neem, mais indique toujours son intérét pour la production de

biocarburant.

Le fractionnement de ces deux graines par extraction avec un solvant aprotique apolaire
comme le cyclohexane conduira donc a deux huiles originales, valorisables dans plusieurs
domaines (savonnerie, biocarburant), avec le bilan maticre théorique rapporté dans la Figure

II-5.

L’extraction par solvant des graines laisse un raffinat solide qui représente 71 et 86% de la
maticre s€che, constitué majoritairement de fibres (62% et 79% respectivement pour le neem
et le dattier du désert). Le décorticage préalable des graines permettrait de diminuer la teneur
en fibres du tourteau, mais se traduira aussi par une perte en huile obtenue a partir des

amandes séparées (Figure I11-6).
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P o m— — — —

i Graines (100 kg) |

I I
L Broyage ]

I Extraction au cyclohexane I
: Séparation solide-liquide :
I (Percolation/Filtration) |
: Recyclage de solvant :
| (Evaporation/Desolvantation) |

Extrait : : I Raffinat : I
L. Huile _ ; | Tourteau_ |
Neem Dattier du désert | Neem Dattier du désert
29 kg 14 kg /1kg 86 kg

Figure II-5 : Bilan matiere théorique du fractionnement par extraction au cyclohexane des
graines de neem et de dattier du désert

i Graines (100 kg) I
B
I Décorticage |
!._.E(.)q_u.e_._.l/h I.l_\,i._._._i
/' ------- \ L/z*.n:%ff.e_i
Neem Dattier $lu désert Neem Dat5's7r désert
f 5 1 bg i 9 g
49 kg 72,5 kg :
dont fibres 39 kg dontfibres65kg [~~~ .~~~ F—_——————— 1

dont lipides 0,8 kg dont lipides 2,4 kg Extraction au cyclohexane

I
: Séparation liquide-solide
| Recyclage du solvant

Huile | |  Tourteau lii Huile i | Tourteau |
i 26kg i i1 18kg !
(dont fibres 3.5 kdlil_

Figure II-6 : Bilan maticre théorique du fractionnement par décorticage des graines et
extraction au cyclohexane des amandes de neem et de dattier du désert
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I1.3.3. La fraction protéique

Les fractions protéiques des graines de neem et de dattier du désert sont estimées a partir de
leur teneur en azote organique déterminée par la méthode de Kjeldahl selon la norme
francaise NF V 18-100 (Partie Expérimentale V.1.10). La comparaison des teneurs azote
dans la graine, I’amande et la coque (Tableau II-11) montre que comme pour la fraction

lipidique, la majorité des protéines provient de I’amande.

Tableau II-11 : Répartition des protéines dans les graines de neem et de dattier du désert

Neem Dattier du désert
Graine ~ Amande Coque Graine Amande Coque
(MAT) NTK (g % MS) 2,03 4,07 0,35 1,45 4,60 0,36

Sur la base d’une teneur moyenne en azote dans les protéines, de 16% (correspondant au
facteur de conversion 6,25, est de 6,03 pour les graines de neem), la teneur en protéines de la
graine de neem peut étre estimée a 12,2 et a 24,5% dans son amande. Ces valeurs sont
proches de celles relevées dans la littérature (Faye, 2010). Elles sont plus élevées que dans la
graine de dattier du désert (8,7%) mais un peu plus faible que dans son amande (27,8%), du

fait principalement de la plus forte proportion de coque dans cette dernicre.

L’analyse de la composition en acides aminés de la fraction protéique des graines (Partie
Expérimentale V.1.18) montre leur proximité a celle des graines d’oléo-protéagineux comme
le tournesol, le colza ou le soja, exception faite d’une teneur un peu plus élevée en acide
glutamique, glycine et alanine dans le neem, en arginine dans le dattier du désert, et plus

faible en méthionine de ces deux graines (Tableau I1-12).
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Tableau II-12 : Composition en acides aminés des graines de neem et du dattier du désert, et
comparaison avec des graines oléagineuses

Dattier du Godon, 1985
Acides aminés Neem désert Tournesol  Soja Colza
% MAT % MAT % MAT % MAT % MAT

Acide Aspartique (Asp) 9,62 11,01 8,2 10,6 7,1
Thréonine (Thr) 4,15 3,27 3,7 4 4.8
Serine (Ser) 7,19 4,46 4,5 5,6 0,5
Acide Glutamique (Glu) 23,65 19,87 15,9 18,9 14,9
Glycine (Gly) 8,64 7,16 5,9 43 4,6
Alanine (Ala) 7,14 4,08 4,7 4,5 43
Cystéine (Cys) 2,67 3,14 1,8 0,2 2,5
Valine (Val) 6,48 4,76 4,6 5 5,2
Méthionine (Met) 0,08 0,56 2,3 1,5 2,2
Isoleucine (Ile) 3,62 3,64 4,1 4,7 4
Leucine (Leu) 8,09 6,60 5,9 9.8 6,4
Tyrosine (Tyr) 1,47 2,24 2,8 3.9 29
Phénylanine (Phe) 3,36 6,25 4,3 4 3,8
Histidine (His) 2,23 2,19 2,5 3,1 2,7
Triptophane (Trp) 1,06 - 1,2 - 1,3
Lysine (Lys) 4,14 3,64 3,9 6,3 6,2
Arginine (Agr) 6,41 13,96 7,9 7,8 6
Proline (Pro) - 4,71 4,3 3,5 6,3

Toutefois, la composition en acides aminés essentiels reste trés proche de celle des tourteaux
de tournesol, de colza, de soja (Godon, 1985), d’arachide et de sésame (Babiker, 2012)
obtenus apres extraction des lipides (Tableau I1-13). Ces tourteaux sont largement utilisés en
alimentation animale, et plusieurs auteurs ont aussi propos¢ 1’exploitation des amandes des
graines de neem comme source de protéines dans 1’alimentation animale (Anandan et al.,
1996; Aruwayo et Maigandi, 2013; Musalia et al., 2000; Reddy, 1992; Uko et Kamalu, 2006),

voire humaine.
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Tableau II-13 : Composition en acides aminés essentiels des protéines de tourteaux utilisés
en alimentation animale (Babiker, 2012; Godon, 1985)

Acides aminés Soja Colza Tournesol  Arachide Sésame
% MAT % MAT % MAT % MAT % MAT

Thréonine (Thr) 4,10 4,80 3,70 1,42 1,54
Valine (Val) 5 5,20 4,60 1,98 1,84
M¢éthionine (Met)
+ Cystéine (Cys) 1,70 4,70 4,10 0,49 1,29
Isoleucine (Ile) 4,70 4,00 4,10 1,70 1,52
Leucine (Leu) 9,80 6,40 5,90 3,36 2,92
Phénylanine (Phe) 4,00 3,80 4,30 2,80 2,01
Lysine (Lys) 6,30 6,20 3,90 1,82 1,09
Triptophane (Trp) - 1,30 1,20 - -

Le fractionnement par décorticage des graines et extraction des huiles de I’amande conduira a
un tourteau riche en protéines, respectivement 48% et 42% pour le neem et le dattier du
désert, dont la valorisation pour I’alimentation animale serait intéressante, au regard du critére
de leur teneur en protéines, pour le neem supérieure et pour le dattier du désert comparable a

celle de la plupart des tourteaux industriels disponibles sur le marché (Tableau 11-14).

Tableau I1-14 : Teneur en protéines de tourteaux industriels de graines oléagineuses (Evrard,
2005 ; Guillaume et al., 1999 ; Leclerc et al., 2016 ; Peyronnet et al., 2012 ; Tran, 1994)

Tournesol Soja Coton Arachide
Tourteau , . Colza , . . . . .,

décortiqueé décortiqueé décortiqueé décortiqué
Protéines (%) 33-40,5 34 45 42 48 - 50

A ce stade des résultats de caractérisation par fractionnement analytique des graines de neem
et de dattier du désert, plusieurs remarques s’imposent dans la perspective des schémas de

fractionnement :

a.) Dans le cas du dattier du désert, les rendements maximum théoriques en protéines et en
huile (respectivement inférieurs a 10 et 15% de la matiére seche de la graine) obtenus sans
décorticage des graines et extraction par cyclohexane sont faibles, du fait de la trés forte

proportion de coque (supérieure a 70%). Dans le cas d’une extraction directe de la graine,
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sans décorticage, le rendement maximum en huile ne serait que de 14%, et le tourteau obtenu,
beaucoup plus riche en fibres (prés de 79%), perdrait de sa valeur en apport protéique pour

I’alimentation animale (10% en protéines).

Pour une production annuelle de 100 a 150 kg de fruits et 50 a 75 kg de graines par arbre
(Paragraphe I.1.1), 1 million d’arbres seraient nécessaires pour alimenter une unité
industrielle d’extraction produisant de I’ordre de 45 000 tonnes de coques (équivalent a
228 562 500 kW), 8 800 tonnes d’huile et 11 000 tonnes de tourteaux décortiqués. Et le
dimensionnement d’une telle unité¢ de capacit¢ de 200 tonnes de graines par jour (62 000
tonnes/an) est petit par comparaison a celui des huileries modernes (jusqu’a 2 200 tonnes de
graines/jour), permettant 1’amortissement (16 554 a 21 520 €/tonne d’une huile brute) sur le
marché des huiles alimentaires et des tourteaux (300 a 380 €/tonne de tourteau) pour
I’alimentation animale, d’installations répondant aux critéres de sécurité et d’impact
environnemental (extraction et recyclage du solvant). Une alternative permettant de mieux
adapter le dimensionnement des installations de fractionnement aux contraintes de la récolte

et d’écarter celles de la mise en ceuvre du solvant organique serait :

m Le fractionnement mécanique des amandes par pressage en absence de solvant. Cette voie
devra faire 1’objet d’une étude pour ’optimisation des rendements en huile exprimée ; mais
bien qu’ils restent probablement inférieurs a ceux obtenus par extraction par solvant, le
dimensionnement d’une presse permettant son amortissement sur le marché des huiles vierges
(19 865 a 24 832 €/tonne), de qualité alimentaire ou cosmétique est plus compatible avec la
récolte des fruits de dattier du désert (3 000 tonnes/an de graines traitées correspondraient a
50 000 arbres en moyenne). Par ailleurs, I’énergie produite par combustion des coques
contribuera a minimiser les colits énergétiques du décorticage et du pressage, et les tourteaux
de pressage conserveront leur haute teneur en protéines, sans étre pénalisés par la teneur en

lipides résiduels.

m Le fractionnement aqueux des amandes dans lequel 1’eau se substitue aux solvants
organiques. Les essais préliminaires réalisés au laboratoire dans un contacteur a haut pouvoir
cisaillant (Figure II-7) ont montré que 61% des lipides et 52% des protéines de ’amande
peuvent étre extraits sous forme d’une émulsion (composée de 40% de lipides et 45% des

protéines de la graine).
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Matiere séche (%) 93,17

Lipides (%) 36,12

Protéines (%) 29,21

_Fibres (%) 15,77
Autres 18,9

—_——_—— - —_— - —— _l ________ d
| Séparation liquide/solide :
| (Centrifugation) I
___________ |
______ I VSO 2396

| Centrifugation/Filtration | . | Lipides (%) 28,92
____________ | Protéines (%) 35,96

Minéraux (%) 2,83

—————— .' — —! MS (%) 68 04 ............0.....................................
: Emulsion | Lipides (%) 55,12 - | gfs)l((igos)("/) """"" (8)’86 """"
| 385 - A = | Phase aqueuse : 0 :

| 385g | Proines (%) 4728 | TTASCAduemse | Protéines (%) 6,51

....... —_— o
Minéraux (%) 4,71 Minéraux (%) 4,71

Bilan matiére =~ Amande (g)  Phase solide (%) Emulsion (%) Phase liquide (%)

MS 100 41 29 30
Lipides 36,12 29 40 31
Protéines 29,21 48 45 7

Figure I1-7 : Fractionnement aqueux des amandes de dattier du désert (Partie Expérimentale
V.2)
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Cette technique de fractionnement, déja étudiée dans le cas des graines de tournesol (Evon,
2008) et de neem (Faye, 2010) devra faire 1’objet d’étude approfondie tant du point de vue des
composés minoritaires extraits de 1’amande du dattier du désert, et en particulier des
saponines (Paragraphe 1.2.1), que du point de vue des technologies mises en ceuvre par le
transfert du procédé. Néanmoins, I’obtention de nouvelles émulsions a fortes valeurs ajoutées
dans le domaine des cosmétiques, voire la nutraceutique et la pharmacie traditionnelle ouvre
d’ores et déja de nouvelles perspectives pour un fractionnement complémentaire des graines,
d’autant plus qu’il serait intégré dans une filiere de transformation des fruits de dattier de

désert (Figure I1-8).

Reécolte

........... L

! Graine J!‘—I Egrainage |

v

._._._L_._. I____I____'
......... | et ——— e Alimentation humaine
| Coque j<_||_ Décorticage | Pulpe +F—

(confiserie, boissons, ....)

e

-

Energie / ‘ _A_HEPE‘? 1 Alimentation animale

. I :
Extraction aqueuse | Pressage ——» Tourteau JI
T T T T | I Lipochimie (savons, esters,
| . . 4 biodiésel, ...)

kst

Alimentation humaine
Utilisation médicinale

L

Cosmétique

Figure II-8 : Extraits et raffinats du fractionnement du dattier du désert et domaines
d’application
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b.) Dans le cas de la graine de neem, les rendements théoriques maximum en huile sont plus
¢levés (29% de la maticre seche de la graine), et le décorticage des graines (49% de coque)
permet d’obtenir un tourteau d’extraction de ’huile (26% de mati¢re séche de la graine) riche
en protéines (48%) et pauvre en fibres pariétales (14%). En tenant compte de la valorisation
des coques pour la production d’énergie et de la meilleure valeur ajoutée des tourteaux a haute
teneur en protéines sur le marché de I’alimentation animale, cette répartition des constituants
de la graine de neem pourrait étre favorable pour un dimensionnement d’une unité de
production de 100 000 tonnes/an d’huile, plus compatible avec 1’amortissement des
installations d’extraction par solvant. Cependant, une telle unité devrait traiter 345 000
tonnes/an de graines, correspondant a la récolte de 11,5 millions d’arbres produisant en
moyenne 30 kg de graines par an, ce qui représenterait 40 a 60% de la population des arbres
au Sénégal et pose évidemment la question de 1’aire de récolte (0,9 a 1,5 arbre/ha) et du cofit

de transport des graines.

Comme dans le cas du dattier du désert, le fractionnement mécanique des graines de neem par
pressage permettra de minimiser le dimensionnement des installations de trituration et de
mieux s’adapter a la contrainte de I’aire de collecte. Toutefois, les rendements en huile
exprimée a partir des graines sont plus faibles (55 a 65% de la fraction lipidique) comme 1’ont
montrés les travaux de Faye (Faye, 2010), méme si le décorticage préalable de la graine et le

pressage de I’amande pourraient permettre d’améliorer le bilan.

Dans un cas comme dans I’autre, la valorisation de la fraction minoritaire des constituants de

la graine permettent d’améliorer le bilan du procédé.

I1.3.4. La fraction des composés minoritaires des graines de neem

Le bilan maticre établi a partir de 1’analyse des principaux constituants de la graine de neem
(44% de fibres pariétales, 29% de lipides et 12% de protéines, soit 85% de la matiere séche)
fait apparaitre 15% maticre seche non identifiée, soit si I’on exclut la matiére minérale (4,7%
de la matiere seche), prés de 10% de matiere organique, parmi lesquels de nombreux
constituants d’origine métabolique ont été identifiés en relation avec les activités des extraits

de graine (Paragraphe 1.2.3).
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11.3.4.1. L’huile essentielle de graine de neem

L’huile essentielle de la graine de neem est extraite par hydro distillation selon la méthode
préconisée par la pharmacopée frangaise. Sa composition est déterminée par 1’analyse de sa
fraction volatile en GC-FID et GC-MS (Partie Expérimentale V.I.12). Elle représente
0,076% de la matiere seche des graines. L’identification de ses composés a permis de mettre
en évidence la présence de 34 composés. Le composé majoritaire est le 5,6-dihydro-2,4,6-

triethyl-(4H)1-3,5-dithiazine ou thialdine (39,1%) (Figure II1-9).

Y
Y

Figure 11-9 : 5,6-dihydro-2,4,6-triethyl-(4H)1-3,5-dithiazine (Thialdine)

Les autres composés en proportion €levée sont 1,2,4-trithiolane, 3,5-diethyl (7,9%), 1H-indole
2,3-dione (7,9%), trans 1,2,4-trithiolane, 3,5-diethyl (6,2%), et éthyl thioisobutyrate (4%)
(Tableau II-15). Ce résultat est proche de celui obtenu sur I’huile essentielle des graines de
neem collectées en Inde (Kurose et Yatagai, 2005), dont le composé majoritaire est aussi le
5,6-dihydro-2,4,6-triethyl-(4H)1-3,5-dithiazine. Cette composition est caractéristique de celle
des huiles essentielles de graines, qui en général ont une composition spécifique, différente les

unes des autres.

Remarquons que I’huile essentielle des graines de neem comporte quelques composés assez
souvent rencontrés dans des huiles essentielles de graines, comme le d-cadinene (Ajaiyeoba et
Ekundayo, 2007; Elzaawely et al., 2007; Gao et al., 2011; Jain et al., 2001; Prakash et al.,
2006), I’a-cadinol (Ajaiyeoba et Ekundayo, 2007; Elzaawely et al., 2007; Jain et al., 2001) et
I’ a-longipinene (Hajhashemi ef al., 2004; Singh et al., 2005).
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Tableau II-15 : Composition de I’huile essentielle des graines de neem

Composés % IR? IRw  Identification
2-Methyl-1-D1-aziridine 0,3 665 690 MS, RI
Tiirane methyl 0,3 854 MS, RI
3,4-Dimethylthiophene 1,3 887 884 MS, RI
Thiophene, 2,5-dimethyl 0,4 914 884 MS, RI
Disulfide, dipropyl 0,2 1117 1119 MS, RI
Ethyl thioisobutyrate 4 1131 MS, RI
2-Methyl-2-ethyl-1,3-dithiolane 0,3 1153 1116 MS, RI
Benzene 1-methyl 2-(propylthio) 0,8 1256 1356 MS, RI
1,1,2-Tri (methylthio) ethene 0,8 1264 1256 MS, RI
N-Formyl-3-methyl-3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazine 0,3 1311 MS, RI
Ethane 1,1'-[[(methylthio) methylene] bis (thio)] bis 0,7 1321 1306 MS, RI
NI 0,5 MS, RI
NI 0,3 MS, RI
NI 0,3 MS, RI
Trans 1,2,4-Trithiolane, 3,5-diethyl 6,2 1354 1344 MS, RI
Cis 1,2,4-Trithiolane, 3,5-diethyl 7,9 1363 1373 MS, RI
B-Cubebene 0,6 1387 1388 MS, RI
2-propanamide 1-propene-1(1-methoxy) 2,6 1397 MS, RI
1H-indole 2,3-dione 7,5 1408 1381 MS, RI
() 3,5-Diethyl-1,2,4-trithiolane 0,7 1424 1378 MS, RI
NI 1,6 MS, RI
a-Cedrene 0,6 1432 1411 MS, RI
NI 0,4 MS, RI
a-Bergamotene 0,5 1438 1435 MS, RI
a-Longipinene 0,7 1450 1403 MS, RI
Bicyclo [4.4.0] dec-1-en 2-isopropyl-5-methyl-9-methylene 0,4 1462 1503 MS, RI
Italicene 0,7 1478 1405 MS, RI
5,6-dihydro-2,4,6-triethyl-(4H)1-3,5-dithiazine (Thialdine) 39,1 1498 MS, RI
Valencene 1,2 1507 1496 MS, RI
B-Bisabolene 1 1513 1509 MS, RI
d-Cadinene 0,5 1527 1523 MS, RI
6,10,11,11-Tetramethyl tricyclo [6.3.0 (2,3)] undec-1 (7)-ene 2 1533 MS, RI
3H-1,2,4-triazole-3-thione 2,4-dihydro-5-methyl 1 MS, RI
Trans 3-hexanedioic acid, bis (trimethylsilyl) ester 1,5 1613 1586 MS, RI
1,3,4-Trithiane 2,2,4,4,6,6-hexamethyl 1,4 1619 1547 MS, RI
2-isopropoxyphenyl N-methylcarbamate 2,1 1661 1598 MS, RI
a-Cadinol 1,6 1669 1653 MS, RI
Hexanoic acid 4-(1-pyrrolidinylmethyl methyl ester) 1,6 1683 1561 MS, RI
4 (1H)-pyrimidinone 2-amino 6-(methylamino) 1 1774 1552 MS, RI
Total 94,9

IR® : Indices de Rétention en MS ; IR, : Indice de rétention théorique ; NI : Non identifié ;

RI : Retention index ; MS : Mass Spectrometry
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L’huile essentielle des graines de neem est constituée pour I’essentiel de composés soufrés
et/ou azotés (Tableau II-16). Des études sur ses potentialités antioxydantes, antibactériennes
ou antifongiques doivent toutefois étre réalisées pour mieux orienter ses voies de

valorisation.

Tableau II-16 : Composition par groupes de composés de 1’huile essentielle des graines de
neem

Groupes de composés %o

Azotés et Soufrés 40,1
Soufrés 25,3
Azotés 15,1
Sesquiterpenes 7,4
EAG 1,5
Hydrocarbures 0,4
Total 89,8

EAG : Esters d’Acides Gras

11.3.4.2. Les composés phénoliques des graines de neem

L’origine des composés phénoliques dans les plantes est multiple, et plus de 8 000 composés
connus & ce jour seraient synthétisés dans le régne végétal (Collins ez al., 2011). A ’exception
des lignines, considérées comme des biopolymeres de structures de la fraction fibre insoluble,
ces composés phénoliques sont des métabolites secondaires, souvent impliqués dans les
mécanismes de défense des plantes (La Camera et al., 2004), mais aussi dans des activités
spécifiques comme par exemple la couleur (anthocyanidines). Leur biosynthése, impliquant
de multiples voies, en particulier celle des phénylpropanoides, aboutit a I’incorporation de
motifs phénoliques dans leur structure chimique, sous forme de molécules simples, comme les
acides phénoliques et leurs dérivés ou plus complexes, comme les flavonoides, d’oligomeres
comme les lignanes, précurseurs des lignines, ou de macromolécules et de polyméres, comme
les tanins (Tableau II-17). Cette derni¢re famille, qui regroupe les proanthocyanidines ou
tanins condensés et les tanins hydrolysables, sous le nom de tanins végétaux, est sans doute
celle des polyphénols de plantes les plus étudiés car ces métabolites secondaires sont
largement présents dans le régne végétal, pouvant atteindre 50% de la maticre seche de

certains organes de plantes tels que les écorces (Matthews et al., 1997).
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Tableau II-17 : Familles de composés phénoliques des végétaux (Celhay, 2013 ; Collins et
al.,2011)

Classe de composés phénoliques Squelette carboné
Phénols simples Ce
Acides phénoliques et dérivés Ce-C1
Acétophénones et acides phénylacétiques Ce-Co
Acides cinnamiques, cinnamyl aldéhydes/alcools Cs-Cs3
Coumarines, isocoumarines, chromones C6-C3
Benzonphenones, xanthones Cs-C1-Cs
Stilbénes Ce-C2-Cs
Chalcones, aurones, dihydrochalcones C6-C3-Cs
Flavones Ce-C3-Cs
Flavonols Ce-C3-Cs
Flavanones C6-C3-Cs
Flavanonole C6-C3-Cs
Flavan-3-ols Ce-C3-Co
Isoflavonoides C6-C5-Ce
Anthocyanidines/antocyanines Cs-C3-C6
Biflavonoides (Ce-C3-Ce)2
Bebzoquinones, naphthaquinones, antraquinones C6-Ci0-Ci4
Bétacyanines Cis
Dimeres ou oligomeres Lignanes
Polymeres Lignine
Polymeres Phlobaphénes

Connus sous I’appellation de gallotanins et d’ellagitanins, tous les deux hydrolysables, ils ont
en commun le motif acide gallique dans leur structure moléculaire, ce qui justifie la mise en
ceuvre d’une réaction colorée spécifique des groupements phénoliques comme révélateur de
leur présence et pour leur dosage (Réactif de Folin-Ciocalteu: Partie Expériementale

V.1.11).

Par ailleurs, la présence des groupements aromatiques phénoliques rend ces molécules
moyennement polaires et le solvant de leur extraction sera choisi pour sa polarité
intermédiaire entre I’eau et ’hexane, comme le méthanol ou 1’éthanol ou leur mélange hydro-

alcoolique (Paragraphe 1.3.3 Figure I-7).
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La fraction composés phénoliques des graines de neem a ¢été évaluée par dosage
colorimétrique avec le réactif de Folin-Ciocalteu dans un extrait hydrométhanolique (20/80%
v/v) des graines broyées déshuilées au cyclohexane (Partie Expérimentale V.1.4). Elle
représente 0,11% de la matiere seche de la graine et 0,15% du tourteau déshuilé, exprimé en
équivalent de masse d’acide gallique. Bien qu’aucune donnée de littérature ne confirme ce
dosage, ce résultat apparait cohérent avec le fait qu’aucun usage traditionnel des extraits de
neem ne mentionne d’application dans le domaine des tanins (tannage végétal de peaux), ni de
propriétés antioxydantes, souvent associées aux composés phénoliques (Brown et al., 1998;
Jerez et al., 2007; Katiyar et al., 2001; Rice-Evans et al., 1996; Zhang et al., 2015). Cette
faible teneur apparait aussi cohérente avec le fait que les tourteaux de graines de neem ne sont
pas colorés, a la différence des tourteaux de tournesol, dans lesquels les composés
phénoliques, identifiés comme les acides phénoliques et leurs dérivés (coumariniques,
caféiques, chlorogéniques, ...), sont présents en proportion beaucoup plus forte (3 a 6% de la
matiere seche) (Leyris, 1998). Ces composés, présents dans la plupart des graines
d’oléagineux, sont rendus responsables de la coloration sombre des farines protéiques de

tournesol.

11.3.4.3. La fraction limonoides des graines de neem

Parmi les multiples limonoides extraits des graines de neem (Tableau I-6), ce sont les
triterpénoides en particulier 1’azadirachtine qui fait 1’objet du plus grand nombre de travaux
en raison de ses propriétés insecticides. L’azadirachtine contenue dans les extraits de neem est
dosé par HPLC, équipé d’un détecteur UV a 215 nm, avec un gradient d’¢lution du solvant
eau/acétonitrile (Partie Expérimentale V.1.13), selon un protocole adapté des méthodes
décrites dans la littérature (Govindachari et al., 1990; Jarvis et al., 1999; Johnson et al., 1996;
Johnson et Morgan, 1997; Kaushik, 2002; Kumar et Parmar, 1996; Rengasamy ef al., 1993;
Silva et al., 2007; Warthen et al., 1984; Yamasaki et al., 1986).

L’extraction de 1’azadirachtine est réalisée dans un contacteur agité, sur les amandes broyées
0,5 ; 1 et 2 mm, avec un ratio solvant/amande de 5, pendant 3 heures et demi a 20, 30 et 40°C
(Partie Expérimentale V.1.13.1). Six solvants de polarité décroissante et le mélange
eau/éthanol sont comparés, et la purification de I’extrait pour le dosage de 1’azadirachtine est
adaptée a la nature de solvant (Partie Expérimentale V.1.13.1). Les résultats obtenus

montrent que :
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s Comme on pouvait s’y attendre, la diminution de la taille des particules d’amandes broyées
favorise le rendement d’extraction de I’azadirachtine (Figure II-10). Mais cet effet
d’augmentation de la surface d’échange solide-liquide, qui devra agir sur les cinétiques de

diffusion, reste peu sensible au bout de 3 heures et 30 minutes de temps de contact.

3,17

Rendement en azadirachtine (g/kg MS)

0
0,5 mm 2 mm (0,5 mm 2 mm (0,5 mm 2 mm (0,5 mm 2 mm (0,5 mm 2 mm [0,5 mm 2 mm (0,5 mm 2 mm
Eau Meéthanol Ethanol/Eau Ethanol Acétate Cyclohexane Hexane
(viv) d’éthyle

Amandes broyées : 50 g ; volume de solvant : 250 mL ; durée de [’extraction 3 heures et
demi ; température 30°C ; nombre d’extraction : 1

Figure I1-10 : Diagramme comparatif des rendements en azadirachtine des amandes broyées
a0,5mmeta2mm

m Parmi les solvants purs comparés, c’est le méthanol qui conduit aux meilleurs rendements
(Figure II-11). A 1’opposé, les solvants aprotiques apolaires (cyclohexane et hexane)
s’averent inefficaces pour 1’extraction de 1’azadirachtine, alors qu’ils le sont pour I’extraction
des lipides. La dé¢lipidation des graines par de tels solvants n’entrainera que peu
d’azadirachtine dans I’huile extraite. Un solvant aprotique de polarité intermédiaire comme
I’acétate d’éthyle permet une extraction partielle de 1’azadirachtine, mais avec des rendements
limités, tout comme 1’éthanol pur, malgré sa facult¢ a former des liaisons hydrogenes
(caractere protique). L’eau, solvant le plus protique et polaire ne conduit pas non plus a des
rendements d’extraction élevés ; pratiquement équivalents a ceux obtenus avec 1’éthanol. Ce
résultat peut étre attribué¢ a une mauvaise diffusion de I’eau dans les particules d’amandes

broyées, liée a la présence des lipides formant un effet barriere a la diffusion du solvant non
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miscible. Mais aussi au fait que 1’eau n’est pas un bon solvant de I’azadirachtine, dont les
paramétres de solubilité sur I’échelle de Hansen (Figure I-7) seraient beaucoup plus proches
de ceux du méthanol (on = 22,3 ; 6, = 12,3 ; € =33) que ceux de I’eau (onh =42,3 ;0,=16; €=
80), et qui conduit a des rendements d’extraction 5 fois plus ¢élevés qu’avec I’eau. Une méme
interprétation relative aux parameétres de solubilité et la polarit¢ du solvant pourrait étre
envisagée pour expliquer les rendements élevés obtenus avec les mélanges éthanol-eau, qui
sont pres de 4 fois plus élevés que ceux obtenus avec I’eau ou I’éthanol seul, la polarité de ces
mélanges étant intermédiaire avec celle des solvants purs, et plus proche de celle du méthanol.
Cependant, le peu d’effet sur les rendements de la proportion d’eau et d’éthanol dans les
mélanges, qui devrait agir sur leur polarité, indique aussi que d’autres phénoménes peuvent
intervenir dans 1’extraction, comme I’entraiment ou la co-extraction des lipides, sur laquelle

nous reviendrons un peu plus loin.
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Amandes broyées a Imm : 50 g ; volume de solvant : 250 mL ; durée de [’extraction 3 heures
et demi ; température 30°C, en une extraction

Figure II-11 : Rendement en azadiracthine des amandes de neem de quelques solvants

m A ’exception de 1’éthanol et du mélange eau-éthanol, I’augmentation de la température de

20 a 40°C n’agit pratiquement pas sur les rendements d’extraction de 1’azadirachtine, pour

93



tous les autres solvants (Figure II-12). Ce résultat apparait cohérent avec les données de la
littérature qui indiquent que ’azadirachtine est stable jusqu’a 50°C (Schmutterer, 1995) et
méme 60°C (Schiffers et al., 1997). L’effet d’'une augmentation de la température sur la
viscosité des solvants et leur polarité ne serait pas significatif au bout de 3 heures et demi de
temps de contact avec I’amande, pour lequel 1’équilibre d’extraction est pratiquement atteint
(Faye, 2010). Dans le cas de I’éthanol et du mélange eau-éthanol (50/50) par contre, une
diminution significative des rendements en azadirachtine est observée (prés de 50% en
moyenne) avec une ¢lévation de 20°C de la température, alors que dans I’eau, aucune
différence n’est observée. Ce résultat pourrait donc étre imputé au comportement de 1’éthanol
vis-a-vis de I’extraction des lipides, dont la solubilit¢ dans ce solvant augmente avec la
température (Leybros et Frémeaux, 1990). Et la polarit¢ du mélange éthanol/huile extraite
tendrait a diminuer, s’¢éloignant des caractéristiques propices a la solubilité¢ de I’azadirachtine.
Un phénomene similaire expliquerait la Iégere diminution de rendement entre 20 et 40°C dans
I’acétate d’éthyle. Ce phénoméne n’est pas observé dans le méthanol, bien que les lipides y

soient également solubles.
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Rendement en azadirahtine (g/kg MS)

20°C 40°C|20°C 40°C|20°C 40°C|20°C 40°C|20°C 40°C|20°C 40°C|20°C 40°C

Ethanol/Eau
(v/v)

Ethanol Acétate Hexane

d’éthyle

Cyclohexane

Eau ‘ Méthanol

Amandes broyées a Imm: 50 g ; volume de solvant : 250 mL ; durée de [’extraction 3 heures
et demi ; nombre d’extraction : 1

Figure I1-12 : Diagramme comparatif du rendement par solvant de I’azadirachtine a 20°C et
40°C
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En conclusion, 1’azadirachtine apparait comme un composé moyennement polaire, apte a
former des liaisons hydrogénes avec les solvants protiques, a travers des groupements
hydroxyles et esters dont la molécule est porteuse, mais dont le squelette carboxylique et la
présence de double liaison et de cycle furanique tempérent 1’hydrophilie (Figure I-5). Elle est
pratiquement insoluble dans les solvants apolaires, et donc dans les huiles, peu soluble dans

I’eau, mais soluble dans le méthanol.

L’extraction au méthanol des amandes ou des graines broyées a une granulométrie de 1 mm a
30°C pendant 3,5 heures, avec un ratio liquide/solide de 5, et répété 3 fois, conduit & un
rendement en azadirachtine de 2,24 g/kg de mati¢re séche de graines et de 4,22 g/kg de
matic¢re séche d’amande. Ces valeurs seront considérées comme les teneurs en azadirachtine
du lot de graines traité, trés peu d’azadirachtine proviennent des coques (Faye, 2010). Elles
sont cohérentes avec celles obtenues précédemment par Faye mais peuvent subir quelques

variations en fonction de 1’origine des lots.

11.4. Conclusion

La mise en place d’un schéma efficace de fractionnement des graines de neem et de dattier du
désert pour une valorisation de leurs constituants nécessite au préalable la connaissance de
leur composition. Les résultats du fractionnement analytique montrent que la graine de neem
comme celle de dattier du désert sont composées de trois fractions principales : fibres, lipides

et protéines.

m La fraction fibre, en majorité cellulosique, représente 44% de la matiére seéche de la graine
de dattier du désert et 68% de celle de neem. Ces fibres proviennent essentiellement des
coques (85% pour le dattier du désert et 92% pour le neem) et ceci est li€ a la nature fibreuse

de celles-ci (80% pour celles de neem et 90% pour celles de dattier du désert).

m La fraction lipidique des deux graines est localisée essentiellement dans 1’amande (97%
pour le neem et 80% pour le dattier du désert). Ces huiles sont composées majoritairement de
I’acide oléique (principal acide gras du neem, 41,91%), linoléique (principal acide gras du
dattier du désert, 37,58%), stéarique et palmitique. Ces deux huiles sont composées
essentiellement de triglycérides (97,69% pour I’huile de neem et 98,1% pour celle de dattier
du désert) et sont constituées majoritairement des acides gras stéarique-oléique-linoléique
(SOL) et palmitique-oléique-linol¢ique (POL). Les phytostérols (3,34 g/kg dans I’huile de

neem et 2,11 g/kg dans celle de dattier du désert) sont composés en majorité du B-Sitostérol et
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du Stigmastérol. Les tocophérols sont toutefois plus concentrés dans 1’huile de dattier du
désert (512,40 mg/kg) avec 1’a-tocophérol majoritaire (67,18%), que dans celle de neem
(338,70 mg/kg) avec le y-tocophérol majoritaire (68,88%).

m La fraction protéique des graines (12% pour le neem et 8,7% pour le dattier du désert)
provient essentiellement des amandes (24,5% de la matiére seche des amandes de neem et
27,8% de celle des amandes de dattier du désert) et sa composition en acides aminés est

caractéristique de celle des graines d’oléo-protéagineux.

Outre ces biopolymeéres, la graine de neem renferme de nombreux constituants d’origine
métabolique, du groupe des limonoides dont I’azadirachtine, la principale molécule
responsable des propriétés insecticides de cette graine, des composés volatils représentant

I’huile essentielle et des composés phénoliques en faible concentration.

Les essais d’extractibilité réalisés dans un contacteur agit¢ montrent que la réduction de la
taille des amandes broyées améliore les rendements d’extraction de 1’azadirachtine et que le
méthanol, aprés extraction et purification est le solvant qui conduit aux meilleurs rendements ;
il est suivi du mélange hydro-éthanolique. A ’exception de 1’éthanol et du mélange hydro-
¢thanolique, une augmentation de la température d’extraction (de 20 a 40°C) n’influence

quasiment pas les rendements de I’azadirachtine.

Ainsi, la connaissance de la composition en différents composants essentiels (fibres, lipides,
protéines, azadiracthine dans le cas du neem) et les caractéristiques des extraits de ces deux
graines dont certaines sont déja connues et fournies par la littérature, ouvre des perspectives
pour leur fractionnement. Le fractionnement en extrudeur bi-vis est adapté a la structure et la
composition de ces deux graines, et permettra de réaliser I’extraction des différentes
constituants ciblés. Il permet d’offrir en outre la possibilité de réaliser efficacement plusieurs

opérations unitaires, notamment de broyage, pressage, extraction et séparation solide-liquide.

Ainsi, la mise en ceuvre de I’extrudeur bi-vis et 1’utilisation de solvants naturels ou issus de la
biomasse pour le fractionnement de la graine de neem en vue d’une production simultanée

d’huile, d’azadirachtine et de raffinat d’extrusion pour leur valorisation serait innovante.

La suite de travaux sera orientée vers le fractionnement en extrudeur bi-vis de graine de neem
pour la mise en place d’un procédé qui permetra la production de trois fractions (huile, co-

extrait d’azadirachtine-lipide-protéine et d’un raffinat d’extrusion) pour leur valorisation.

La graine de dattier du désert pourra ainsi faire I’objet d’étude ultérieure.
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CHAPITRE III. ETUDE DES CONDITIONS DU FRACTIONNEMENT
DE LA GRAINE DE NEEM EN EXTRUDEUR BI-VIS

II1.1. Introduction

Les travaux antérieurs réalisés au Laboratoire de Chimie Agro-Industrielle sur le
fractionnement bi-vis de graines oléagineuses (Paragraphe 1-4, Tableau I-13) ont montré que
I’adaptation de la configuration et du profil de vis d’un extrudeur bi-vis permet de le mettre en

auvre

m Comme presse pour I’expression de I’huile des graines avec d’excellents rendements, de 80
a 85% dans le cas des graines de tournesol (Amalia Kartika et al., 2004a, 2004b; Dufaure et
al., 1999).

m Comme extracteur et séparateur solide-liquide avec I’eau comme solvant, conduisant a
I’extraction des lipides de la graine de tournesol sous forme d’une émulsion stabilisée par les

protéines hydrosolubles (Evon, 2008).

Dans le cas des graines de neem, des rendements en huile de 63% (Faye, 2010) sont atteints
dans un extrudeur bi-vis configuré comme une presse avec un profil de vis définissant trois
zones du fourreau : une zone d’alimentation, une zone de prétraitement trituration des graines
et une zone de filtration-pressage (Figure III-1). Ces rendements sont équivalents a ceux
obtenus avec une presse mono-vis, et tres peu d’azadirachtine est entrainée avec 1’huile
exprimée. L’injection d’eau dans la zone de trituration des graines de I’extracteur équipé du
méme profil fait apparaitre une nouvelle zone d’extraction solide-liquide par 1’eau, conduisant
au filtrat de pressage, a une émulsion eau dans I’huile. Des rendements en lipides extraits
proches de 70% sont atteints dont 76% sous forme d’émulsion apres clarification et
homogénéisation du filtrat d’extrusion. L’azadirachtine est alors extraite avec un rendement

supérieur a 80%, dont plus de la moitié est présente dans 1’émulsion stabilisée.

Notre objectif dans ce chapitre c¢’est d’étudier les conditions du fractionnement de la graine de
neem pour le choix d’une configuration et d’un profil de vis permettant la combinaison de

I’expression et I’extraction par solvant dans un extrudeur bi-vis.
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Graines

Zope de Introduc.:tlon Prétraitement et trituration des graines Pressage et filtration

traitement des graines

Module de 1 2 3 4 5 6 7

fourreau

Type de a Q| =] =

Vis* T2F C2F C2F § C2F C2F C2F LLL) 8 8 ‘é
> £

Longueur 100 100 50 | 50 100 100 100 [33(33]33] &

de vis (mm)

Pas de vis

(mm) ou 50 33 33 45° 33 25 16 2116 33

angle

v

] ) Filtrat huile
*Code de vis voir tableau 1.8.

Conditions opératoires . Température de consigne des fourreaux pour les modules 2, 3, 4, 5 et 6 :
60°C ; Débit de graines : 9,9 kg/h ; Vitesse de rotation des vis : 200 rpm

Figure I-1 : Configuration et profil de vis d’un extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21 mis
en ceuvre pour le pressage des graines de neem (Faye, 2010)

II1.2. Extraction par solvant de la graine de neem en extrudeur bi-vis

A partir des résultats précédents, une nouvelle configuration et un profil de vis adaptés a la

mise en ceuvre de solvant pour le fractionnement bi-vis des graines de neem est proposée.

I11.2.1. Configuration et profil de vis de I’extracteur bi-vis

L’extrudeur bi-vis mis en ceuvre pour cette étude est de type Clextral BC 21 (Figure II1-2). 11
est constitué d’un fourreau de 7 modules de 10 cm de longueur (longueur totale 70 cm) dans

lequel sont installées les deux vis co-rotatives et co-pénétrantes dont I’entre-axe est de 21 mm.
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Tuyauterie
/ d’alimentation
/ en solvant
Montage des
2 vis sur les

arbres

<4—— Vis dans le
fourreau

\ 4
A

Doseur Trémie de
pondérale I’alimentation
en solide

Undes 7
modules de
I’extrudeur

A

Filtre

A

Figure I11-2 : Photos de I’extracteur bi-vis de type Clextral BC 21

La configuration du fourreau de 1’extrudeur est choisie pour définir quatre zones (Figure III-

3):

Trémie d’alimentation
/ en graines Fourreau modulaire

Extrudat

! :

! |

Solvant i Filtrat '
—P— P« > e >
| | 1 , . . . i . '
cIi ) 1'Zonf ; ' Zonede ! Zone d’extraction solide-liquide : Zone de séparation !
| Amentations <t raitement | liquide-solide :
1 1

' en graines !

Figure III-3: Schéma simplifi¢ de la configuration de I’extrudeur bi-vis BC 21 pour
I’extraction par solvant des graines de neem
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m Une zone d’alimentation en graines dans le premier module de fourreau ouvert dans sa
partie supérieure (module 1). Les graines y sont introduites par gravité, par I’intermédiaire
d’une trémie alimentée par un doseur pondéral a vis du type KCL-KT20 (K-TRON SODER).
Les éléments de vis installés dans ce module (Figure I11-4) sont du type trapézoidal double
filet a large pas direct (T2F, 50 mm) assurant un bon avalement des graines dans le fourreau

et leur transport vers la seconde zone de traitement.

m La seconde est la zone de prétraitement des graines ; elle est constituée d’un module de
fourreau fermé et thermorégulé (module 2). Les ¢léments de vis installés sont du type double
filet conjugués C2F a pas direct décroissant (33 mm puis 25 mm) assurant le transport des
graines et leur premiére compression vers une série d’éléments malaxeurs bilobes (MAL 2 ou
BB) montés avec un angle positif de 45° pour favoriser le transport des graines (Figure III-
5). L’effet de cisaillement imposé par les malaxeurs bilobes provoque 1’éclatement des
graines et diminue la taille des particules d’amande sans favoriser la formation des fines
particules et 1I’expression de I’huile par compression radiale comme ce serait le cas en
présence de malaxeurs monolobes (MAL 0 ou DM) (Amalia Kartika et al., 2004a, 2004b;
Amalia Kartika, 2005).

\ /

|

Eléments de vis T2F T2F Eléments de vis C2F C2F | MAL2
Longueur (mm) 50 50 Longueur (mm) 25 25 50

Pas de vis (mm) 50 50 Pasdevis(mm)ou 33 | 55 | 450
) angle de montage

module 1 modulg 2

Photo Photos

Figure II1-4 : Profil de vis installé dans le Figure III-5 : Profil de vis installé dans
module 1 du fourreau de I’extrudeur bi-vis le module 2 du fourreau de I’extrudeur bi-
BC 21 : zone d’alimentation des graines vis BC 21 : zone de prétraitement des

graines
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m La troisiéme zone est celle de I’extraction solide-liquide. Elle est constituée par trois
modules de fourreau fermés et thermorégulés (modules 3, 4 et 5) (Figure I11-6). Le solvant
est injecté au début du module 3 par I’intermédiaire d’une pompe volumétrique de type K20-2
KAMP 112/16 (KDM). La séquence d’¢léments de vis installée dans cette zone est formée
d’une série de vis conjuguées double filet a pas direct décroissant (C2F 33 mm puis 25, puis
16) dans le module 3, de malaxeurs bilobes montés avec un angle de 90° (pas neutre) dans la
premicre partie du module 4, puis d’une autre série de vis C2F a pas direct et décroissant
(C2F 33 puis 25) dans la seconde partie du module 4 et dans le module 5. La présence de
malaxeurs bilobes en fin du module 2 dans lesquels les graines sont broyées mais aussi
convoyées vers 1’aval (montage des disques malaxeurs avec un pas positif) permet de limiter
la montée du solvant vers la zone d’alimentation en graines. L’apparition de ce phénoméne,
qui dépend de la configuration du fourreau et du profil de vis aval a la zone d’alimentation et
de prétraitement, mais aussi des débits de graines et de solvant (ratio solide/liquide), et de la
vitesse de rotation des vis (taux de remplissage du systéme fourreau-vis) définit une limite de
fonctionnement par I’engorgement de 1’extrudeur, qui est déterminée expérimentalement par
des essais préliminaires. En sortie du module 2, les graines broyées sont reprises par les vis a
large pas direct C2F 33 ou le solvant est injecté sur une matieére peu comprimée, et I’ensemble
est convoy¢ dans le module 3 par la succession des vis a pas direct décroissant. Dans ce type
de vis conjuguées a large ouverture longitudinale du canal, la matiére progresse axialement en
passant d’une vis a [’autre en suivant un trajet en huit ouvert avec un effet de mélange dans la
zone d’interpénétration des vis (Tayeb et al., 1991) (Figure II1-6). La diminution des pas de
vis favorise I’effet de mélange ; mais ce sont surtout les malaxeurs bilobes installés dans le
module 4 qui intensifient le contact du liquide et du solide : leur montage avec un angle de
90° (pas neutre) favorise I’accumulation du mélange soumis a un effet de cisaillement qui
déstructure le solide et augmente la pénétration du solvant. Le mélange, repris par des vis a
pas direct dans le module 4 par des vis a plus faible pas C2F 25 qui poursuivent la mise en

contact du solvant et des graines déstructurées.
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Eléments de vis C2F | C2F | C2F MAL2 C2F C2F C2F

Longueur (mm) 50 25 25 50 50 50 50
Pas de vis (mm) ou angle 33 25 16 90° 33 25 25
_demontage
module 3 | module 4 i module 5
Photos

Figure III-6 : Profil de vis installé dans les modules 3, 4 et 5 du fourreau de I’extrudeur bi-vis
BC 21 : zone d’extraction solide-liquide

m La quatrieme zone est celle de la séparation liquide-solide, constituée des modules 6 et 7
(Figure III-7). Le module 6 est un module ouvert, équipé dans sa partie inférieure de filtres
en demi-coquilles percées d’orifices de diamétre 0,5 mm a travers lesquelles un filtrat peut
s’écouler. Les vis a pas direct C2F et décroissant (25 puis 16 mm) montées dans ce module
sont arasantes a la surface du filtre de sorte que le solide ne s’y accumule pas, mais est
convoy¢ dans le module 7, ou il est pressé grace a la mise en place de vis a pas inverse CFC2
(-16 mm) ajourées. La matiere s’y accumule pour former un bouchon dynamique contre
lequel le mélange, convoyé par les vis a pas direct en aval, est pressé, libérant ainsi la phase
liquide qui s’écoule par les filtres du module 6. La matiere ainsi essorée par le pressage est

reprise par des vis a pas direct C2F 33 et convoyée vers la sortie du module 7 du fourreau.

\ . <7 I T < T 7R -
Eléments de vis Sl gl g1 9 g C2F | CFC2 | C2F
Longueur (mm) 25 | s | w25 | 25 | 25 25 50 25
Pas de vis (mm) ou angle de 25 | 25 | 25 16 | 16 16 16 33
montage

Module 6 module 7
Photos

Figure III-7 : Profil de vis installé dans les modules 5 et 6 du fourreau de 1’extrudeur bi-vis
BC 21 : zone de séparation liquide-solide
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Ainsi configuré avec ce profil de vis (Figure III-8), I’extrudeur bi-vis permet de réaliser en
continu les trois opérations de préparation de la matic¢re, d’extraction solide-liquide et de
séparation en un extrait (le filtrat) et le raffinat (I’extrudat) dans un seul appareillage. Mais a
la différence des configurations de profils étudiés précédemment (Figure I1I-1), la zone de
prétraitement est limitée a un seul module pour le broyage des graines, et la zone d’extraction
solide-liquide s’étend sur 3 modules avec intensification du contact entre le solvant et les

graines par la mise en place des malaxeurs bilobes.

Alimentation en

gl‘illﬂes Solvant
| 1
\ ( i Broyage i Extraction solide-liquide i Séparation liquide-solide
1 ! 1
N° Module 1 ' 2 : 3 4 5 | 6 7
Température ' :
°C) 30 30 30 30 30
- 5% o0 0§ BE 2 EEEE R D&
Type de vis T2F  T2F & & ; o © 09 <2< C2r C2F C2F 58388 & 5 ©
Longueurde 5, 50 v v 2 2 Q% 50 50 50 50 L4498 9% 89
vis (mm)
Pas de vis SR - e e o - oo o o O
(mm) ou 50 50 PANPS @ A = g 33 25 25 NN A= = = =
angle ' 1 —
Filtrat

Figure III-8 : Configuration et profil de vis de I’extrudeur bi-vis BC 21 pour I’étude de
I’extraction par solvant des graines de neem

I11.2.2. Comparaison des solvants pour I’extraction en extrudeur bi-vis

Bien que le méthanol conduise aux meilleurs rendements d’extraction de 1’azadirachtine des
amandes de graines de neem broyées dans un contacteur agité (Paragraphe 11.3.4.3), ce
solvant n’a pas été retenu car sa mise en ceuvre dans 1’extrudeur bi-vis pose problemes, en

particulier liés a sa toxicité.

Avec I’éthanol pur, les conditions de stabilité du fractionnement de 1’extrudeur bi-vis n’ont
pas pu étre atteintes et la séparation liquide-solide s’est avérée inefficace. L’extrudat est
obtenu sous forme d’une poudre finement broyée, de couleur brune sombre. Ce résultat peut

étre imputé au faible pouvoir solvatant de 1’éthanol vis-a-vis des principaux constituants de la
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graine dans leur état d’assemblage natif. Ainsi, méme a partir de ’amande finement broyée,
les rendements d’extraction des lipides et de I’azadirachtine au bout de trois heures de contact
dans un contacteur agité sont faibles (Paragraphe 11.3.4.3). Bien que dans I’extrudeur bi-vis,
I’impact des phénomeénes de limitation diffusionnelles du solvant dans le solide soit limité par
la qualité¢ du mélange solide-liquide, le mauvais pouvoir solvatant de 1’éthanol défavorise la
plastification des biopolymeéres de la graine, d’autant plus qu’il mobilise le peu d’eau qu’elle
contient (de I’ordre de 5% d’humidité dans la graine). La rigidit¢ des assemblages, en
particulier fibreux, en est augmentée et sous I’effet des contraintes de cisaillement imposées
par les malaxeurs et surtout les contre-filets de pressage, le broyage de la matiére est favorisé.
Le mélange solvant-solide broyé n’est pas suffisamment texturé pour former un bouchon
dynamique efficace permettant le pressage et la séparation liquide-solide. Méme avec un
contre filet plus long et des ratios liquide/solide plus élevés, les conditions de séparation
liquide-solide n’ont pas pu étre atteintes. Par ailleurs, sous 1’effet des phénomenes de friction
du solide dans la zone des contre-filets, le mélange s’auto-échauffe jusqu’a des températures
favorisant la dégradation des constituants comme en témoigne la forte coloration brune-noire
des extrudats. Cette ¢élévation de température risque aussi de favoriser I’évaporation de

I’éthanol.

La présence d’une proportion d’eau suffisante dans 1’éthanol résout ce probleme. En effet,
pour une température de consigne des fourreaux thermorégulés limitée a 30°C, une vitesse de
rotation des vis a 150 rpm, un débit de graines de 4 kg/h et un débit de solvant injecté au
module 3 de 6 kg/h, les essais réalisés avec des taux d’éthanol dans 1’eau de 0, 25, 50, et 75%
massique dans 1’extrudeur bi-vis BC 21 en configuration d’extracteur solide-liquide (Figure
III-8) ont conduit au fractionnement des graines de neem en un filtrat et un extrudat (Tableau

I1-1).
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Tableau III-1 : Fractionnement des graines de neem par extraction aqueuse et hydro-
éthanolique en extracteur séparateur bi-vis BC 21

Essai 9 10 7 6
o Eau 75% Eau 50% Eau 25%
Solvant Eau100% g ipanol 25%  Ethanol 50%  Ethanol 75%
. ) (kg/h) 4,05 3,94 3,84 3,98
Débit de graines
(kg MS/h) 3,80 3,69 3,60 3,73

Débit de solvant (kg/h) 6 6,05 6,05 5,90
Débit du filtrat (kg/h) 7,402 7,51 7,22 7,036
MS du filtrat (%) 25,83 25,18 23,32 23,32
Débit MS au filtrat (kg/h) 1,912 1,891 1,684 1,641
Débit d’extrudat (kg/h) 2,764 2,578 2,67 2,814
Matiére seche extrudat (%) 68,29 69,96 71,67 74,14
Débit MS d’extrudat (kg/h) 1,888 1,804 1,914 2,086

(g % g maticre
Rendement entrée extrudeur) 73,6 75,1 73 71,24

o ;

filtrat (g % g MS entrée 50.3 512 46.8 43,9

extrudeur)

(g % g maticre
Rendement entrée extrudeur) 274 258 27 28,3

A o ;

extrudat (g % g MS entrée 49,7 48.8 53.0 55.9

extrudeur)

Conditions opératoires : Température du fourreau 30°C; Vitesse de rotation des vis 150 rpm;
Configuration et profil de vis (voir Figure I1I-8)

Dans tous les cas, la séparation liquide-solide est tres efficace, avec une matiere seche de
I’extrudat qui augmente de 68 a 74% lorsque la proportion d’éthanol dans I’eau augmente.
Cette augmentation n’est pas liée a une perte de solvant puisque les bilans massiques en
maticres brute et séche sont pratiquement tous bouclés, mais au fait que la proportion de
matiere séche extraite au filtrat diminue avec le taux d’éthanol croissant dans le solvant

(Figure II1-9).
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W Filtrat brut (%) OExtrudat (%)

100
90 —
80 —
20 50 49 53 -

60 —
50
40
30
20
10

% Matiére séche

Eau 75% Eau 50% Eau 25%
Eau 100% Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%

Conditions opératoires (voir Tableau I1I-1)

Figure II1-9 : Evolution de la séparation : rendements en mati¢re seche au filtrat brut et a
I’extrudat en fonction du taux d’éthanol dans le solvant

Ce résultat pourrait étre li¢ a la moindre affinité de 1’éthanol vis-a-vis de certains constituants
de la graine, en particulier des protéines, mais aussi au fait que les processus de
fractionnement dans I’extrudeur bi-vis ne sont pas ceux d’une simple solubilisation des

constituants dans le solvant comme le cas d’un contacteur agité.
I1I1.2.2.1. Influence de la proportion d’éthanol dans ’eau sur I’extraction des
constituants en extracteur-séparateur bi-vis

L’analyse de la composition des extrudats obtenus par extraction bi-vis aux différents taux
d’¢éthanol dans 1’eau (Tableau III-2) permet de calculer les rendements en constituants dans

I’extrudat (Tableau III-3), et par différence a ceux de ’extraction séparation dans le filtrat.
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Tableau III-2: Composition des extrudats obtenus par extraction aqueuse et hydro-
¢thanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

Essai 9 10 7 6
Solvant Eau 100% Etﬁiﬁ(ﬂszoﬁ% Et]flgﬁiosog)% Et];:lzllllozls;g)%
Matiere seéche (%) 68,3 70 71,7 74,1
Lipides (% MS) 5,1 5,0 5,4 7,6
Protéines (% MS) 6,3 6,7 9,9 12,0
Autres constituants (% MS) 88,6 88,3 84,7 80
Azadirachtine (g/kg MS) 0,77 0,82 0,64 0,54

Conditions opératoires (voir Tableau IlI-1)

Tableau III-3 : Rendements en constituants dans I’extrudat obtenu par extraction aqueuse et

hydro-éthanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

Essai 9 10 7 6
Solvant Eau Eau 75% Eau 50% Eau 25%
100%  Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%
Entrée graines
Débit brut graines (kg/h) 4,05 3,94 3,84 3,98
Débit MS graines (kg/h) 3,80 3,69 3,60 3,73
Débit lipides (kg/h) 1,186 1,153 1,123 1,164
Débit protéines (kg/h) 0,460 0,447 0,435 0,451
D¢ébit fibres (kg/h) 1,672 1,623 1,584 1,641
Débit azadirachtine (g/h) 8,511 8,276 8,058 8,349
Sortie extrudat
Débit extrudat brut (kg/h) 2,764 2,578 2,67 2,814
D¢ébit extrudat sec (kg/h) 1,888 1,804 1,914 2,086
Débit solvant de I’extrudat (kg/h) 0,876 0,774 0,756 0,728
Débit lipides (kg/h) 0,096 0,090 0,103 0,159
Débit protéines (kg/h) 0,119 0,121 0,190 0,251
Débit autres constituants (kg/h) 1,673 1,593 1,621 1,676
D¢ébit azadirachtine (g/h) 1,45 0,820 1,22 1,127
Rendements a I’extrudat
L\1p1des (g % g lipides graine 8.12 7.8 9.18 13,7
seche)
P‘rotemes (g % g protéines graine 25.83 27 43.63 55.6
séche)
Au‘Fres c‘onstltuants (g % g autres 77.67 76,22 83.3 79.24
graine séche)
Azadirachtine (g % g azadirachtine 17,08 17.9 15.2 13,5

graine séche)

Conditions opérations (voir Tableau III-1)
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m La teneur en lipides des extrudats, qui augmente légerement avec le taux d’éthanol dans
I’eau est de 5,7 a 3,8 fois plus faible que dans la graine de neem. Et par différence avec les
rendements en lipides dans 1’extrudat, de 92 a 86% des lipides introduits sont séparés au
filtrat. Or, dans le cas de I’extraction des amandes broyées en contacteur agité, les rendements
d’extraction en lipides sont limités a 10% dans I’eau, 12% dans le mélange éthanol-eau en
proportion équivalente, et 16% dans 1’éthanol. Ce qui est cohérent avec leur faible pouvoir
solvant des lipides. Dans I’extracteur-séparateur bi-vis, les lipides sont donc entrainés et
séparés au filtrat, non sous forme de soluté dans le solvant, mais sous forme d’une phase

liquide dispersée dans le filtrat.

m Les lipides ne sont pas les seuls constituants extraits et séparés au filtrat. En effet, la teneur
en protéines des extrudats décroit de 12% avec le mélange majoritaire en éthanol, valeur
équivalente a celle de la graine, a pres de la moitié (6,3%) avec 1’eau seule comme solvant. Ce
résultat apparait cohérent avec la moindre solubilit¢ des protéines dans 1’éthanol : les trois
quart de la fraction protéique sont séparés au filtrat dans 1’eau ou le mélange a 25% d’éthanol,

pour moins de la moiti¢ dans le mélange majoritaire en éthanol.

m Les extrudats obtenus sont constitués majoritairement d’une fraction non lipidique et non
protéique : 88% de la matiére seche avec 1’eau ou le mélange a 25% d’éthanol, et 85 a 80%
respectivement dans les mélanges a 50 et 75% d’éthanol. Cette fraction est essentiellement
constituée de fibres des graines : 44% de fibres insolubles dans la graine y représentent 76%
de la fraction non lipidique et non protéique. Les débits des constituants non lipidiques et non
protéiques dans les extrudats sont trés voisins des débits de fibres introduits avec la graine, et
le dosage des huiles insolubles dans un extrudat confirme qu’elles représentent plus de 80%
de la matiere seche. Ce résultat est cohérent avec le fait que les fibres pariétales ne sont pas ou
trés peu solubles dans ’eau et 1’éthanol. Ainsi, le rendement en autres constituants extraits et
séparés au filtrat, compris entre 16 et 24%, correspondrait essentiellement aux composés
solubles autres que lipidiques, protéiques ou fibreux, qui représentent 14,65% de la matiere

séche des graines.

m Parmi ces composés minoritaires, 1’azadirachtine est effectivement extraite, d’autant plus
que le solvant est riche en éthanol : de 86,5% (dans le mélange a 75% d’éthanol) a 83% (dans
I’eau) de I’azadirachtine introduite avec les graines sont extraits et séparés au filtrat, par

différence avec les rendements a 1’extrudat.
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En conclusion, le fractionnement des graines de neem dans I’extrudeur bi-vis conduit a un
raffinat sous forme d’un extrudat de nature essentiellement fibreuse, délipidé (5% de lipides
résiduels), partiellement déprotéiné (6% de protéines résiduelles), ne contenant au plus que
moins de 0,8 g/kg d’azadirachtine. La présence d’éthanol dans I’eau, au-dela de 25% favorise
I’extraction de 1’azadirachtine et diminue légérement le rendement en lipides entrainés au
filtrat. Mais c’est surtout le rendement en protéines séparées au filtrat qui chute avec une
proportion croissante d’éthanol (Figure III-10). Ces différences de comportement des

constituants vis-a-vis du solvant se traduisent sur la composition des filtrats.

—&— Azadirachtine (%) = Lipides (%)
—— Protéines (%) =— Autres constituants (%)
100
g0 B— — ——
—_ L 1 : }.
X 80 7 B
N’ .
= 70
%]
g 60
g 50 -
40
30
0% 25% 50% 75%
Taux d'éthanol dans 1'eau

Conditions opératoires (voir Tableau IlI-1)

Figure III-10 : Rendements en constituants dans les filtrats obtenus par extraction aqueuse et
hydro-éthanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

111.2.2.2. Influence de la proportion d’éthanol dans I’eau sur la répartition des

constituants dans le filtrat d’extraction-séparation des graines de neem en extrudeur bi-vis

Les filtrats bruts obtenus par extraction-séparation en extrudeur bi-vis des graines de neem,
dont la composition varie en fonction du taux d’éthanol dans 1’eau (Tableau III-4) sont des
milieux hétérogenes opaques et colorés (Photo Figure ITI-11) associant plusieurs phases non
miscibles. La clarification des filtrats bruts par centrifugation et filtration (Figure III-11) fait
apparaitre une phase insoluble dont les proportions varient sensiblement en fonction du taux

d’éthanol dans 1’eau (Tableau I1I-5 et I11-6).
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| CENTRIFUGATION: :_
: Centrifugeuse type Sigma 6-16K, 2000 g, 20°C, 10 min |

HOMOGENEISATION HAUTE PRESSION: |
Homogénéisateur APV 1000, 2 cycles a 300 bars

| CENTRIFUGATION: |
: Centrifugeuse type Sigma 6-16K, 9000 g, 6°C, 15 min l|

:_Phase liquide solvant | | Emulsion |

e o ¢ o ¢ o

Figure III-11 : Protocole analytique de séparation du filtrat brut obtenu apres fractionnement
des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21
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Tableau III-4 : Rendements et composition des filtrats bruts obtenus par extraction aqueuse
et hydro-éthanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

Essai 9 10 7 6

Eau Eau 75% Eau 50% Eau 25%

Solvant 100%  Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%

Entrée extrusion

Débit MS graines (kg/h) 3.8 3,69 3,60 3,73

Débit solvant (kg/h) 6 6,05 6,05 5,90

Sortie filtrat brut

Débit filtrat brut (kg/h) 7,402 7,51 7,22 7,036
Débit filtrat sec (kg/h) 1,912 1,891 1,684 1,641
Débit solvant du filtrat (kg/h) 5,49 5,619 5,536 5,395
Débit lipides (kg/h) 1,09 1,063 1,020 1,005
Débit protéines (kg/h) 0,341 0,326 0,765 0,20

Débit autres constituants (kg/h) 0,481 0,497 0,421 0,439
Débit azadirachtine (g/h) 7,061 6,797 6,838 7,222
Rendements au filtrat brut

g filtrat brut sec % g graine séche 50,31 51,24 46,77 43,99
g solvant % g solvant 87,84 89,19 87,87 87,72
g lipides % g graine séche 28,68 28,8 28,33 26,94
g lipides % g lipides graine 91,9 92,19 90,82 86,34
g protéines % g graine seche 8,97 8,83 6,8 5,36

g protéines % g protéines graine 74,13 72,93 56,32 44,34
g‘autres constituants % g graine 12,65 13.46 8,69 11,77
séche

f&‘?&iﬁ;&gsg“;“ii?s % g autres 22,33 23,78 16,18 20,75
g azadirachtine % kg graine seche 1,88 1,842 1,899 1,936
grzﬁgirachtine % kg azadirachtine 82.96 82.13 84.85 86.50
Composition filtrat brut

Matiére seche (%) 25,8 25,18 23,32 23,32
Lipides (% MS) 57 57,21 60,57 61,24
Protéines (% MS) 17,80 17,24 14,55 12,19
Autres constituants (% MS) 25,15 26,28 24,99 26,75
Azadirachtine (g/kg MS) 3,69 3,594 4,06 4,401
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Tableau III-5 : Répartition et rendements de la clarification des filtrats bruts obtenus par

extraction aqueuse et hydro-éthanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis

BC 21
Essai 9 10 7 6
Solvant Eau Eau 75% Eau 50% Eau 25%
100% Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%
Entrée extrusion
Débit MS graines (kg/h) 3,8 3,69 3,60 3,73
Débit solvant (kg/h) 6 6,05 6,05 5,9
Sortie filtrat clarifié
Débit filtrat clarifié (kg/h) 3,937 4,088 4,198 3,731
Débit matiere séche (kg/h) 0,908 0,968 0,833 0,644
Débit solvant (kg/h) 3,029 3,04 3,365 3,087
Sortie phase insoluble
Débit total (kg/h) 3,46 3,42 3,02 3,30
D¢ébit matiére seche (kg/h) 1,07 0,96 0,85 1,12
Débit solvant (kg/h) 2,39 2,46 2,17 2,18
Rendement phase insoluble
g‘phase insoluble séche % g graine 28.16 26,61 23.61 30,09
séche
: : o
% rpl)llzase insoluble séche % g filtrat 46,7 45,5 418 46.9
E rﬂ?zsei insoluble seche % g filtrat 55.9 50,7 50.5 68.2
g solvant % g solvant entrée 38,2 39 34,5 34,9
g solvant % g filtrat brut 32,3 32,7 30,03 39,4
g solvant % g solvant filtrat brut 43,5 43,8 39,2 40,4
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Tableau III-6 : Composition et rendements en constituants séparés dans la phase insoluble
issue de la clarification des filtrats bruts obtenus par extraction aqueuse et hydro-éthanolique
des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis

Essai 9 10 7 6

Eau Eau 75% Eau 50% Eau 25%

Solvant 100% __ Ethanol 25% _Ethanol 50% _Ethanol 75%

Composition phase insoluble

Matiere seche (%) 30,92 28,07 28,14 33,9
Lipides (% MS) 52,33 38,85 32,70 50,17
Protéines (% MS) 17,75 15,31 17,29 19,01
Autres constituants (% MS) 29,9 45,83 50 30,88
Azadirachtine (g/kg MS) 1,03 1,32 0,97 0,97
Rendements phase insoluble
g lipides % g graine séche 14,73 10,1 7,72 15,07
g lipides % g lipides filtrat brut 51,37 35,09 27,25 55,92
g lipides % g lipides graine séche 47,21 32,35 24,75 48,28
g protéines % g graine seche 5 4 4,1 5,7
g protéines % g protéines filtrat brut 55,72 45,09 60 83,5
L 0 &1 .
g‘protelnes % g protéines graine 413 32.9 33.8 4722
seche
: : :
g‘autres constituants % g graine 8.42 11,92 11.8 9,25
seéche
3 0
g autr.es constituants % g autres 66.52 88.53 100 78.6
constituants filtrat brut
] 0
g autr.es constltu‘ants‘A) g autres 14,85 21,05 20.8 16,31
constituants graine séche
g azadirachtine % kg graine seche 0,289 0,342 0,228 0,296
: P . .
g azadirachtine % kg azadirachtine 15,58 18,58 11,99 15
filtrat brut
. s : :
g azadirachtine % kg azadirachtine 12,92 15,26 10,17 12,98

graine seche

& La proportion massique de phase insoluble séparée par clarification du filtrat brut
(centrifugation + filtration du surnageant) varie relativement peu avec le taux d’éthanol dans
I’eau (de 1’ordre de 5%) (Figures III-12), tout comme celle de solvant entrainé dans cette
phase (proche de 3%), qui représente entre 39 et 43% de la masse de solvant présente dans le
filtrat brut et de 35 a 39% du solvant introduit dans I’extrudeur. Ainsi, cette phase insoluble

est fortement solvantée avec pres de 70% d’eau en 1’absence d’éthanol et 64% de solvant dans
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le cas des mélanges a 75% d’¢thanol. Parallelement, le solvant dans le filtrat clarifié

représente de 40 a 47% du filtrat brut et 50 a 56% du solvant introduit dans 1’extrudeur.

B MS phase insoluble @ Solvant dans phase insoluble
I MS filtrat clarifié Lt Solvant dans filtrat clarifié
100 T A o T o
90 ! ' ! i : i
. 80 ! ! ' i : i
g 70 ! 55,53 ! | 60,78 | i 57,22 1
= ] i ] i !
ER I T s
= 50 1 i ! i : i
= ! ] ]
e 40 B : P 9,14 !
°\° 30 ' 11,54 1
o0
20
10
0
Eau 75% Eau 50% Eau 25%
Eau 100% Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%

Figure ITI-12 : Répartition des phases des filtrats bruts obtenus par extraction aqueuse et
hydro-éthanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

€ La proportion de matiere séche séparée dans la phase insoluble varie de 56 a 50 % de la
matiere seche extraite au filtrat brut par I’eau et les mélanges d’éthanol 25% et 50% ; mais en
milieu éthanol majoritaire (75% d’éthanol dans I’eau, soit 1,38 mole d’eau par 1,63 mole
d’éthanol), nettement plus de maticre seche est précipitée : 68% de la maticre séche du filtrat

brut (Figures I1I-13 et I11-14).
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B MS phase insoluble ~ OMS filtrat clarifié
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Eau 75% Eau 50% Eau 25%
Eau 100% Ethanol 25%  Ethanol 50% = Ethanol 75%

Figure III-13 : Répartition de la maticre seche des filtrats bruts obtenus par extraction
aqueuse et hydro-éthanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

@ Lipides dans phase insoluble @ Protéines dans phase insoluble
W Autres constituants dans phase insoluble Lipides dans filtrat clarifié

B Protéines dans filtrat clairifié & Autres constituants dans filtrat clarifié
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Figure III-14 : Composition de la matiere seche des filtrats bruts obtenus par extraction
aqueuse et hydro-éthanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

La composition de la mati¢re séche de la phase insoluble varie significativement en fonction

de la teneur en éthanol du solvant (Tableau III-6).
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€ Sa teneur en lipides diminue avec le taux d’éthanol croissant tant que I’eau reste le
solvant majoritaire (50% d’éthanol dans I’eau correspond encore a 2,77 moles d’eau pour 1,08
mole d’éthanol), mais elle augmente dans 1’éthanol majoritaire. Et le rendement en lipides
séparés dans la phase insoluble décroit de la moiti¢ (50,7%) des lipides contenus dans le filtrat
brut en 1’absence d’éthanol, a pres du tiers (35% pour 25% d’éthanol, 8 moles d’eau pour une
mole d’éthanol) et moins du tiers (31%) pour 1’éthanol 50% ; mais dans I’éthanol majoritaire
le rendement en lipides est de 56% : plus de lipides sont entrainés dans la phase insoluble

séparée par centrifugation bien qu’un peu moins aient été extraits et séparés au filtrat brut.

€ Sa teneur en protéines varie relativement peu en fonction du taux d’éthanol et reste
comprise entre 15 et 19% de la matiére séche. Bien que la quantité de protéines des graines de
neem extraite et séparée au filtrat brut tende a diminuer avec le taux d’éthanol dans I’eau (de
73% pour 25% d’éthanol a 44% pour 75% d’éthanol), le rendement en protéines précipitées
dans la phase insoluble augmente (de 45% pour 25% d’éthanol a 83% pour 75% d’éthanol).
Dans I’eau, moins de 45% des protéines du filtrat brut restent dans le filtrat clarifié, alors que
dans I’éthanol majoritaire, la quasi-totalité des protéines extraites sont précipitées dans la

phase insoluble.

@ Par différence, la teneur en constituants autres que lipidiques et protéiques est la méme
dans I’eau et 1’éthanol majoritaire (30% de la matiere seche), mais est plus élevée dans les
mélanges a 25 et 50% d’éthanol dans 1’eau (respectivement 46 et 50% de la matiere seche).
L’augmentation du taux d’éthanol dans I’eau de 0 a 50% favorise leur séparation dans la
phase insoluble (66,5% dans ’eau, 88 et 100% dans les mélanges a 25 et 50% d’éthanol) ;

alors que dans I’éthanol majoritaire, le rendement est un peu plus faible (79%).

€ La proportion d’azadirachtine entrainée dans la phase insoluble reste trés minoritaire :
de 12 a 18,6% par rapport a 1’azadirachtine présente dans le filtrat brut, ce qui représente de

10 a 15% de I’azadirachtine présente dans la graine.

Ainsi, le couplage du fractionnement bi-vis des graines de neem en extracteur-séparateur avec
une opération de clarification du filtrat brut permet d’obtenir trois fractions : la fraction
raffinat solide, la fraction phase insoluble du filtrat brut et la fraction filtrat clarifié, dont la
proportion (Figure III-15) et la composition en matiere séche dépend du taux d’éthanol dans

I’eau.
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OMS phase insoluble ~ EMS filtrat clairifié =~ OMS extrudat
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Figure III-15 : Rendement en matiére séche de la graine dans les trois fractions (extrudat,
phase insoluble et filtrat clarifi¢) obtenues par extraction aqueuse et hydro-éthanolique des
graines en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

I11.2.3. Conclusion sur le fractionnement des graines de neem en extrudeur bi-vis

par extraction et séparation en solvant aqueux et hydro-alcoolique

Dans la configuration et le profil choisi (Figure I1I-8), I’extrudeur bi-vis BC 21 fonctionne
bien comme un extracteur-séparateur dans lequel plusieurs opérations élémentaires de
fractionnement des graines sont combinées. Et le couplage du fractionnement bi-vis avec une
opération de clarification du filtrat brut permet d’obtenir trois fractions (Figure III-16) dont
la composition (Figure III-17) et les rendements en constituants (Figure II1-18 et I111-19)

dépendent du taux d’éthanol dans 1’eau.
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Graines de neem

l Solvant
|j Extraction-séparation en extrudeur bi-vis — Extrudat
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raffinat solide

Filtrat brut
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Fraction phase insoluble <« Centrifugation |
; Filtration ;

Fraction
filtrat clarifié

Figure I1I-16 : Schéma de fractionnement des graines de neem par extraction-séparation en
extrudeur bi-vis et clarification du filtrat brut
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Figure III-17 : Rendements en matiere seche, lipides, protéines et autres constituants dans
I’extrudat, la phase insoluble et le filtrat clarifi¢ obtenus par extraction aqueuse et hydro-
¢thanolique des graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21
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Figure III-18 : Rendements en lipides, protéines et autres constituants dans 1’extrudat, la
phase insoluble et le filtrat clarifié obtenus par extraction aqueux et hydro-éthanolique des
graines de neem en extrudeur-séparateur bi-vis BC 21
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[ ;e
I HOMOGENEISATION HAUTE PRESSION:
| Homogénéisateur APV 1000, 2 cycles a 300 bars

I CENTRIFUGATION: I
: Centrifugeuse type Sigma 6-16K, 9000 g, 6°C, 15 min |

I FILTRATION : |
L Toile nylon maille 50 pm Jl

/ XA ............... _

i Phase liquide solvant I

Taux d’émulsion MS Rendement
s . . émulsion (g MS Taux de filtrat
Solvant (g d’émulsion % g  Emulsion , . et o
filtrat clarifié) (%) émulsion A{ g MS clarifié (%)
___________________________________ filrat clarifi¢) |

Eau 100% 27,45 71,9 89,5 72,55
Eau 75%

Ethanol 25% 052 67,8 w1 048
Eau 50%

Ethanol 50% 34,50 52,5 90,9 65,50
Eau 25%

Ethanol 75% 19,24 69,2 94,7 80,76

Figure III-19: Rendements des émulsions stabilisées par homogénéisation des filtrats
clarifiés obtenus par extraction aqueuse et hydro-éthanolique des graines de neem en
extracteur-séparateur BC 21

II1.2.3.1. La fraction raffinat solide

Les graines de neem entiéres introduites sont broyées, et en sortie d’extrudeur, le raffinat
solide que constitue I’extrudét contient 12 a 14% de solvant introduit et représente 50 a 56%
de la matiere seche des graines introduites et de 73 a 76% des constituants non lipidiques et

non protéiques des graines entieres. Il est constitué par des fibres ligno-hémicellulo-
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cellulosiques insolubles (a prés de 80% dans le cas de I’eau seule comme solvant) provenant

essentiellement des coques des graines.

L’opération ainsi réalisée dans 1’extrudeur bi-vis pourrait étre comparée a un broyage-
tamisage des graines (Paragraphe 11.3.1, Figure II-3 et II-5) séparant ’amande de la coque
qui représente chacune prés de la moitié¢ de la graine seche. Remarquons cependant qu’en
milieu fortement hydraté (rapport eau/graine séche =1,65), le broyage des graines dans
I’extrudeur bi-vis s’accompagne d’une action de défibrage de la coque, réalisée
principalement dans le contre-filet de la zone de pressage en aval du filtre. En effet, plus de
90% des particules dans 1’extrudat, de nature essentiellement fibreuse, sont de taille inférieure
a 1 mm, et bien que plus de 35% soient inférieure au diametre de 1’orifice du filtre (0,5 mm),
trés peu d’entre elles sont entrainées au filtrat. Il en est de méme dans les mélanges hydro-
¢thanoliques, jusqu’a 75% d’éthanol pour lesquels I’effet d’une augmentation du taux
d’éthanol se traduit par le fractionnement de I’amande de la graine et ’entrainement de ses

constituants dans le filtrat.

111.2.3.2. La fraction phase insoluble du filtrat brut

Avec I’eau comme seul solvant, le broyage des graines dans la premicre zone du fourreau de
I’extrudeur bi-vis se poursuit en milieu hydraté avec un rapport eau/graine seche de 1,65
(mélange a 62% d’humidité) dans la seconde zone de malaxage, et le pressage efficace du
mélange dans les contre-filets permet d’obtenir en sortie du module de filtration un filtrat brut
contenant 50% de la mati¢re séche des graines, 92% des lipides, 74% des protéines et 82,5%
de I’azadirachtine qu’elles contiennent. L’opération ¢élémentaire ainsi réalisée dans
I’extrudeur bi-vis peut étre comparée a une extraction-séparation des constituants lipidiques et
protéiques ainsi que de 1’azadirachtine de I’amande, qui représentent 97% des lipides, 92,5%

des protéines et la quasi-totalité de 1’azadirachtine contenue dans la graine entiére.

Remarquons cependant que la taille des orifices du filtre de I’extrudeur bi-vis (0,5 mm de
diamétre) permet I’entrainement d’une fraction insoluble dans le filtrat brut aqueux, séparable
par centrifugation (2000 g) et filtration (maille de 50 pm). Elle représente pres de 28% de la
matiere seche des graines, soit 55% de celle extraite et séparée au filtrat, dans 38% de I’eau
introduite et 43% de 1’eau du filtrat brut. Le séchage de cette phase insoluble conduira a un

premier extrait dont la composition (52% de lipides, 18% protéines et 30% d’autres
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constituants) 1’apparente a une farine d’amande (49% de lipides, 24,5% de protéines et 26,5%

d’autres constituants).

Bien que la structure de 1’association des protéines et des lipides n’ait pas été €lucidée,
I’entrainement d’une partie de I’amande sous forme d’une fraction de fines particules
insolubles, de taille comprise entre 50 et 500 um et de composition lipidique et protéique
analogue a une farine d’amande permet de comparer 1’opération élémentaire ainsi réalisée
dans I’extrudeur bi-vis a un broyage de I’amande de la graine en milieu humide. Mais le
couplage de 1’opération de broyage de la graine avec celle de séparation liquide-solide dans
I’extrudeur bi-vis conduit en fait & un extrait aqueux de I’amande légérement enrichi en
lipides et appauvri en protéines, avec un ratio massique protéines/lipides de 0,335, un peu plus

faible que celui d’une farine d’amande (voisin de 0,5).

La fraction phase insoluble du filtrat brut est alors pratiquement de méme composition, tout
comme celle restante sous forme de dispersion dans le filtrat clarifié, avec le méme ratio

protéines/lipides (voisin de 0,33) (Tableau II1-7).
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Tableau III-7 : Composition des différentes phases obtenues par fractionnement aqueux et
hydroalcoolique des graines de neem en extrudeur bi-vis BC 21

Essai 9 10 7 6
Solvant Eau Eau 75% Eau 50% Eau 25%
100% Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%
Extrudat
Matiere seche (%) 68,3 70 71,7 74,1
Solvant (%) 31,2 30 28,3 25,9
Lipides (% MS) 5,1 5,0 5,4 7,6
Protéines (% MS) 6,3 6,7 9,9 12
Autres constituants (% MS) 88,6 88,3 84,7 80,3
Azadirachtine (g’kg MS) 0,77 0,82 0,64 0,54
Filtrat brut
Matiere seche (% MS) 26,2 25,5 233 233
Solvant (% MS) 73,8 74,5 76,7 76,7
Lipides (% MS) 53,1 52,3 56,3 56,6
Protéines (% MS) 17,8 17,2 14,6 12,2
Autres constituants (% MS) 29,1 30,4 29,1 31,2
Azadirachtine (% MS) 3,69 3,59 4,05 4.4
Protéines/Lipides 0,335 0,33 0,26 0,21
Phase insoluble
Matiere seéche (%) 30,9 27,9 28,11 33,8
Solvant (%) 69,1 72,0 71,9 66,2
Lipides (% MS) 52,4 39 32,7 50,3
Protéines (% MS) 17,7 15,3 17,2 19,0
Autres constituants (% MS) 29.9 45,7 50,1 30,7
Azadirachtine (g/kg MS) 1,03 1,32 0,97 0,97
Protéines/Lipides 0,337 0,39 0,52 0,377
Filtrat clarifié
Matiere seche (% MS) 22,1 23,4 19,9 13,9
Solvant (%) 78,9 76,5 80,1 86,0
Lipides (% MS) 54,0 65,7 80,3 67,9
Protéines (% MS) 18,0 19,15 11,8 0
Autres constituants (g/kg MS) 28,0 15,2 7,8 32,2
Protéines/Lipides 0,333 0,29 0,146 0

De facon simplifiée, le fractionnement aqueux des graines de neem en extrudeur bi-vis
pourrait donc étre représenté comme la succession et la combinaison des opérations

¢élémentaires suivantes :
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1. Le broyage des graines et de I’amande en milieu hydraté dans les deux premiéres zones du
fourreau de I’extrudeur qui provoque la rupture des parois cellulaires de 1’amande, la

libération de leur contenu cellulaire et leur dispersion dans la phase aqueuse.

2. La séparation liquide-solide dans la zone de filtration-pressage qui assure la séparation des
fibres de la coque des graines et I’expression de la phase aqueuse, contenant plus de 90% des
lipides et 74% des protéines de la graine, principalement présents comme contenus cellulaires

de I’amande.

3. La déstructuration des contenus macromoléculaires natifs des cellules d’amande sous
I’effet du cisaillement dans les malaxeurs et les contre-filets du profil de vis install¢ dans le
fourreau de I’extrudeur, qui provoque l’extraction d’une partie des constituants sous deux

formes : insoluble et soluble.

La déstructuration des contenus macromoléculaires portera en particulier sur les lipides et les
protéines stockés dans ’amande sous forme de réserve. Par analogie avec les graines
d’oléagineux comme le tournesol ou le colza, les lipides de la graine de neem présents dans
les cellules d’amande majoritairement sous forme de triglycérides, assemblés dans des corps
lipidiques constitués de globules lipidiques maintenus par une membrane associant des lipides
a des protéines de structure. Ces globules lipidiques sont connues sous le nom d’oléosine, qui
empéche la coalescence de I’huile lors de la dessiccation de la graine (Huang, 1996; Le Prince
et al., 1997). Les protéines de réserve seraient, quant a elles, stockées dans des corps
protéiques ou grains d’aleurone (Tanaka et al., 1973), ou elles se répartissent en deux familles
principales dans les oléagineux : les globulines et les albumines, de structure et de propriétés
chimiques et fonctionnelles différentes (Chabanon, 2005; Dubreucq et al., 2001; Leyris,
1998). En particulier, les globulines sont insolubles dans 1’eau, alors que les albumines le

sont.

Le pressage des graines seches de neem en extrudeur bi-vis permet d’exprimer une huile
constituée a 98% de triglycérides. Le pressage thermomécanique, en détruisant les membranes
des globules lipidiques, permet la coalescence des gouttelettes triglycéridiques et leur
écoulement a travers la matrice des autres constituants cellulaires. Mais en présence d’eau en
exces, a 30°C, la coalescence des triglycérides ne sera pas favorisée ; et les triglycérides
seraient entrainés sous forme de gouttelettes issues de la déstructuration des corps lipidiques,
sous l’effet du broyage et du cisaillement. Ainsi dispersés dans le solvant aqueux, ils

pourraient étre stabilisés par le role tensioactif des protéines de structure libérées par la
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rupture du réseau membranaire. Les saponines que la graine de neem est censée contenir
pourraient également contrubuer a ce rdle de tensioactif. Cette hypothése permettrait
d’expliquer la 1égére diminution du rendement d’extraction des lipides de la graine de neem
avec le solvant éthanolique majoritaire ; bien que ce milieu éthanolique favorise probablement
la déstructuration des membranes protéiques, 1’effet tensioactif des protéines serait moins
marqué dans ce solvant, et ’entrainement des gouttelettes triglycéridiques moins favorisé lors

de I’expression du mélange.

Mais d’autres processus €lémentaires pourront intervenir sur I’entrainement des lipides dans
le filtrat, mettant en jeu leur affinité pour les protéines de réserve. Bien que leur structure n’ait
pas été identifiée dans le cas du neem, leur entrainement dans le filtrat du fractionnement
aqueux en extrudeur bi-vis donne une image de leur répartition soluble-insoluble : 55% des
protéines extraites le serait sous forme insoluble, qui pourrait étre liée a leur structure
globulaire. Cette proportion est d’ailleurs voisine de celle observée pour les globulines
d’amandes des graines de tournesol (Leyris, 1998). Ces globulines de tournesol possédent une
capacité d’adsorption d’huile (130 mL % g de globuline) et d’eau (70 mL % g de globuline).
Lors du fractionnement aqueux de la graine de neem, une partie des gouttelettes lipidiques
entrainées dans le filtrat aqueux sera susceptible de s’adsorber sur la fraction de protéines
insolubles entrainées pour former des agglomérats de taille supérieure a 50 pm, séparés par
centrifugation et filtration dans la phase insoluble. Avec I’eau comme seul solvant, le
rendement en lipides séparés dans la phase insoluble (49,6 g % g des lipides de la graine)
représente 54% des lipides entrainés, qui seraient adsorbés sur les 55% de protéines
insolubles, soit une capacité d’adsorption voisine de 3 g de lipides par g de protéines

msolubles.

Remarquons cependant que 1’entrainement des protéines insolubles s’accompagne de celui
d’autres constituants non protéiques et lipidiques qui représentent prés de 30% de la matiere
seche de la fraction insoluble. La capacité d’adsorption serait alors de 1,1 g de lipide par g de
constituants non lipides. L’introduction d’une part croissante d’éthanol dans I’eau, qui
diminue 1’affinité du solvant pour les protéines, défavorise leur entrainement dans le filtrat
brut. Mais elle agit aussi sur le rapport soluble/insoluble des protéines entrainées et
I’adsorption des gouttelettes lipidiques sur la fraction insoluble. Dans les solvants aqueux
majoritaires (plus d’une mole d’eau par mole d’éthanol), la part de protéines entrainées sous

forme insoluble augmente (de 44 a 59% des protéines contenues dans le filtrat pour 25 et 50%
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d’¢éthanol), mais I’adsorption des gouttelettes lipidiques dispersées dans ces solvants est
défavorisée (2,56 et 1,9 g de lipides par g de protéines ; et 0,64 et 0,48 g de lipides par g de
constituants non lipidiques dans la phase insoluble obtenue, respectivement a 25 et 50%
d’¢éthanol). Plus de lipides restent dispersés dans la phase solvant clarifié, en présence de
protéines solubles. Ces derniéres pourraient contribuer a la stabilisation de la dispersion des
gouttelettes lipidiques dans le solvant, en relation avec le role de tensioactif de certaines
d’entre elles, comme les albumines, et/ou leur rdle viscosifiant du mélange, qui limiteront
I’adsorption sur la phase insoluble. Remarquons que cet effet de stabilisation de la dispersion
des gouttelettes lipidiques sur le rendement en lipides dans la phase insoluble, qui n’est pas
directement corrélable avec la concentration en protéines restant dans la phase solvant clarifig,
est en interaction avec celui de la quantité de protéines insolubles entrainées. Ainsi, dans
I’éthanol majoritaire (75% d’éthanol), la quasi-totalité des protéines entrainées (45,5% des
protéines de la graine) le sont sous forme insoluble, et sont séparées dans la fraction phase

insoluble avec 58% des lipides entrainés.

L’adsorption des gouttelettes lipidiques sur les protéines insolubles n’est pas limitée par la
présence de protéines solubles dans la dispersion, et la quantité de protéines insolubles est la
plus élevée. La capacité d’adsorption sur la phase insoluble rejoint les valeurs obtenues dans
le cas de I’eau seule comme solvant (2,6 g et 1,01 g de lipides respectivement pour 1 g de
protéines insolubles et 1 g de constituants non lipidiques). Mais dans tous les cas, la
clarification du filtrat brut par centrifugation et filtration sur toile de 50 um laisse dans la

phase solvant une fraction des lipides non adsorbés sur la phase insoluble ainsi séparée.

L’évaporation du solvant entrainé avec la phase insoluble conduirait a un premier extrait dont
la composition dépendra du taux d’éthanol dans I’eau. En milieu aqueux majoritaire c’est-a-
dire plus d’une mole d’eau par mole d’éthanol, la proportion de lipides diminue nettement
avec un taux d’éthanol croissant de 0 a 50%, tout comme dans une moindre proportion, celle
des protéines. En effet, la solvatation des protéines et des lipides associ€s a une quantité

d’éthanol croissante tend a diminuer leurs rendements dans la phase insoluble (Figure III-18).

Par contre, en milieu éthanolique majoritaire (75% d’éthanol et 1,38 mole d’eau pour 1,63
d’éthanol), la plus forte solvatation des lipides se traduirait par leur plus fort entrainement
dans la phase insoluble (48%), avec un rendement équivalent a celui obtenu dans 1’eau seule
(47%), bien que le rendement dans le filtrat brut soit plus faible (86% dans I’éthanol & 75%

alors qu’il est de 92% dans I’eau seule). Simultanément, le rendement en protéines, beaucoup
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moins solvatées par I’éthanol que par I’eau, est plus faible dans le filtrat brut (74% dans ’eau
et 45% dans D’éthanol a 75%), et la quasi-totalit¢ des protéines précipite dans la phase
insoluble sous I’effet de la centrifugation. Et de 10 a 15% de I’azadirachtine de la graine sont

entrainés dans la phase insoluble.
1I1.2.3.3. La fraction filtrat clarifié

Le filtrat clarifié constitue la troisiéme fraction du procédé. Elle contient prés du quart de la
matiere seche des graines dans le cas des solvants majoritaires en eau (22, 25 et 23%
respectivement pour 100, 75 et 50% d’eau) et moins du septieme dans le cas du solvant
¢thanolique majoritaire (14% pour 75% éthanol), dans pres de la moitié (47 a 53%) du solvant

introduit.

La teneur en lipides de cette matiére séche augmente avec la proportion d’éthanol dans 1’eau,
et celle en protéines diminue (Tableau III-7). Comme pour la matiére séche, le rendement en
lipides extraits de la graine dans le filtrat clarifié¢ augmente de 42 a 64% avec le taux d’éthanol
dans I’eau de 0 a 50%, mais n’est plus que de 34% dans 1’éthanol a 75%. Dans I’eau et le
mélange a 25% d’éthanol, pour lesquels les rendements en lipides et en protéines extraits dans
le filtrat brut sont élevés (91,6% en lipides et 73,5% en protéines en moyenne), le rendement
en protéines au filtrat clarifi¢ augmente (33 a 40,5%) tout comme celui en lipides (42 a 58%).
Mais a 50% d’éthanol, dans lequel beaucoup moins de protéines ont été extraites (56%) dont
pres de 60% sont sous forme insoluble dans le filtrat brut, le rendement en protéines au filtrat
clarifié n’est plus que de 23%, alors que celui en lipides est le plus ¢élevé (64%). Dans
I’éthanol a 75%, la quasi-totalité des protéines extraites de la graine (44,5%) est sous forme
insoluble avec 60% des lipides extraits, et le rendement en lipides dans le filtrat clarifié est le

plus faible (34% des lipides de la graine).

Bien que plus faible dans le filtrat brut (23 a 26%) et dans la phase insoluble (28 a 34%), la
teneur en matiere séche du filtrat clarifié reste élevée (14 a 23,5%) et sa teneur en lipides (10 a
16 g de lipides % g de filtrat clarifié et 11 a 20 g de lipides % g de solvant dans le filtrat
clarifié) reste supérieure a leur solubilité dans ces solvants. Et sa décantation a température
ambiante fait apparaitre lentement une seconde phase émulsion concentrée en matiere seche.
Sans préjugés de la répartition soluble/insoluble des protéines et des autres constituants, les
lipides seraient bien sous forme d’une dispersion de gouttelettes lipidiques dans le filtrat
clarifié. Le traitement d’homogénéisation sous pression des échantillons de filtrat clarifié

stabilise les émulsions en diminuant la taille des gouttelettes lipidiques (Evon, 2008; Jouanny
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-Bouyer, 2011; Shahi, 2006). 11 permet de séparer rapidement et quantitativement par
décantation centrifuge une émulsion concentrée et une phase liquide claire dont les
proportions massiques ont été estimées aprés séparation par filtration sur une toile de maille

de 50 um (Figue I11-19).

Il apparait, en premiere approximation, que les taux d’émulsion ainsi séparés sont
proportionnels a la teneur en lipides des filtrats clarifiés avec un rapport massique moyen

proche de 2,1 (Figure I11-20).
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Figure I1I-20 : Rendement d’émulsion stabilisée par homogénéisation des filtrats clarifiés et
la teneur en lipides du filtrat clarifié

Dans les différents solvants, de 88 a 95% de la matiére séche contenue dans les filtrats
clarifiés peut étre ainsi séparée sous forme d’une émulsion trés concentrée en lipides, ne
contenant plus que moins de 10% du solvant des filtrats clarifiés dans 1’eau et le mélange
riche en éthanol (75%), et moins de 20% dans le cas du mélange a 50% (Tableau II1-8 et ITI-
9). A I’exception de ce dernier cas, pour lequel le phénoméne de concentration de 1’émulsion
semble moins efficace et qu’une partie des lipides soit entrainée avec le solvant lors de sa

filtration, il apparait que la totalité des lipides serait bien séparée dans I’émulsion concentrée.
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Tableau III-8 : Rendements en matieres seche et en lipides dans 1’émulsion stabilisée par
homogénéisation des filtrats clarifiés obtenus par extraction aqueuse et hydroalcoolique des
graines de neem en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

Essai 9 10 7 6

Eau Eau 75% Eau 50% Eau 25%

Solvant 100% Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%

Filtrat clarifié

Teneur en matiére séche

(g % g filtrat clarifié) 2136 22,76 19,85 13,86
Teneur en lipides

(g % g filtrat clarifié) 13,44 16,86 17,85 11,78
Emulsion

g % g filtrat clarifié 27,45 30,52 34,50 19.24
Matiére seéche (MS)

(g % g d’émulsion séche) 71,95 67,78 52,80 69,16
Lipides

(g % g d’émulsion séche) 70,14 78,94 62,66 83,86
Rendement en MS dans I’émulsion

(g % g de filtrat clarifié sec) 78,14 73,70 75,48 65,02
Rendement en lipides dans 1’émulsion 100 9.8 6579 04.7

(g % g de filtrat clarifié sec)

Tableau III-9 : Composition des €mulsions stabilisées obtenues par homogénéisation et
centrifugation des filtrats clarifiés issus de I’extraction aqueux et hydro-alcoolique des graines
de neem en extrudeur séparateur bi-vis BC 21

Essai 9 10 7 6
Solvant Eau Eau 75% Eau 50% Eau 25%
100%  Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%
g % g d’émulsion 28 32 47,5 30
Solvant ¢ % g fle solvant du filtrat 9.8 12.5 20 6.7
clarifié
g % g d’émulsion seche 50,5 53,5 33 58
Lipides g % g de solvant 1.8 1,67 0,69 1,93
g % g de MS de I’émulsion 70,1 78,9 62,7 83,9
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111.2.3.4. Orientation pour une optimisation du fractionnement des graines de

neem par extraction par solvant en extrudeur bi-vis

Les résultats obtenus avec I’eau comme seul solvant d’extraction montrent que trois

opérations €lémentaires sont réalisées dans 1’extrudeur bi-vis :
m Le broyage des graines et le défibrage de leurs coques ;

m Le broyage des amandes de graines, la déstructuration de leurs contenus cellulaires natifs et

leur entrainement dans la phase aqueuse ;

m La séparation par filtration-pressage du meélange conduisant a un raffinat constitué
essentiellement de fibres de coque et un filtrat contenant les protéines et les lipides entrainés

dans la phase aqueuse.

Dans les conditions opératoires choisies (ratio eau/graines : 1,5 ; débit de graines : 4 kg/h ;
vitesse de rotation des vis 150 rpm), le pressage du mélange est tres efficace (moins de 15%
du solvant introduit entrainé avec I’extrudat) et le raffinat fibreux ne contient plus que 8% des
lipides, 26% des protéines et 17% de 1’azadirachtine contenus dans la graine. Les rendements
d’extraction des trois constituants sont nettement plus élevés que ceux obtenus par extraction
aqueuse dans un contacteur a haut cisaillement du type Mixeur Warning Blendor (Faye, 2010)
avec un ratio liquide/solide beaucoup plus élevé (L/S=4) : 57% des lipides, 60% des protéines
et 26% de 1’azadirachtine contenus initialement dans la graine restent dans la phase solide
séparée apres centrifugation et filtration. Ce qui montre ’efficacité de la déstructuration dans

I’extrudeur bi-vis BC 21, conduisant a I’entrainement des protéines et des lipides.

Une amélioration des rendements d’extraction pourrait étre obtenue par 1’augmentation du
ratio liquide/solide, de la vitesse de rotation des vis et/ou du débit des graines dans 1’extrudeur
bi-vis comme 1’ont montré les travaux de Faye (Faye, 2010) sur I’étude de la distribution des
temps de séjour des phases liquide et solide dans un extrudeur de plus grande taille (type BC
45) avec un profil de vis différent (Figure III-1). Remarquons cependant que 1’effet principal
de I’augmentation de 1’un de ces trois facteurs se traduit par une diminution des temps de
séjour du liquide et du solide dans la zone d’extraction de 1’extrudeur bi-vis, et que si pres de
83% de 1’azadirachtine ont été extraits grace a une élévation du ratio liquide/solide a une
valeur de 2 et pour une vitesse de rotation des vis de 100 rpm, a une température de 60°C, le
rendement en lipides extraits de la graine est resté limité a 72%. Ce qui montre que

I’intensification du malaxage-cisaillement dans la zone d’extraction solide-liquide de
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I’extrudeur bi-vis BC 21 mis en ceuvre dans cette étude améliore la déstructuration des
amandes de la graine au niveau de leur contenu cellulaire. Et le rendement en lipide extrait
des graines (92%) est équivalent a celui obtenu en trois étages d’extraction dans un contacteur

cisaillant avec un rapport L/S de 5 dans le cas des graines de tournesol (Evon, 2008).

Enfin, une partie des lipides de la graine, en particulier ceux provenant des coques (de I’ordre
de 3% des lipides de la graine Paragraphe 11.3.2), ne seront pas sous forme de triglycérides
(98% de triglycérides dans I’huile de neem) et leur extraction a 1’eau difficile, voire
impossible. L’introduction d’une part croissante d’éthanol dans 1’eau n’a pas amélioré les
rendements d’extraction. Le gain de rendement en lipides extraits par optimisation des
conditions opératoires dans I’extrudeur bi-vis apparait donc limité. Il en sera de méme pour
I’extraction des protéines. En effet, le rendement obtenu dans I’extrudeur bi-vis BC 21 (74%
avec 1’eau comme seul solvant) est supérieur a celui obtenu par extraction aqueuse d’amandes
finement broyées (0,5 a 1 mm) dans un contacteur agité avec un ratio liquide/solide de 5
pendant 3 heures et demi a 30°C (68% de protéines entrainé par 1’eau). Et il est équivalent au
taux de protéines de réserve (albumines + globulines) en général rencontrées dans les graines
oléagineuses comme le colza ou le tournesol (70,5 et 75% en moyenne). Bien que d’autres
protéines de structures ou métaboliques puissent étre présentes dans la graine de neem, leur
extraction aqueuse nécessite une modification des caractéristiques du solvant (solution
basique pour les globulines, solution alcoolique pour les prolamines). Théoriquement, seules
les albumines sont solubles dans 1’eau, mais en conditions mécaniques de forte cisaillement,
les globulines sont hydratées et leurs assemblages supramoléculaires déstructurés, ce qui
permet leur entrainement par solvant. L’introduction d’une part croissante d’éthanol dans
I’eau défavorise le rendement en protéines extraites dans le mélange a 75% d’éthanol, il n’est

plus que de 45%, dont la quasi-totalité sous forme insoluble.

Enfin, dans les conditions du fractionnement des graines dans I’extrudeur bi-vis, 83% de
I’azadirachtine sont extraites dans I’eau, ce qui est largement supérieur aux résultats obtenus
en contacteur agité dans le meilleur des cas (30%, Paragraphe 11.3.4.3). Ce qui se tiendrait a
prouver que l’azadirachtine se comporte comme un soluté dans ces solvants, méme si
I’entrainement des lipides et des protéines de la graine favorise son coextraction.
L’augmentation du ratio liquide/solide, sous condition que I’efficacit¢é du pressage du

mélange soit prouvée, devrait permettre d’améliorer ces rendements. Une alternative sera de
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percoler le raffinat extrudé par 1’éthanol pour en ¢€liminer les traces d’azadirachtine qu’il

contient (0,54 4 0,82 g/kg).

C’est surtout au niveau du traitement des filtrats obtenus que des améliorations significatives
pourront étre apportées. En effet, sous I’hypothése raisonnable que I’entrainement des lipides
sous forme d’une dispersion de gouttelettes triglycéridiques et des protéines sous forme de
particules de taille inférieure a 50 um, refait de facon indépendante dans le solvant lors de la
déstructuration de leur corpuscules d’origine, leur séparation dans la phase insoluble et dans
le filtrat clarifi¢ devrait pouvoir étre améliorée. En effet, dans le cas de I’eau seule comme
solvant, la clarification par centrifugation (2000 g, 10 min) du filtrat brut conduit a une
fraction phase insoluble contenant 40,5% des protéines de la graine correspondant a 55% des
protéines du filtrat qui auraient ainsi précipitées, mais aussi pres de 50% des lipides de la
graine, soit 60% des lipides du filtrat entrainés avec 43% de ’eau du filtrat brut. La teneur en
eau de cette fraction est ¢élevée, et une partie des lipides contenus dans cette fraction pourrait
étre en réalité sous forme de dispersion de gouttelettes dans 1’eau ; et un essorage plus poussé
de la phase insoluble devrait permettre d’en séparer une partie dans le filtrat clarifié. Cette
hypothese a été validée par un essai de fractionnement d’un nouveau lot de graines dans les

mémes conditions d’extrusion que 1’essai 9.

Les rendements d’extraction de matiere séche, de lipides, et de protéines dans le filtrat brut
sont proches de ceux obtenus précédemment (Tableau III-10, Essai 15); les légeres
différences pouvant s’expliquer par la différence de composition des lots de graines traitées :
la légere diminution du rendement en lipides extraits (-2,4%) et la petite augmentation du
rendement en protéines extraites au filtrat brut (+2%) peuvent étre en partie imputées au fait
que moins de lipides (-3,5%) et plus de protéines (+7%) ont été introduits avec le second lot.
Remarquons ainsi que bien que I’efficacité¢ de pressage soit la méme dans les deux essais
(68,3 et 67,9% de la matiére seche a I’extrudat), la légeére diminution des autres constituants
introduits (-2,9% dans le second essai) pourrait contribuer a leur plus faible extraction (-8%

de rendement).
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Tableau III-10 : Fractionnement aqueux des graines de neem (Lot n°3, Essai 15) en
extraction-séparateur bi-vis BC 21

Entrée extrudeur Sortie extrudat  Sortie filtrat

Débit graines (kg/h) 4 3 7
Débit cau (ke/h) 6 0,96 (+0,27 531
graine)
Débit constituants
Matiere seche (kg/h) 3,73 2,04 1,69
Lipides (kg/h) 1,144 0,12 1,021
Protéines (kg/h) 0,494 0,12 0,37
Autres constituants (kg/h) 2,09 1,8 0,294
Azadirachtine (g/h) 6,41 1,1 5,31
Composition
Matiére séche (%) 93,15 67,91 24,14
Lipides (% MS) 30,67 6,05 60,61
Protéines (% MS) 13,24 5,79 22,07
Autres constituants (% MS) 56,09 88,16 17,15
Azadirachtine (g/kg MS) 1,72 0,54 3,14
Rendements
o % g graine séche 54,7 453
Matiére seche ﬁ % § M graine 54,7 453
. g % g graine seche 3,2 27,45
Lipides g % g lipides graine 10,75 89,5
. % g graine séche 32 10
Proteines ﬁ % 2 I%rotéines graine 23.82 761
Azadirachtine g % g azadirachtine graines 17,25 82,84

Conditions opératoires : Extrudeur bi-vis BC 21 (Figure I1I-8) ; Vitesse de rotation des vis
150 rpm ; Température 30°C, Ratio L/S=1,5

La clarification des filtrats bruts a alors ét¢ menée en intensifiant la séparation centrifuge
jusqu’a I’obtention d’une phase insoluble ne contenant plus que 65% d’eau, ce qui représente
une augmentation de la masse de filtrat clarifi¢ de plus de 20% (Tableau III-11). Dans ces
conditions, la phase insoluble s’est enrichie en protéines (38,25 g % g MS pour sensiblement
la moiti¢ précédemment) et nettement appauvrie en lipides (35,15 g % g MS pour 52,33%
précédemment). Et I’entrainement de prés de 65% des lipides de la graine dans le filtrat
clarifié, pour moins de 45% précédemment, a permis la séparation de pres de 62% des
protéines de la graine dans la phase insoluble, pour seulement 41% avec une centrifugation du
filtrat brut moins efficace. Ces résultats tendent bien a confirmer que dans le milieu aqueux du

filtrat brut séparé par filtration-pressage dans I’extrudeur bi-vis, la dispersion des gouttelettes
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lipidiques et la suspension des protéines entrainées se comportent de facon indépendante et
peuvent étre séparées par filtration centrifuge sous forme d’une phase insoluble concentrée en
protéines (81% des protéines extraites de la graine) et d’une émulsion lipidique dispersée dans

le filtrat clarifié (72,5% des lipides extraits de la graine).

Tableau III-11: Composition des rendements de la clarification du filtrat brut issu du
fractionnement aqueux des graines de neem en extrudeur bi-vis (Essai 15)

Phase insoluble Filtrat clarifé
Taux de séparation (g % g filtrat brut) 32,44 67,56
Matiere seche (%) 35,08 18,9
Eau (%) 64,92 81,1
Lipides (g % g MS) 35,15 82,9
Protéines (g % g MS) 38,25 8
Autres constituants (g % g MS) 26,6 9,2
Azadirachtine (g/kg MS) 0,78 5,24
Rendements
Matiere seche (g % g MS graine) 21,35 23,95
Eau (g % g d’eau introduite) 23,51 61,16
Lipides (g % g lipides graine) 24,47 64,77
Protéines (g % g protéines graine) 61,66 14,45
Autres constituants (g % g autres 10 392
constituants graine) ’
Azadirachtine (g % g azadirachtine graine) 9,67 73,13

L’homogénéisation haute pression du filtrat clarifié permet de séparer par centrifugation une
émulsion trés concentrée en lipides (65,7% de lipides % g d’émulsion et 91,3 g % g de
matiere séche dans 1’émulsion), ne contenant plus que trés peu de protéines et d’autres

constituants (Tableau I1I-12).
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Tableau III-12 : Composition et rendements dans les phases émulsion stabilisée a partir du
filtrat clarifié issu de fractionnement aqueux des graines de neem en extrudeur bi-vis BC 21
(Essai 15)

Phase émulsion

Taux de séparation (g % g filtrat clarifié) 20,36
Matiére seche (%) 71,98
Eau (g % g MS) 28,02
(g% g MS) 91,33
Lipides (g % g d’émulsion brute) 65,73
(g % g d’eau de I’émulsion) 2,3
Protéines (g % g MS) 3,55
Autres constituants (g % g MS) 5,12
Azadirachtine (g/kg MS) 4,95
Rendements
Matiere seche (g % g MS graine) 18,6
Lipides (g % g lipides graine) 55,3
Protéines (g % g protéines graine) 5
Autres constituants (g % g autres constituants graine) 1,7
Azadirachtine (g % g azadirachtine graine) 53,5

Cette émulsion contient 18,6% de la matiére séche des graines, 41% de la mati¢re séche
extraite des graines et 77,5% de celle du filtrat clarifié, contre 53% des lipides de la graine,
59% des lipides extraites et 85% des lipides du filtrat clarifié. Une petite partie des lipides
(12%) et des protéines (9,5%) de la graine n’a pas été entrainée dans I’émulsion, par contre
les 3/4 de I’azadirachtine extraites dans le filtrat clarifié le sont, représentant plus de la moitié

de I’azadirachtine de la graine.

La phase aqueuse séparée de 1’émulsion, qui ne contient plus que moins de 6% de maticre
séche, pourrait avantageusement étre recyclée pour un lavage de ’extrudeur et/ou un lavage
de la phase insoluble, permettant ainsi de récupérer tout ou une partie des 10% de lipides
résiduels contenus dans I’extrudat, et surtout des 24% qui restent dans la phase insoluble avec

les 65% d’eau qu’elles contiennent.

En conclusion, c’est I’eau comme seul solvant du fractionnement des graines de neem en
extudeur bi-vis qui permet d’obtenir les meilleurs rendements d’extraction et de séparation

des constituants en trois fractions :

m Une fraction extrudat, qui représente 50 a 55% de la matiere séche des graines, et constitue

le raffinat solide, majoritairement constitué¢ de fibres de coques de graines, délipidé (8 a 10%
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de lipides résiduels), déprotéiné (24 a 26% de protéines résiduelles), et ne contenant plus que
17% de ’azadirachtine des graines. L’introduction d’une proportion croissante d’éthanol dans
I’eau comme solvant n’améliore ni la délipidation, ni la déprotéination du raffinat. Tout au
plus, en milieu éthanolique majoritaire (75% d’éthanol pour 25% d’eau), ’extraction de
I’azadirachtine sera 1égeérement améliorée (moins de 14% de 1’azadirachtine résiduelle dans le
raffinat) ; cette différence pourrait étre compensée par une augmentation du ratio

liquide/solide dans le cas de I’eau comme nous le confirmerons ultérieurement.

m Une fraction phase insoluble issue de la clarification du filtrat brut qui contient de 28 a
moins de 22% de la matiere séche des graines lorsque la séparation par centrifugation est plus
efficace (moins de 65% d’eau dans la phase insoluble). Plus de 80% des protéines entrainées
dans le filtrat brut y précipitent (61 g % g de protéines de la graine), conduisant aprés séchage
a un concentrat protéique d’amande de graines contenant 38% de protéines et 27% d’autres
constituants, mais encore 35% de lipides (moins de 25% de lipides de la graine entrainés dans
la phase insoluble) et trés peu d’azadirachtine (moins de 10% de 1’azadirachtine de la graine).
Les lipides de la phase insoluble étant présents dans le méme rapport lipide/eau que dans la
phase solvant clarifié (proche de 0,19 kg/kg), il est raisonnable de supposer qu’une
augmentation du taux d’essorage de la phase insoluble au-dela d’une maticre séche résiduelle
de 35% permettrait d’entrainer plus de lipides dans le filtrat clarifi¢ et d’améliorer le taux de
lipides résiduels. I1 en sera de méme pour I’azadirachtine. Une augmentation du ratio
liquide/solide devrait conduire au méme résultat. L’ajout d’une proportion croissante
d’éthanol dans I’eau comme solvant n’améliore pas les rendements en protéines dans la phase
insoluble. Tout au plus, en milieu éthanol majoritaire, la quasi-totalité¢ des protéines entrainées
dans le filtrat brut précipitent dans la phase insoluble, mais le rendement dans cette phase est

limité par le rendement d’extraction dans I’extrudeur bi-vis (moins de 45,5% de protéines).

m Une fraction filtrat clarifié, issue de la séparation de la phase insoluble, qui contient prés de
24% de la matiere seche des graines, a pres de 83% de lipides lorsque la séparation centrifuge
est efficace. Le rendement en lipides dans cette phase (pres de 65% des lipides de la graine et
75% des lipides extraits au filtrat brut) pourrait étre encore amélioré par I’intensification de la
séparation centrifuge et I’essorage de la phase insoluble, mais il atteint d’ores et déja des
valeurs équivalentes a celles obtenues avec les solvants hydro alcooliques, méme si ces
derniers pourraient €tre améliorés aussi par un meilleur essorage de la phase insoluble.

L’essentiel des lipides du filtrat clarifié sont sous forme d’une émulsion dans I’eau (19 g de
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lipides dans 100 g d’eau) avec peu de protéines (8 g de protéines dans 100 g de filtrat clarifié
sec représentant 14,5% des protéines de la graine), et d’autres constituants (9 g d’autres
constituants dans 100 g de filtrat clarifié sec représentant 4% des autres constituants de la
graine), mais contenant la majeure partie de 1’azadirachtine de la graine (73%). Et
I’homogénéisation haute pression de ce filtrat clarifié permet la séparation centrifuge d’une
émulsion stable, remarquablement concentrée en lipides (plus de 91%, soit 2,3 g de lipides par
g d’eau). Dans les conditions de séparation de 1’émulsion mise en ceuvre, pour un rendement
en émulsion de 20,3 g pour 100 g de filtrat traité (77 g de matiere seche dans 1I’émulsion % g
de matiére seche dans le filtrat clarifi€¢), le rendement est de 55% des lipides et 53% de
I’azadirachtine de la graine. L’introduction d’une part d’éthanol dans 1I’eau comme solvant

n’améliore pas ces résultats.

Un premier bilan matiére du fractionnement des graines de neem avec I’eau comme solvant
dans I’extracteur-séparateur bi-vis peut donc étre établi a partir des résultats acquis (Figure

I1-21).
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Figure ITI-21 : Estimation du bilan matiére pour le fractionnement aqueux des graines de
neem en extrudeur bi-vis BC 21
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L’extrudeur bi-vis ainsi mis en ceuvre combine en une seule étape le broyage et le défibrage
des coques de la graine obtenue sous forme de raffinat avec un rendement de 55% par rapport
a la graine, la déstructuration des cellules d’amande et 1’entrainement de leurs contenus dans
I’eau et la séparation par filtration-pressage d’un filtrat contenant 76% des protéines, 89,5%
des lipides et 83% de 1’azadirachtine des graines. Les protéines sont essentiellement sous
forme insoluble qui coagule par centrifugation du filtrat (81% des protéines entrainées au
filtrat) et les lipides sont principalement sous forme d’une émulsion dans le filtrat clarifié
(72% des lipides entrainés au filtrat). La proportion de lipides restant dans la phase protéique
insoluble (moins de 25% des lipides de la graine) pourra étre minimisée par un meilleur
essorage centrifuge de cette derniére, mais aussi en minimisant la teneur en lipides dans le
filtrat brut séparé dans I’extrudeur bi-vis. Une telle solution peut étre obtenue par pressage des
graines conduisant a 1I’expression des lipides, avant extraction par I’eau de la phase solide ou

tourteau, issu du pressage.

II1.3. Etude du fractionnement des graines de neem par pressage et

extraction par solvant en extrudeur bi-vis

Le pressage des graines de neem en extrudeur bi-vis a été étudié par Faye (Faye, 2010) avec
une configuration et un profil de vis définissant trois zones dans le fourreau : alimentation en
graines, trituration des graines et filtration-pressage (Figure III-1). Cette configuration a donc
¢t¢ adaptée pour permettre de réaliser ensuite dans le méme extrudeur les opérations
d’extraction par 1’eau et de séparation liquide-solide étudiées précédemment sur la graine

entiere.

I11.3.1. Adaptation de la configuration et du profil de vis pour le pressage et

I’extraction par solvant des graines de neem

L’extrudeur bi-vis mis en ceuvre pour cette étude est du méme type que précédemment
(Clextral BC 21 Paragraphe I11.2.1), mais sa configuration a été adaptée pour permettre le

pressage des graines puis I’extraction par solvant en quatre zones du fourreau (Figure 111-22).
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Figure III-22 : Configuration de I’extrudeur bi-vis BC 21 pour I’expression d’huile par
pressage et I’extraction par solvant des graines de neem

Les graines entiéres sont introduites dans le premier module et convoyées vers le second
module dans lequel sont installés des malaxeurs bilobes (MAL 2 ou BB) qui assurent leur
broyage, tout comme dans le cas de I’extraction directe par solvant (Figure III-7). Les graines
broyées sont ensuite convoyées dans le module 3 équipé de filtres en demi-coquille percés
d’orifices de 1 mm de diametre a travers lesquels 1’huile exprimée par pressage du solide dans
des contre-filets installés dans le quatrieme module peut s’écouler. C’est en début du module
5 que le solvant est injecté dans le fourreau et le mélange solide-liquide est convoy¢ vers des
malaxeurs bilobes. Le module 6 est le second module de filtration, équipé de filtres en demi-
coquille percée d’orifices de 0,5 mm de diametre. Le mélange solide-liquide est pressé dans le

dernier module sous I’action des contre-filets qui y sont installés.

Cinq profils de vis, permettant de moduler I’intensité du cisaillement impos€ aux graines puis
au meélange liquide-solide, et leur compression dans les bouchons dynamiques formés dans les

contre-filets sont étudiés (Figure I11-23).
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Configuration et profil de vis 4

Configuration et profil de vis 4 bis

Configuration et profil de vis §

Configuration et profil de vis 6

Figure III-23 : Configurations et profils de vis étudiés pour I’expression et I’extraction par
solvant des graines de neem en extrudeur bi-vis BC 21
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Les expériences réalisées ont montré que quel que soit le profil utilisé, 1’expression d’huile est
possible en sortie du premier filtre mais le bouchon dynamique ne s’est pas suffisamment
formé dans la zone d’extraction pour assurer une bonne séparation liquide-solide. L’huile
exprimée en sortie du premier filtre est centrifugée pour séparer les particules solides
entrainées et le dosage des lipides est effectué sur I’huile ainsi clarifiée (Partie expérimentale

V.1.13 a V.1.16).

L’intensification du pressage des graines par réduction du pas de vis des contre-filets a
longueur équivalente (CFC2 -25 dans les profils 5 et 6 a CFC2 -16 dans les profils 4 et 4 bis)
se traduit bien par une augmentation du débit d’huile brute, mais avec un plus fort
entrainement de particules solides, traduisant une plus forte déstructuration des graines. Dans
ces conditions de pressage, la séparation de la phase liquide aprés injection du solvant dans la
zone d’extraction liquide-solide est inopérante, malgré une adaptation des pas de vis des
seconds contre-filets de pressage du mélange : la texturation du mélange liquide-solide dans
les contre-filets est insuffisante ; le bouchon dynamique ne se forme pas de facon

suffisamment stable pour opérer le pressage et aucun filtrat n’est recueilli au second filtre.

La diminution de la longueur du contre-filet (CFC2 -16) de pressage des graines dans le
module 4 minimise I’entrainement des particules dans 1’huile brute sans pénaliser entre
mesure le rendement en huile exprimée et la séparation liquide-solide au second module de
filtration redevient efficace, avec un profil de vis équivalent a celui mis en ceuvre pour

I’extraction directe par solvant (profil de vis 3, Figure I11-24).

N° Module 1 2 3 4 5 6 7
(T,"C‘;‘pera‘“re 30 30 30 30 30
o= o E xS o o2 O 29 = 8

Type de vis T2F T2F S o = ) S o 8 8 a9 = ) 5 é é S ) 8
= O = O

&‘;‘;ﬁ:‘;‘;rde 50 50 50 2050 50 Q50 22 % 50 2559 50
:::;;’suvisngle 50 50 33 Q%33 25 2 @ 92 L 33 858882 -6

i _/]\ Solvant—/] .
Graines —> Filtrat 2

—> Filtrat 1 (Huile)

Figure II1-24 : Configuration et profil de vis 3 de extrudeur bi-vis BC 21 mis en ceuvre pour
I’expression d’huile par pressage et I’extraction par solvant des graines de neem
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L’analyse du profil de remplissage des vis aprés D’arrét brutal du fonctionnement de
I’extrudeur et ouverture rapide du fourreau (Figure III-25) confirme I’efficacité du pressage
dans les deux contre-filets des modules 4 et 7 qui sont remplis, et la bonne hydratation du
mélange liquide-solide (54% d’eau au module 5 et 51% au module 6), 1égerement inférieure
au ratio liquide/solide injecté (63% d’eau dans le mélange). Une partie de I’eau, injectée en
téte du module 5 s’adsorbe sur les graines en sortie du contre-filet de pressage, et surtout est
séparée au filtrat du second module de filtration. La mati¢re séche du mélange pressé dans le

second contre-filet au module 7 correspond a celle mesurée pour 1’extrudat (74,7%).
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Figure III-25 : Répartition du solide sec et de I’humidité dans les différents modules de
I’extrudeur BC 21 lors de I’expression d’huile par pressage et I’extraction par solvant des
graines de neem (Essai 11)

I11.3.2. Fractionnement des graines de neem par pressage et extraction a I’eau en

extrudeur bi-vis BC 21

Les rendements du fractionnement par expression et extraction a 1’eau dans 1’extrudeur bi-vis
avec cette configuration et ce profil de vis adapté (profil de vis 3) rapportés dans le Tableau

II1-13 montrent que :

m Plus de 92% des lipides de la graine sont extraits dont prés de 32% sous forme d’une huile

exprimée et 60% entrainés au filtrat d’extraction a I’eau ;

m 85% des protéines sont extraites, dont la quasi-totalité dans le filtrat d’extraction a I’eau ;

m et 90% de I’azadirachtine des graines est extrait dans le filtrat d’extraction a 1’eau.
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Tableau III-13 : Conditions opératoires et rendements du fractionnement des graines de
neem (lot n° 2, Essai 19) par expression et extraction a I’eau en extrudeur bi-vis BC 21

Entrée extrudeur

Débit graines (kg/h) 4
Débit graines seches (kg/h) 3,73
Débit lipides (kg/h) 1,143
Débit protéines (kg/h) 0,494
D¢ébit autres constituants (kg/h) 2,092
Débit débit azadirachtine (g/h) 6,408
D¢bit eau graines (kg/h) 0,27
Sortie filtre 1

Débit huile brute (kg/h) 0,587
Teneur en lipides (g % g MS filtrat 1) 62,23
Débit lipides (kg/h) 0,365
Rendement lipides exprimés (g % g lipides graine) 31,9
Débit matiere seche non lipidique (kg/h) 0,2
Sortie extrudat

Débit extrudat (kg/h) 2,21
Teneur maticre séche extrudat (g % g MS extrudat) 74,73
Débit matiere seche extrudat (kg/h) 1,65
Rendement maticre séche extrudat (g % g matiere séche graine) 44,2
Teneur lipides extrudat (g % g maticre séche extrudat) 5,56
Débit lipides extrudat (kg/h) 0,09
Rendement lipides extrudat (g % g lipides graine) 7,8
Teneur protéines extrudat (g % g MS extrudat) 4,5
Débit protéines extrudat (kg/h) 0,074
Rendement protéines extrudat (g % g protéines graine) 14,8
Teneur azadirachtine extrudat (g/ kg MS extrudat) 0,37
Débit azadirachtine extrudat (kg/h) 0,61
Rendement azadirachtine extrudat (g % g azadirachtine graine) 9,5
Sortie filtrat 2

Débit eau injectée ((kg/h) 6
Débit filtrat 2 (kg/h) 7,2
Teneur maticre seche filtrat 2 (g % g MS filtrat 2) 24
Débit matiere seche filtrat 2 (kg/h) 1,73
Rendement maticre séche filtrat 2 (g % g MS graine) 46
Débit lipides filtrat 2 (kg/h) 0,689
Teneur lipides filtrats 2 (g % g MS filtrat 2) 39,8
Rendement lipides filtrat 2 (g % g lipides graine) 60,2
Débit protéines filtrats 2 (kg/h) 0,42
Teneur protéines filtrat 2 (g % g MS filtrat 2) 24,3
Rendement protéines filtrat 2 (g % g protéines graine) 85
Débit azadirachtine filtrat 2 (kg/h) 5,798
Teneur azadirachtine filtrat 2 (g/ kg MS filtrat 2) 3,35
Rendement azadirachtine filtrat 2 (g % g azadirachtine graine) 90

Conditions opératoires . Extrudeur bi-vis BC 21, profil de vis 3 ; Vitesse de rotation des vis :
100 rpm ; Température : 30°C ; Ratio eau/graine = 1,5
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L’extrudat obtenu est efficacement pressé (moins de 26% d’eau résiduelle) et contient 44% de
la matiére seche des graines. Trés peu de matiere séche non lipidique est entrainée avec
I’huile exprimée au premier filtre, qui représente 10% de maticre seche des graines, et pres de
46% serait entrainée dans le filtre aqueux en sortie du second filtre, prés de 90% de 1’eau

introduite.

L’efficacité¢ de la délipidation (5,5% de lipides résiduels dans I’extrudat correspondant a
moins de 8% des lipides de la graine) et surtout de la déprotéination (3,4% de protéines
résiduelles dans I’extrudat, correspondant a moins de 15% des protéines de la graine) est
meilleure que dans le cas de I’extraction aqueuse directe (2% de lipides, 8% de protéines en
moins dans I’extrudat). De méme, la teneur en azadirachtine résiduelle y est nettement plus
faible (0,54 g/kg de matiére seéche, soit 17% de 1’azadirachtine de la graine pour I’extraction
directe, et 0,37 g/kg soit 9,5% de 1’azadirachtine de la graine pour I’extraction apres
pressage). Ces différences peuvent s’expliquer d’une part du fait de la diminution de la vitesse
de rotation de 150 a 100 rpm dans le cas du couplage pressage et extraction qui tend a
augmenter le temps de séjour du mélange dans la zone de pressage et d’extraction, contribuant
a un meilleur essorage de I’extrudat (preés de 7% d’eau en moins dans I’extrudat) ; et d’autre
part du fait de I’augmentation du ratio eau introduite/matiere solide dans la zone d’extraction
qui s’¢éléve a 1,76 apres pressage des graines, alors qu’il était de 1,5 pour I’extraction directe
des graines. Ainsi, pour des rendements en matiere seche extraite des graines au filtrat aqueux
voisin (45 et 46%), plus de protéines sont entrainées (plus de 85%) avec moins de lipides

(60%) apres pressage des graines (Tableau I11-14).

Tableau II1-14 : Rendements (g % g par rapport au potentiel de la graine seche) comparés du
fractionnement des graines de ne’em par extraction aqueuse directe et pressage-extraction
aqueuse en extrudeur bi-vis BC 21

Extraction directe Pressage-extraction
(Essai 9) (Essai 20)
Rendement (g % g constituants de la graine séche)
M?tlere Lipides Protéines M?tlere Lipides Protéines
séche séche

Filtrat 1 0 0 0 10 32 0
(expression)
Filtrat 2 45 89,5 76 46 60 85
(extraction)
Extrudat 55 11,5 24 44 8 15
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Le pressage des graines dans la premiere zone de I’extrudeur ne pénalise donc pas la
déstructuration des corpuscules protéiques et leur entrainement par 1’eau, au contraire. Les
lipides résiduels dans les graines pressées (68%) sont entrainés au filtrat aqueux avec un
rendement (88% des lipides résiduels), équivalent a celui obtenu par extraction directe des

graines (89,5% des lipides de la graine).

L’introduction d’une part d’éthanol équivalente a I’eau pour 1’étape d’extraction de la graine
pressée dans les mémes conditions opératoires, avec le méme ratio solvant/graine, n’améliore
pas ces résultats (Tableau III-15), moins de lipides et moins de protéines sont extraites, ce

qui confirme les résultats obtenus par extraction directe en extrudeur bi-vis (Paragraphe

111.2.2.2 Tableau I1I-4).

Ainsi, la mise en ceuvre de 1’étape de pressage des graines dans I’extrudeur bi-vis, outre le fait
qu’elle permet d’obtenir une nouvelle fraction sous forme d’une huile brute de neem, assure
une meilleure efficacit¢ de 1’entrainement des protéines et des lipides ainsi que de

I’azadirachtine par 1’eau lors de 1’étape d’extraction réalisée dans le méme extrudeur bi-vis.

Tableau III-15: Conditions opératoires et rendements du fractionnement des graines de
neem par expression et extraction au mélange éthanol-eau 50% en extrudeur bi-vis BC 21

Sortie Sortie Sortie

filtre 1 filtre 2 extrudat
Débit (kg/h) - 6,373 2,99
Débit matiere seche (kg/h) - 1,41 2,21
Teneur maticre séche (g % g MS) - 22,13 74
Rendement matiere seche (g % g MS graine) - 38 59,5
Débit huile brute (kg/h) 0,627 - -
Teneur lipides (g % g MS) 58,83 45,6 5,69
Débit lipides (kg/h) 0,37 0,644 0,13
Rendement lipides (g % g lipides graine) 32,75 55,4 11,4
Débit matiere seche non lipidique (kg/h) 0,25 - -
Débit protéines (kg/h) - 0,364 0,13
Teneur protéines (g % g MS) - 25,8 5,77
Rendement protéines (g % g protéines graine) - 73,7 26,3
Débit azadirachtine (g/h) - 5,468 1,24
Teneur azadirachtine(g/kg MS) - 3,35 0,56
Rer}dement azadirachtine (g % g azadirachtine i 80,7 19.3
graine)

Conditions opératoires . Extrudeur bi-vis BC 21, profil de vis 3 ; Vitesse de rotation des vis :
100 rpm ; Température : 30°C ; Solvant : eau-éthanol 50% ; Débit solvant injecté : 6 kg/h ;
Ratio eau/graine = 1,5
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Remarquons cependant que les contraintes de cisaillement et de compression mécanique
exercées lors du pressage des graines, surtout au contre-filet, qui provoquent 1’entrainement
d’une petite fraction de matiére séche des graines avec ’huile exprimée (moins de 10%),
conduisent aussi a I’entrainement de plus de matiére séche dans la phase aqueuse du filtrat de
séparation liquide-solide (51% de la matiere seche des graines extraites) que dans le cas de
I’extraction aqueuse directe (45% de la matiere seche des graines extraites). La
déstructuration des graines est plus importante et plus de constituants non lipidiques et non
protéiques sont entrainés, comme le montre la comparaison de la composition de la matiére

séche des deux filtrats aqueux (Tableau II1-16).

Tableau III-16 : Composition comparée des filtrats aqueux obtenus par extraction aqueuse
des graines de neem en extrudeur bi-vis BC 21

Compostion du filtrat Extrag:;(;l 1dslrecte PressaEg:S-;ixI;actlon
Matiere seche (%) 24,14 24

Lipides (g % g MS) 60,61 39.8
Protéines (g % g MS) 22,07 24,3

Autres constituants (g % g MS) 17,15 35,9
Azadirachtine (g/kg MS) 3,14 3,35

La clarification du filtrat brut par centrifugation et filtration selon le méme protocole que
précédemment (Figure I1I-11) permet alors de séparer une phase insoluble qui, pour un taux
de séparation de 56,7 g % g de filtrat brut, plus faible que dans le cas de ’extraction directe
du méme lot de graines (32,4 g % g de filtrat brut) contient nettement plus de matiere seche de
la graine (32% pour 21% précédemment) (Tableau I1I-17). Le rendement d’extraction des
protéines y est plus élevé, mais la composition de matiére seche ainsi séparée avec plus d’eau
(68,2% d’eau représentant 40% de 1’eau injectée) montre que plus de constituants non
lipidiques et non protéiques ont été entrainés (28% par rapport a la graine). Et la teneur en
lipides reste élevée, correspondant a un rendement de 29% des lipides de la graine, équivalent

aux 32% déja extraits par pressage.
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Tableau III-17 : Composition et rendements de la clarification du filtrat brut issu du
fractionnement par pressage et extraction aqueuse des graines de neem en extrudeur bi-vis BC

21 (Essai 19 et 20)

Phase insoluble Filtrat clarifié
Essai 19  Essai 20 | Essai 19 @ Essai 20

Taux de séparation g % g filtrat brut 50,75 56,29 49,25 43,71
Composition
Matiere seche (%) 33,62 31,83 14,15 13,99
Eau (%) 66,38 68,17 86 86
Lipides (g % g MS) 26,16 25,5 73,4 81,77
Protéines (g % g MS) 25,8 28,08 20,55 13,18
Autres constituants (g % g MS) 48,04 46,42 6,31 6,4
Azadirachtine (g/kg MS) 2,14 1,56 6,3 8,6
Rendements
Matiere seche (g % g MS graine) 32,9 34,58 13 11,5
Eau (g % g eau introduite) 40,4 46 30 45
Lipides (g % g lipides graine) 28,3 28,75 32 31
Protéines (g % g protéines graine) 51,1 65,58 21 14,32
Au‘Fres constituants (g % g autres constituants 73 28.8 1 1
graine)
Azadirachtine (g % g azadirachtine graine) 41 31 49 59

L’augmentation du taux de séparation (50,7 g de la phase insoluble % g de filtrat brut) qui
augmente la matiere séche de la phase insoluble (33,6%) n’améliore pas ces résultats. Une
partie des protéines est entrainée avec le solvant dans le filtrat clarifié, ce qui diminue le
rendement dans la phase insoluble, sans pour autant que les lipides sous forme d’émulsion
soient mieux séparées (32% des lipides de la graine dans le filtrat clarifi¢). Cette différence de
comportement par rapport au cas de ’extraction directe pourrait €tre liée au fait que la
proportion de lipides dans la phase insoluble est déja plus faible (25 a 26% de lipides dans la
matiere seche de phase insoluble alors qu’elle est encore de 35% dans le cas de I’extraction
aqueuse directe pour un essorage plus poussé) en présence de plus d’autres constituants (46 a
48%) par lesquels ils resteraient adsorbés. Cependant, 31 a 32% des lipides extraits de la
graine se retrouvent dans le filtrat clarifié avec peu de protéines, trés peu d’autres constituants

et 50 a 60% de I’azadirachtine de la graine.

L’homogénéisation haute pression du filtrat clarifié¢ permet de séparer comme précédemment
(Figure III-18) une émulsion concentrée avec un rendement de 18,3 g % g de filtrat clarifié,

legérement plus faible (Tableau III-18) par comparaison avec 1’émulsion obtenue par
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extraction aqueuse directe (20,4 g % g de filtrat clarifi¢) (Tableau III-12). Cette émulsion
contient moins de lipides, un peu plus de protéines et plus d’azadirachtine (respectivement 71
et 91 g% g, 4,7 et 3,5 g % g, et 10 et 5 g/kg). Cependant, elle est moins concentrée (51 et
72% de matiere séche ; émulsion brute dans I’eau a 0,79 g de lipides par g d’eau ; et émulsion
eau dans I’huile a 2,3 g de lipides par g d’eau), et le rendement en lipides obtenu a partir du
filtrat clarifié qui contient moins de lipides apres pressage, est plus faible (58 g % g de lipides
du filtrat clarifié pour 81 g % g sans pressage). Ainsi, le plus faible rendement en lipides
extraits des graines sous forme d’émulsion, li¢ bien siir a I’expression préalable a 1’extraction
aqueuse de I’huile qui en contient 32%, doit aussi étre imputée a la différence de composition
du filtrat brut et du filtrat clarifié, conduisant a la présence de plus d’autres constituants non
lipidiques et non protéiques co-entrainés (24% d’autres constituants dans 1’émulsion pour
seulement 5% sans pressage). Ils pourraient défavoriser la concentration de 1’émulsion par
homogénéisation et centrifugation en retenant plus d’eau, et perturber la séparation de

I’azadirachtine entre la phase émulsion stabilisée et la phase solvant éliminée.

Tableau III-18 : Composition et rendements dans les phases émulsion stabilisée a partir du
filtrat clarifié¢ issu de fractionnement par pressage et extraction aqueux des graines de neem en
extrudeur bi-vis BC 21 (Essai 19)

Phase émulsion

Taux de séparation (g % g filtrat clarifi¢) 18,27
Matiere seche (g % g émulsion) 50,99
Eau (g % g émulsion) 41
(g % g émulsion séche) 70,68
Lipides (g % g d’émulsion brute) 36
(g % g d’eau de I’émulsion) 0,73
Protéines (g % g émulsion séche) 4,7
Azadirachtine (g/kg émulsion seche) 10
Rendements
Matiére seche (g % g filtrat clarifi¢) 66,6
émulsion (g % g MS graine) 7,8
. (g % g lipides filtrat clarifié) 58
Lipides (g % g lipides graine) 18,2
Protéines (g%g proté%nes ﬁltr‘at clarifi¢) 24
(g % g protéines graine) 2,8
. . % g azadirachtine filtrat clarifié 77
Azadirachtine Eg % g azadirachtine graine) : 46
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Bien que les résultats obtenus puissent sans doute étre améliorés (essorage plus poussé de la
phase insoluble, concentration plus poussée de 1I’émulsion stabilisée), un premier bilan
matiere du fractionnement des graines par pressage et extraction aqueux dans 1’extracteur-

séparateur bi-vis peut étre établi (Figure I111-26).
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Figure III-26 : Estimation du bilan matiere pour le fractionnement par pressage et extraction
aqueuse des graines de neem en extrudeur bi-vis BC 21
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I11.4. Conclusion sur le fractionnement combiné des graines de neem par

pressage et extraction aqueuse en extrudeur bi-vis

Le fractionnement des graines de neem par extraction a I’eau en extrudeur bi-vis a été étudié
dans un premier temps. La construction d’une nouvelle configuration et d’un nouveau profil
de vis a partir des résultats antérieurs (Faye, 2010) a permis pour une vitesse de rotation des
vis de 150 rpm, un débit de graines de 4 kg/h (Q/S = 0,026) et une température limitée a 30°C,
avec un ratio eau/graine de 1,5, d’améliorer les rendements en lipides, protéines et
azadirachtine extraits (respectivement 90, 76 et 83%) et de produire un extrudat raffiné avec
un rendement de 50% par rapport a la graine, de nature ligno-hémicellulo-cellulosique,
provenant du broyage et du défibrage des coques de la graine. Il ne contient plus que 0,37

g/kg d’azadirachtine.

La clarification par centrifugation (2000 g pendant 15 min) et filtration (50 um) du filtrat brut,
issu de la séparation liquide-solide par filtration-pressage du mélange dans 1’extrudeur bi-vis,
permet la séparation d’une phase insoluble contenant prés de 65% d’eau, avec un rendement
de 23,5% par rapport a la matiere seche de la graine. Ce concentrat est enrichi en protéines
(61,66% des protéines de la graine), associces a 24,5% de lipides et 10% d’autres constituants

provenant essentiellement de ’amande. Il ne contient que 0,78 g/kg d’azadirachtine.

Bien que les résultats de fractionnement du filtrat brut puissent probablement étre améliorés
par un essorage plus poussé de I’eau contenue dans cette phase insoluble, pres de 65% des
lipides extraits de la graine sont dispersés dans le filtrat clarifié¢ avec 14,4% des protéines et
pres de 4% d’autres constituants. Il contient 73% de ’azadirachtine de la graine et la
concentration de I’émulsion diluée que forment les lipides extraits par homogénéisation sous
pression et séparation centrifuge conduit & une émulsion huile dans I’eau, avec un rendement
de 20 g % g de filtrat clarifié, soit de I’ordre de 15 g % g de graines fractionnées. Cette
émulsion contient 55% des lipides de la graine et 53,5% de 1’azadirachtine extraite de ces

graines.

Les processus élémentaires proposés pour représenter les opérations élémentaires ainsi
réalisées dans I’extrudeur bi-vis sont ceux d’une combinaison dans les vis du fourreau d’un
défibrage mécanique des fibres de la coque avec extraction d’une petite proportion de leurs
hydrosolubles, et leur séparation d’avec I’amande dont les constituants sont déstructurés par
broyage et entrainés au filtrat. La déstructuration des constituants de I’amande porterait sur les

agglomérats.
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Chapitre IV

FRACTIONNEMENT DES GRAINES DE NEEM |
'POUR LA PRODUCTION D'HUILE, D'UN]
'EXTRAIT PROTEIQUE, D’UNE EMULSION RICHE
'EN  AZADIRACHTINE ET D'UNE BASE]
'D’AGROMATERIAU ‘
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CHAPITRE 1IV. FRACTIONNEMENT DES GRAINES DE NEEM POUR
LA PRODUCTION D’HUILE, D’UN EXTRAIT PROTEIQUE, D’UNE
EMULSION RICHE EN AZADIRACHTINE ET D’UNE BASE
D’AGROMATERIAU

Le fractionnement des graines de neem par pressage et extraction aqueuse en extrudeur bi-vis
permet de produire trois fractions :

m une huile brute issue de 1’étape de pressage des graines ;

m un extrait aqueux sous forme d’un filtrat issu de 1’étape d’extraction et de filtration ;

m un raffinat solide sous forme d’extrudat issu du pressage du mélange solide/liquide.

Notre objectif dans ce dernier chapitre est d’étudier les conditions de traitement de ces
différentes fractions et de déterminer leurs caractéristiques permettant de proposer leurs

valorisations.

IV.1. Conditions du fractionnement des graines de neem en extrudeur bi-vis

Les conditions du fractionnement d’un nouveau lot de graines de neem (Tableau IV-1)
sélectionnées pour la production des différentes fractions sont rassemblées dans la Figure IV-

1.

Tableau IV-1 : Composition du lot de graines de neem mis en ceuvre pour cette étude

Matiere seche (g % g MS) 93,09
Lipides (g % g MS) 28,21
Protéines (g % g MS) 12,13
Autres constituants (g % g MS) 59,66
Azadirachtine (g’kg MS) 1,381
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Figure IV-1 : Conditions opératoires du fractionnement des graines de neem en extrudeur bi-vis pour la production d’huile de neem, d’un extrait
protéique et lipidique, et d’un raffinat base d’agromatériau
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IV.2. La fraction huile de graines de neem

Le rendement en huile brute issue de I’é¢tape de pressage dans les conditions de
fractionnement des graines de neem en extrudeur bi-vis est de 8,25 g % g de graine introduite.
La centrifugation de cette huile brute (4000 g pendant 10 min) permet de séparer une huile
claire avec un rendement de 63%, et un culot gras contenant 95% de maticre seéche et 61,5%
de lipides. Au bilan, 27% de I’huile des graines sont exprimés lors de I’étape de pressage,
avec moins de 1,5% de la matiere séche non lipide de graines entrainé. Et le rendement en

huile clarifiée par centrifugation est de 20% par rapport aux lipides contenus dans la graine.

Les caractéristiques de cette huile clarifiée (Paragraphe 11.3.2.2 Tableau II-10) sont les
mémes que celles obtenues précédemment par pressage en extrudeur bi-vis (Faye, 2010). Elle
ne contient pratiquement pas d’azadirachtine, et pourra trouver ses applications dans les
mémes domaines que ceux évoqués précédemment (cosmétique et savons, solvant,

formulation d’émulsion, énergie, etc.) (Paragraphe I1.3.2).

IV.3. La fraction filtrat brut de I’extraction aqueuse

Le rendement en matiere séche de graine extraite au filtrat brut de 1’étape d’extraction
aqueuse apres pressage en extrudeur bi-vis est de 49 g % g de matiere seche des graines. La
clarification de ce filtrat brut par centrifugation (2000 g pendant 10 min) et filtration (maille
de 50 pm) permet de séparer deux extraits de graine de neem sous forme d’une fraction
insoluble contenant 30,5 g % g de matiére séche des graines et d’une fraction émulsion

lipidique dispersée dans I’eau contenant 18,5 g % g de matiere seche des graines.

IV.3.1. La faction insoluble de graine de neem

La phase insoluble des graines de neem, obtenu a une matiere seéche de 33,7%, contient 81,5%
des protéines de la graine, soit pres de 93% des protéines extraites. Apres déshydratation, par
comparaison a une farine d’amande de neem (24% de protéines, 56% de lipides, 20% d’autres
constituants et 2,8 g/kg d’azadirachtine), cette fraction insoluble s’apparente a un concentrat
protéique (32,4% de protéines), partiellement délipidé (15,3% de lipides) et ne contenant au
plus que 0,7 g/kg d’azadirachtine par kg de mati¢re séche. Remarquons cependant que le
traitement thermique de déshydratation de cette phase insoluble a une température supérieure
a 80°C devrait aussi favoriser la dégradation de I’azadirachtine (Schiffers et al., 1997) et
minimiser sa teneur résiduelle. Bien que cette voie de valorisation nécessite encore des études

sur la toxicité de ’azadirachtine, la fraction insoluble de neem pourrait ainsi trouver des
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applications dans le domaine des ingrédients pour la formulation en alimentation animale en
particulier pour ses apports en protéines, mais aussi pour la protection des farines et tourteaux
contre les ravageurs du fait de 1’activité insecticide naturelle de I’azadirachtine. Et par
analogie avec les travaux réalisés sur les tourteaux et concentrats protéiques de tournesol et de
soja, d’autres voies de valorisation pourront étre étudiées, en particulier dans le domaine des
colles et résines a base de protéines végétales pour la production d’agromatériaux (Nenonene,

2009).

IV.3.2. La phase émulsion de graine de neem

Le filtrat clarifié issu de la séparation de la phase insoluble par centrifugation et filtration du
filtrat brut de fractionnement en extrudeur bi-vis est obtenu a une matiere seche de 17% dans
I’eau (83% d’eau, soit 54% de 1’eau introduite). Il contient 48% des lipides de la graine, soit
plus de 74% des lipides extraits aprés pressage des graines. Ces lipides sont sous forme d’une
émulsion dispersée dans I’eau, ou ils représentent 72% de la matiére seche extraite, avec trés
peu de protéines (4 g % g de la matiere séche et 6,4 g % g des protéines de la graine), peu
d’autres constituants (23,5% g % g de la matic¢re séche et 9% des autres constituants de la
graine) mais la majeur partie de ’azadirachtine (5,8 g/kg de maticre seéche, soit 79,4% de
I’azadirachtine de la graine). A la différence du filtrat brut, la décantation a température
ambiante du filtrat clarifi¢é n’ayant pas ét¢ homogénéisé sous pression est efficace et fait

apparaitre progressivement la phase émulsion (Tableau I'V-2).

Au bout de 3 heures, elle représente pres du quart (23%) de la masse du filtrat clarifié,
contenant un peu moins de la moiti¢ de sa matiere seche (49%). Prés de 60% des lipides du
filtrat clarifié sont ainsi séparés sous forme d’une émulsion huile dans 1’eau (31% de lipides
pour 65% d’eau), avec 58% des protéines, 17% des autres constituants et 41% de

I’azadirachtine qu’il contenait.
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Tableau IV-2 : Comparaison des traitements du filtrat clarifié obtenu par fractionnement des
graines en extrudeur bi-vis pour la séparation de I’émulsion

Filtrat clarifié Composition Masse de constituant g % g de filtrat clarifié

Matiere séche 17% 17

Eau 83% 83

Lipides 72,3 % MS 12,29

Protéines 4.2 % MS 0,71

Autres constituants 23,5 % MS 3,99

Azadirachtine 5,9 g/lkg MS 0,1

Trai . . Mélange?  Homogénéisation® s )

raitement du filtrat Décantation , . . . Homogeénéisation

clarifié 3h Décantation Décantation Centrifugation®
3h 3h 24 h

Taux d’émulsion séparé

(2 % g filtrat clariﬁep) 23,34 10,74 47,93 45,3 10,74

Composition de I’émulsion

Matiére seéche (%) 35,28 67,64 25,93 34,48 65,3

Eau (%) 64,72 32,26 74,07 65,52 34,7

Lipides (% MS) 88,43 95,69 78,76 80,82 84,85

Protéines (% MS) 3,21 1 2,08 3,39 4,02

Autres constituants (% MS) 8,36 3,31 18,26 15,79 11,13

Azadirachtine (g/kg MS) 5 2,79 6,42 4,96 6,43

Masse de constituants dans

I’émulsion (g % g filtrat

clarifié)

Matiére seéche 8,23 7,26 12,43 15,64 11,34

Eau 15,10 3,46 35,5 29,72 6,02

Lipides 7,28 6,93 9,79 12,65 9,62

Protéines 0,264 0,072 0,37 0,53 0,45

Autres constituants 0,69 0,24 2,27 2,47 1,26

Azadirachtine 0,041 0,02 0,080 0,078 0,073

Rendement en constituants

dans I’émulsion (g % g

constituant filtrat clarifié)

Matiére séche 48,4 42,7 73,1 92 66,7

Eau 18,2 4,17 42.8 35,8 7,25

Lipides 59,2 56,5 79,6 100 78,3

Protéines 58,6 10,1 52,1 74,6 63,4

Autres constituants 17,3 6 56,9 61,9 31,6

Azadirachtine 41 20 79,8 77,6 73

Conditions opératoires " : Ultraturax 3000 rpm pendant 3 min ; @ : 2 cycles APV 1000 a 300
bars ; ¥ : 9000 g a 6°C pendant 15 min
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Le prétraitement de mélange du filtrat clarifié¢ par agitation vigoureuse (ultraturax a 3000 rpm
pendant 3 minutes) n’améliore pas le rendement de la décantation de I’émulsion : moins de 11
g % g du filtrat clarifié ; 43 g % g de sa matiere seche et 56 g % g des lipides qu’il contient au
bout de 3 heures de décantation. L’émulsion obtenue est beaucoup plus concentrée (67,4% de
matiere seéche a 95,7% de lipides) mais ne contient au plus que 10% des protéines, 6% des
autres constituants et 20% de I’azadirachtine du filtrat clarifié. Ce prétraitement de remélange
de I’émulsion native du filtrat clarifi¢ semble donc surtout favoriser la coalescence des
gouttelettes lipidiques sous forme d’une émulsion eau dans I’huile (66,7% de lipides pour
32% d’eau) au détriment de leurs interactions avec les autres constituants. L’étude de cette
voie de traitement du filtrat clarifi¢ visant a 1’optimisation de la séparation de 1’émulsion
concentrée en lipide devrait permettre d’obtenir de nouveaux extraits du fractionnement des

graines de neem en extrudeur bi-vis :

a-) Une émulsion concentrée contenant moins de 5% d’autres constituants qui pourrait
trouver ses applications comme ingrédient dans la fabrication de crémes et savons
cosmétiques. La production d’une huile de neem peut se faire par extraction au solvant et/ou
par un protocole adapté des essais de séparation triphasique réalisés pour la précipitation des

protéines des filtrats (Partie Expérimentale V.3.5).

La méthode de séparation triphasique utilisée dans le cas de cette ¢tude est basée sur la
rupture de phases par précipitation des protéines. Cette méthode est initialement mise en
ceuvre pour la purification des protéines. Elle permet de les concentrer en milieux aqueux tout
en conservant leur activité biologique (Vaca Medina, 2010). La séparation triphasique
consiste a ajouter un solvant organique et un sel dans une suspension aqueuse contenant des
protéines pour provoquer leur précipitation. Le solvant le plus utilisé est le tert-butanol du fait

de sa faible réactivité. Pour ce qui est des sels, le sulfate d’ammonium est le plus efficace.

Les essais réalisés avec d’autres solvants (méthanol, éthanol, propanol, butanol et acétone) et
deux sels (sulfate d’ammonium et chlorure de sodium), a des températures de 20°C, 25°C,
30°C, 35°C et 40°C, pour des ratios filtrat/solvant égaux a 1, 2 et 3 et des quantités de sel de
10, 20 et 30% de la masse de filtrat (liquide et émulsion), montrent que le ratio filtrat/butanol
(v/v) avec 30% de chlorure de sodium a 30°C a donné la meilleure séparation des trois

phases :

m une phase supérieure, organique, constituée essentiellement du butanol ;

m une phase intermédiaire, visqueuse et opaque, c’est la « phase protéique » ;
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m une phase inférieure qui est aqueuse et saturée en sel.

<4—— Phase organique butanol

) <«——— Phase protéique
Phase saturée en se] —»

Figure I'V-2 : Mise en évidence des trois phases obtenues apres précipitation des protéines

Les résultats sur la répartition de I’azadirachtine, de I’huile et des protéines révelent que :

m La presque totalité des protéines de 1’émulsion (92,69%) se retrouvent dans la « phase
protéique ». Cette phase contient aussi 78,19% des lipides et 27,75% de 1’azadirachtine du
filtrat ;

m La phase organique renferme 1’essentiel de I’azadirachtine (72,25% de 1’azadirachtine du

filtrat) et une partie de 1’huile (16,72%) ;

m La phase inférieure, saturée en sel est dépourvue d’azadirachtine. Elle ne contient qu’une

trés faible quantité de protéines (7,31%) et d’huile (5,09%).

Le passage et la concentration de I’huile dans la phase protéique pourraient étre attribués a
I’affinité qu’ont ces dernieres vis-a-vis de I’huile. Une telle affinité qui serait liée a leur

caractere plus ou moins lipophile.

La forte présence de I’azadirachtine dans la phase butanol (Figure I'V-3) peut étre attribuée a
sa solubilit¢ plus importante dans ce solvant lipohile, comparé a 1’eau et a la « phase

protéine ».

b-) Un extrait riche en azadirachtine obtenu par concentration de la phase aqueuse. Les
essais de lyophilisation directe de filtrats clarifiés issus de I’extraction aqueuse et
hydroalcoolique des graines de neem en extrudeur bi-vis (Partie Expérimentale V.3.4) ont
conduit a des poudres d’azadirachtine. Ce procédé de concentration des filtrats clarifiés est
globalement rentable du fait que la quasi-totalité¢ des protéines des filtrats (prés de 100%) et

I’essentiel de 1’azadirachtine (93% et 88,5% respectivement de 1’azadirachtine du filtrat
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hydro-éthanolique et du filtrat aqueux) se retrouvent dans les poudres lyophilisées. Mais une
perte importante est notée au niveau des lipides avec moins de la moitié (47%) et une faible
partie (14,6%) des lipides respectivement du filtrat hydro-éthanolique et du filtrat aqueux qui
se retrouvent dans les poudres aprés lyophilisation. Ces extraits sont sous forme de poudre a
10% d’eau dans lesquels 1’azadirachtine est stable sur plusieurs mois a la température

ambiante (Figure IV-3).

Poudre d’extrait hydroalcoolique

(50% eau/50% éthanol) Poudre d’extrait aqueux

Humidité (%) 10,2 9,95
Lipides (% MS) 37,4 10,75
Protéines (% MS) 23,3 20,1
Autres constituants (% MS) 39,1 69,15
Azadirachtine (g/kg MS) 9,47 7,45
10
%] 9 ‘
S 8 *
T " u
£Z 6
S i 5 # Poudre de I'extrait
= ?9 4 il hydroalcoo?que.
% 3 - B Poudre de 'extrait aqueux
5 2
=
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0 2 4 6 8
Durée de conservation (en mois)

Conditions opératoires : voir Partie Expérimentale V.3.4

Figure IV-3 : Composition et stabilité des poudres lyophilisées obtenues a partir de filtrats
clarifiés d’extraction aqueuse et hydroalcoolique de graines de neem en extrudeur bi-vis
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La lyophilisation dans les mémes conditions de la phase aqueuse séparée apres prétraitement
a Dultraturax et trois heures de décantation de I’émulsion lipidique concentrée devrait
conduire a une poudre 2,7 fois plus concentrée en azadirachtine que celle obtenue par broyage
directe de I’amande (Tableau IV-3). Et sous I’hypothése d’un rendement de séparation de
I’émulsion concentrée en lipides quantitatifs, sans entrainement significatif des autres
constituants, la teneur en azadirachtine de la poudre délipidée serait plus que doublée. La
stabilit¢ de 1’azadirachtine sur un tel support devra cependant étre étudiée pour permettre leur
mise en ceuvre comme ingrédient de formulation du bio-pesticide pour le traitement

phytosanitaire des cultures (Paragraphe 1.2.3).

Tableau IV-3 : Composition de la matiére seche de la phase aqueuse séparée de I’émulsion
aprés meélange et décantation (3 heures) du filtrat clarifié obtenu par fractionnement des
graines de neem en extrudeur bi-vis

Lipides (% MS) 5,5
Protéines (% MS) 6,5
Autres constituants (% MS) 38,5
Azadirachtine (g/kg MS) 8,2

A D’opposé du traitement de remélange & ’ultraturax, le traitement d’homogénéisation sous
pression (2 cycles APV 1000 sous 300 bars) favorise nettement la décantation de 1’émulsion

(Figure IV-4).

—4&— Phase aqueuse
50

45 ¢
40
35
30
25
20
15
10

L 4

Volume de phase aqueuse séparée
(mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Durée de décantion (h)
Volume total de filtrat clarifié : 100 mL

Figure IV-4 : Cinétique de la décantation en éprouvette du filtrat a température ambiante
apres homogénéisation sous pression
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Au bout de 3 heures de décantation a la température ambiante, I’émulsion séparée, qui
représente 48% du filtrat clarifié, est du type huile dans I’eau (20,4% de lipides pour 74%
d’eau) et contient 73% de sa mati¢re seche, 80% des lipides, 52% des protéines, 57% des
autres constituants et 80% de 1’azadirachtine du filtrat clarifié. Le prétraitement
d’homogénéisation du filtrat clarifié favorise la concentration des gouttelettes lipidiques de
dimension et distribution de taille plus réduite que dans le filtrat non traité, sans pénaliser lors
de leur coalescence I’entrainement des autres constituants susceptibles alors de jouer un role
tensioactif stabilisant. Et la décantation des lipides se poursuit pour étre quantitative au bout
de 24 heures, dans une émulsion plus concentrée : 92% de matiére séche extraite, les 3/4 des
protéines et les 2/3 des autres constituants avec 78% d’azadirachtine, dans une émulsion huile
dans I’eau (28% de lipides pour 65,5 % d’eau), proche de celle obtenue par décantation
directe mais avec un rendement en émulsion de pres de deux fois plus €levé (respectivement

45 et 23 g % g du filtrat clarifié).

Cette voie de traitement du filtrat permet donc d’obtenir directement un nouvel extrait sous
forme d’une émulsion lipidique riche en azadirachtine (1,6 g/kg d’émulsion et 6,4 g/kg de
matiere séche). Le couplage d’un effet centrifuge du filtrat clarifi¢ homogénéisé (9000 g
pendant 15 min) accélére la séparation d’une émulsion plus concentrée en lipides (55% de
lipides pour 35% d’eau) et en azadirachtine (4,2 g/kg d’émulsion). Ces teneurs en
azadirachtine dans 1’émulsion sont plus de 4 a 10 fois supérieures et jusqu’a 10 fois
inférieures a celles mises en ceuvre dans les formulations de biopesticides pour le traitement
des cultures (Biofil, 2008; Dai, 1999; Kumar ef al., 2003). Et bien que la stabilité au stockage
a température ambiante de 1’émulsion (absence de démixtion apparente au bout de 4 mois de
stockage a 4°C) et la faible dégradation de 1’azadirachtine dans ces milieux concentrés en
lipides et appauvris en eau nécessite une confirmation pour leur commercialisation et leur
mise en ceuvre finale, elles peuvent étre considérées comme des semi-produits a forte valeur
ajoutée pour les traitements agricoles a faible impact environnemental. Par ailleurs, la faible
teneur en matiere séche des phases aqueuses résiduelles permet d’envisager leur recyclage
comme solvant extractant dans le fractionnement aqueux des graines de neem en extrudeur bi-

vis (de 60 a 90% d’eau recyclé selon la concentration de I’émulsion).

IV.4. La fraction raffinat solide des graines de neem

L’extrudat obtenu en sortie du fourreau de 1’extrudeur bi-vis mis en ceuvre pour le pressage et

le fractionnement aqueux de la graine de neem constitue le raffinat solide du procédé (Figure
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IV-5). 1l représente 42% de la masse de matiére seche des graines mise en ceuvre par cette

étude.

[ = -

Figure IV-5 : Photographie de I’extrudat obtenu par procédé de fractionnement aqueux des
graines de neem en extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21

L’analyse de sa composition apres séchage a 96,6% de matiere séche (Tableau IV-4)
confirme bien I’efficacité de I’extraction des lipides, des protéines et de 1’azadirachtine par ce
procédé de fractionnement. Il contient essentiellement des fibres pariétales de coques et
d’amande, peu lignifiés et riches en cellulose (6% de lignine et 62,6% de cellulose par rapport
aux fibres), associés a peu de constituants non lipidiques et non protéiques (79% de fibres

pour moins de 12% d’autres constituants, 3,7% de mati¢re minérale).

Tableau IV-4 : Composition du raffinat solide obtenu par fractionnement aqueux des graines
de neem en extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21

Matiere seche (%) 96,59
Protéines (% MS) 3,45
Lipides (% MS) 5,85
Cellulose (% MS) 49,41
Constituants ~ Hémicelluloses (% MS) 24,67
pariétaux Lignines (% MS) 4,87
Total (% MS) 78,95
Matiére minérale (% MS) 3,70
Azadirachtine (g/kg MS) 0,09

Ces fibres sont fortement déstructurées comme le montre la répartition granulométrique des

particules (Figure IV-6), avec 13,1% de taille inférieure a 250 pum qui pourraient
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correspondre essentiellement aux fibres d’amande (moins de 10% des fibres de graines) et

86,9% de taille comprise entre 250 pm et 1,6 mm attribuables aux fibres de coques.
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Figure IV-6: Distribution granulométrique des particules du raffinat solide obtenu par
fractionnement aqueux des graines de neem en extrudeur bi-vis de type Clextaral BC 21

Cette structure et la composition chimique du raffinat solide d’extrusion le différencient
nettement des tourteaux de pressage des graines de neem visant a 1’expression de I’huile,
connus pour leur toxicité pour une large gamme d’insectes (Farooq et al., 2008; Khan et al.,
1976; Shah et al., 2008). Ces derniers ont été utilisés comme biopesticides contre des attaques
parasitaires et comme fertilisant (Nagesh et al., 2003; Tiyagi et Ajaz, 2004). Cependant, la
faible teneur résiduelle en azadirachtine du raffinat solide d’extrusion (0,15 g/kg en sortie
d’extrusion et 0,09 g/kg aprés séchage) par comparaison a celle d’un tourteau de pressage des
graines en presse mono-vis (1,8 a 2,8 g/kg) (Faye, 2010) risque de pénaliser cette voie de
valorisation. Par ailleurs, du fait de nombreuses molécules actives qu’il contient telles que la
salanine et 1’azadirachtine, mais aussi de son amertume liée a la présence de composés soufrés
tels que la nimbine, la nimbidine et le nimbostérol (Paul et al., 1996; Rao, 1987), plusieurs
traitements de détoxification et de neutralisation de I’amertume des tourteaux de neem ont été
étudiés pour permettre leur utilisation dans 1’alimentation animale (Bawa et al., 2007; Gowda
et al., 1998; Uko et Kamalu, 2006) ou comme source de protéines (Anandan et al., 1996;

Aruwayo et Maigandi, 2013; Musalia et al., 2000; Nagalakshmi, 1993; Odunsi et al., 2009;
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Reddy, 1992). Toutefois, la faible teneur en protéines du raffinat d’extrusion pénalisera la
valeur ajoutée de cette application et limitera a son apport éventuel en fibres pour

I’alimentation animale.

Par contre, la structure fibreuse du raffinat d’extrusion pourrait étre mise a profit pour la
fabrication d’agromatériaux, comme cela a été le cas pour les tourteaux de tournesol (Evon,
2008; Geneau, 2006; Humbert, 2008) et d’autres graines oléagineuses comme celle de

Jatropha (Evon et al., 2014).

IV.4.1. Caractérisation du raffinat d’extrusion des graines de neem pour la production

d’agromatériau

Plusieurs caractérisations des propriétés thermiques, thermomécaniques et comportement vis-
a-vis de I’eau permettent d’évaluer I’aptitude des raffinats d’extrusion a la transformation en

agromatériau.

1V.4.1.1. Stabilité thermique du raffinat d’extrusion des graines de neem

L’analyse thermogravimétrique (ATG) (Partie Expérimentale V.5.8) du raffinat d’extrusion

des graines de neem (Figure IV-7) montre que :

= Entre 20 et 110°C, la matiere subit une perte de masse d’environ 4%. Cette perte de masse,
approximativement égale a I’humidité du raffinat, correspond essentiellement a 1I’évaporation

de I’eau et probablement a I’entrainement de composés organiques volatils minoritaires.

= Au-dela de 110°C et jusqu’a 250°C, la diminution de masse observée (7 a 8%) pourrait étre
attribuée a une dégradation d’autres constituants organiques thermolabiles (autres constituants

organiques non lipidiques, non protéiques et non fibreux).

* [’importante perte de masse (environ 85%) observée entre 250°C et 480°C est due a la
dégradation des biopolymeres. En effet, les températures de dégradation des constituants
pariétaux, représentant la majorité des composés du raffinat d’extrusion des graines de neem
(pres de 79%) sont comprises entre 270°C et 330°C pour les hémicelluloses (Marechal, 2001),
entre 320°C et 380°C pour les celluloses et vers 420°C pour les lignines (Geneau, 2006;
Hatakeyama et Hatakeyama, 2006; Lalou, 1995; Schaffer, 1973). Ainsi, la premicre
dégradation, entre 250°C et environ 325°C peut étre attribuée a celle des hémicelluloses et
dans une moindre mesure a celle des lipides et protéines. Entre 325°C et 480°C, la

dégradation correspondrait a celle de la cellulose et des lignines.
= Entre 480°C et 750°C, la masse constante résiduelle correspond a celle des minéraux.
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Figure IV-7 : Thermogramme ATG du raffinat solide issu du fractionnement des graines de
neem en extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21

Ces résultats permettent de bien définir une plage de température a mettre en ceuvre pour la
transformation en agromatériau lors d’un thermopressage. Un intervalle de température

comprise entre 150°C et 250°C permettra de limiter la dégradation des biopolyméres.

1V.4.1.2. Analyse enthalpie différentielle du raffinat d’extrusion des graines de neem

L’Analyse Enthalpie Différentielle (AED) (Partie Expérimentale V.5.5) du raffinat
d’extrusion des graines de neem a une teneur en eau de 5,8% met en €évidence un pic
endothermique dont le maximum se situe au voisinage de 185°C (Figure I'V-8). Comme dans
le cas des tourteaux de tournesol (Geneau, 2006; Humbert, 2008; Rouilly et al., 2001, 2003)
et de Jatropha (Evon et al., 2014), le pic peut étre attribué¢ a la dénaturation des protéines

résiduelles du raffinat d’extrusion des graines de neem.
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Figure IV-8 : Thermogramme AED du raffinat solide d’extrusion issu du fractionnement des
graines de neem en extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21

1V.4.1.3. Comportement viscoélastique du raffinat d’extrusion des graines de neem

L’ Analyse Mécanique Dynamique (DMA) aux fréquences 1 Hz, 5 Hz et 10 Hz du raffinat
d’extrusion des graines de neem (Partie Expérimentale V.5.6) permet d’étudier son

comportement viscoélastique (Figure 1V-9).
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Figure IV-9 : Spectres DMA du raffinat solide issu du fractionnement des graines de neem
en extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21 : évolution du module de conservation E’ et du

facteur de perte Tan o, en fonction de la température pour trois fréquences (1 Hz, 5 Hz et 10
Hz)
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Le module de conservation (E’), qui traduit 1’énergie conservée et restituée par le matériau
grace a sa déformation réversible (€lasticité du matériau), diminue quasi linéairement avec
I’augmentation de la température entre -50°C et 200°C et chute rapidement au-dela de 200°C.
Ce module de conservation est plus ¢levé que ceux obtenus pour le tourteau de tournesol
(Geneau, 2006) et les tourteaux extrudés de tournesol (Humbert, 2008). Cette plus forte
rigidité du raffinat de neem par rapport a celle des tournesols peut s’expliquer par sa teneur
plus élevé en constituants pariétaux, en particuliers en cellulose (49,41%) qui le prédispose a

fournir des matériaux plus rigides.

Le facteur de perte (Tan o), qui permet d’évaluer la perte d’énergie mesurée aux trois
fréquences, présente des allures quasi superposables. Il présente deux maxima, ['un moins
marqué vers 75°C et ’autre plus marqué au voisinage de 230°C. Ces maxima traduisent pour
le matériau, le passage d’un état vitreux (solide) a un état caoutchouteux (liquide), qui est la
zone de transition vitreuse. Si D’interprétation de la premiére transition ne semble pas
évidente, celle se traduisant par le maximum du facteur de perte vers 230°C pourrait étre
attribué a la transition vitreuse des biopolymeres du raffinat d’extrusion des graines de neem,
particulierement des fibres ou a leur dégradation. Constatons qu’au voisinage de cette
température apparait une inflexion et une accélération de la diminution du module de
conservation (E’). La température de transition vitreuse (Tg) de la cellulose serait de 200°C
(Geneau, 2006), celle des hémicelluloses se situant entre 150 et 200°C (Marechal, 2001) et
celle des lignines vers 220°C (Geneau, 2006). Ces résultats fourniraient donc I’hypothése
d’une transition vitreuse des biopolymeres pariétaux modifiant les caractéristiques

viscoélastiques du raffinat d’extrusion des graines de neem au voisinage de 230°C.

1V.4.1.4. Comportement du raffinat d’extrusion des graines de neem vis-a-vis de I’eau

L’isotherme d’adsorption d’eau du raffinat d’extrusion des graines de neem en fonction de
I’humidité relative (HR) de I’atmosphere a 25°C (Figure IV-10), obtenu par analyse en
Dynamic Vapor Sorption (DVS) (Partie Expérimentale V.5.7) montre :

» [’existence d’une inflexion faiblement marquée dans la zone des humidités relatives faibles
(entre 0 et 15%). Elle correspondrait, comme dans le cas des tourteaux de tournesol (Geneau,
2006) a la formation d’une monocouche d’eau sur les groupements polaires facilement
accessibles du raffinat et de ses biopolymeéres, notamment des groupements polysaccharides,

hémicellulosiques et cellulosiques.
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» Entre 15% et 70% d’humidité relative, la quantité d’eau adsorbée par le tourteau augmente

progressivement et quasi linéairement.

» La seconde inflexion de I’isotherme apparait entre les humidités relatives de 70% et de 80%.

Elle correspond a la fin de la formation de la monocouche d’hydratation des polymeéres.

* Pour des humidités relatives €levées, supérieures a 80%, 1’adsorption d’eau par le raffinat
augmente plus rapidement. Ce comportement du raffinat d’extrusion des graines de neem vis-
a-vis de I’eau est comparable a celui des tourteaux de graines oléagineuses comme le
tournesol (Geneau, 2006) et le Jatropha (Evon et al., 2014). Le raffinat d’extrusion des
graines de neem pourra ainsi étre stocké jusqu’a une humidité relative de 75% sans risque
significative de dégradation par les microorganismes (teneur en eau inférieure a 12%).
Remarquons cependant qu’au-dela de 75% d’HR, 1’adsorption d’eau restera inférieure (<20%)
a celle observée pour les tourteaux riches en protéines (>30% a 90% d’HR pour les tourteaux

de tournesol). Ce qui peut étre attribué a leur teneur élevée en fibres.
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Figure IV-10 : Isotherme d’adsorption du raffinat issu du fractionnement des graines de
neem en extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21
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IV.4.2. Etude de la mise en forme du raffinat d’extrusion des graines de neem par

thermopressage

Le formage par thermopressage des matériaux fibreux dans une presse a plaque chauffante
(Partie Expérimentale V-4, Photographie Figure V-4) sous forme de plaque de faible
épaisseur est une méthode qui permet d’évaluer leur capacité a former des agromatériaux
cohérents. Elle a été étudiée par de nombreux chercheurs pour des maticres lignocellulosiques
variées (Evon, 2008; Geneau, 2006; Humbert, 2008; Jallabert, 2014; Orliac, 2002; Pintiaux,
2015; Rigal, 2015; Rouilly, 2002; Silvestre et al., 1999).

Les essais de thermopressage des raffinats d’extrusion des graines de neem sont réalisés dans
un moule carré (5 cm x 5 cm) avec une presse hydraulique a plateaux chauffants de type
MAPA 50 (Partie Expérimentale V-4). Le moule est garni a la température fixée pour le
thermopressage par 10 g de raffinat d’extrusion de graines de neem, et la montée en pression
s’effectue a la vitesse de 10 bars/seconde. Aprés maintien de la pression sur une donnée
choisie, le moule est ouvert rapidement et la plaque formée est démoulée (Figure IV-11), puis
découpée en éEprouvette de dimensions 5 cm x 1 cm aprés refroidissement. Les
caractéristiques dimensionnelles et mécaniques des plaques sont déterminées apres
stabilisation en enceinte climatique a 60% d’humidité relative et 25°C pendant au moins une

semaine.

La densité est déterminée par mesure des trois dimensions et par pesée (Partie Expérimentale
V.5.1). Le module d’¢lasticité et la contrainte a rupture en flexion sont déterminés a 1’aide
d’un banc d’essai JFC modele HSKTpiloté par le logiciel Q.MAT 4.53 (Partie Expérimentale
V.5.4).

|- 4

Figure IV-11: Photos de plaques obtenues par thermopressage des raffinats du
fractionnement des graines de neem en extrudeur bi-vis
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1V.4.2.1. Influence des conditions de thermopressage sur les caractéristiques

dimensionnelles et mécaniques des matériaux

L’influence de la température et de la pression du thermopressage pour une durée de maintien
de 2 minutes sont étudiées pour une gamme de température (180-200°C) dans laquelle la

dégradation des biopolymeres reste trés limitée (Tableau IV-5).

Tableau IV-5 : Domaine expérimental pour 1’étude de I’influence de la température et de la
pression de thermopressage des raffinats d’extrusion des graines de neem

. Centre du domaine Pas de .
Facteur Unite (U variation (AUj) Domaine
Température °C 190 10 180-200
Pression Kg/cm? 180 138,57 60-300

Les conditions opératoires et les résultats expérimentaux obtenus par la réalisation d’un plan
d’expériences construit a partir d’une matrice de Doehlert sont rapportés dans le Tableau IV-

6.

Tableau IV-6 : Conditions opératoires et résultats expérimentaux du plan d’expériences de
Doehlert pour I’étude de la température et de la pression de thermopressage des raffinats
d’extrusion des graines de neem

N° de Température Pression ,,MO(.h}le, Contrainte . s
I'essai 1 °C) Xa (kg/cm?) d el.ast1c1te en en flexion Densité
flexion (MPa) (MPa)

1 0 190 0 180 1696 0,51 1,264
2 1 200 0 180 1689 0,55 1,250
3 0,5 195 0,866 300 2005,33 0,57 1,271
4 -0,5 185 0,866 300 1944,66 0,52 1,276
5 -1 180 0 180 1771 0,53 1,229
6 -0,5 185 0,866 60 1420 0,51 1,174
7 0,5 195 -0,866 60 1590 0,59 1,229
8 0 190 0 180 1648 0,50 1,265
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Dans le domaine expérimental étudié, les variations de la contrainte a rupture, comprise entre
0,5 et 0,6 MPa, restent faibles, a la différence de celles de la densité (1,17 a 1,27) et du
module d’¢lasticité (1420 a 2005 MPa). Le calcul des coefficients d’un modéle polynomial du
second degré reliant les variables codées a ces deux dernic¢res réponses (Tableau IV-7)

montre que plusieurs d’entre eux sont significatifs au regard de leur écart-type calculé :

ME= (1672+66,041) + (11,112453,922) X; + (271,422+ 53,936) X, — (63,138+107,873) XiX>
+(58+93,396) Xi2 + (71,367+93,445) X2

d = 1,2645£5.10% + (0,0153+4.10%) X; + (0,0416£4.10%) X, — (0,0347+8.10%) X;1Xo —
(0,0250+7.104) X12 — (0,0277+7.10%) X2z

Tableau IV-7: Analyse statistique des coefficients de 1’équation de modélisation des
modules d’¢lasticité (ME) et des densités (d) des matériaux thermopressés

Module d’élasticité (ME) Densité (d)

. Valeur Ecart-type Coefficient Ecart- Coefficient
Coefficient (MPa) (MPa);p significatif Valeur type significatif
ao 1672 66,041 Oui 1,2645 0,0005 Oui
ai 11,112 53,922 Non 0,0153 0,0004 Oui
a 271,422 53,936 Oui 0,0416  0,0004 Oui
an - 63,138 107,873 Non -0,0347  0,0008 Oui
ar 58 93,396 Non - 0,025 0,0007 Oui
ax 71,367 93,445 Non -0,0277  0,0007 Oui

La comparaison des valeurs expérimentales de module d’élasticité et densité avec leurs
valeurs correspondantes calculées (Tableau IV-9) montre que les modeles représentent de
facon satisfaisante I’ensemble des résultats. Les écarts maximums sont de +£52,112 MPa pour
les modules d’¢lasticit¢ (ME) et +£0,0048 pour les densités (d), et les coefficients de

corrélation (R?) sont de 0,93 pour le module ¢élastique et de 0,98 pour la densité.
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Tableau IV-9 : Valeurs expérimentales et valeurs calculées a partir du modele polynomial
pour les modules d’élasticité en flexion (ME) et les densités (d) des matériaux thermopressés

Module d’élasticité (ME) Densité (d)
N° de Pessai Exg\f[l;gl)lce 1:41\(/}(11,31; A Expérience  Modé¢le A
1 1696 1672 24 1,264 1,2645  -0,0005
2 1689 1741,112 -52,112 1,25 1,2548  -0,0048
3 2005,33 1953,218 52,112 1,271 1,2662 0,0048
4 1944,66 1996,772 -52,112 1,276 1,2808  -0,0048
5 1771 1718,888 52,112 1,229 1,2242 0,0048
6 1420 1472,112 -52,112 1,174 1,1788  -0,0048
7 1590 1537,888 52,112 1,229 1,2242 0,0048
8 1648 1672 -24 1,265 1,2645 0,0005

L’analyse des courbes d’isoréponses tracées en fonction de la température et de la pression de

thermopressage a partir de ces équations montre que :

m Entre 180 et 190°C, I’augmentation de la pression de 60 a 300 kg/cm? densifie le matériau

(Figure IV-12). L’effet de I’¢lévation de la température, en interaction avec celui de la

pression, devient moins sensible au-dela de 200 kg/cm?.

m Le module d’¢élasticité est surtout sensible a la pression du thermopressage (Figure 1V-13).

Il augmente du tiers de sa valeur (1500 a 2000 MPa) pour une pression croissante de 50 a 300

kg/cm?.
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Figure VI-12 : Courbes d’isoréponses du module d’¢lasticité en flexion du matériau obtenu
par thermopressage du raffinat d’extrusion des graines de neem en fonction de la pression et
de la température pour un temps de pressage de 2 minutes
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Figure VI-13 : Courbes d’isoréponses de la densité¢ du matériau obtenu par thermopressage
du raffinat d’extrusion des graines de neem en fonction de la pression et de la température
pour un temps de pressage de 2 minutes

177



Ces orientations ont été validées expérimentalement par la réalisation d’une nouvelle série
d’éprouvettes (Figure IV-14). Les effets des deux facteurs sont bien en interaction positive,
mais & 200°C, c’est I’augmentation de la pression (300 kg/cm?) qui permet d’atteindre la
densité (1,28) et le module d’¢lasticité¢ (2040 MPa) les plus élevées pour une durée de 2
minutes. Remarquons que 1’augmentation de cette derniére permet aussi d’augmenter la
densité et le module d’élasticité : a 200°C et pour 200 kg/cm?, ces deux réponses augmentent
de 4% et 31% respectivement (Figure IV-15). Méme si le module augmente bien avec la
densification du matériau obtenue pour des durées de thermopressage croissantes, la
corrélation n’est pas établie au regard de I’ensemble des résultats. Et la contrainte a rupture en

flexion varie peu autour de 0,5 MPa.
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Figure IV14- : Evolution de la densité et du module d’¢lasticité en flexion des éprouvettes du
raffinat d’extrusion des graines de neem en fonction du couple température-pression de
thermopressage
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Figure I'V-15 : Evolution de la densité et du module d’¢lasticité en flexion des éprouvettes du
raffinat d’extrusion des graines de neem en fonction de la durée de maintien du
thermopressage pour 200°C et 200 kg/cm?

Ces résultats de la caractérisation mécanique montrent que dans le domaine expérimental de
thermopressage exploré, les matériaux obtenus a partir des raffinats d’extrusion des graines de
neem sont relativement rigides (modules d’¢lasticité comprise entre 1500 et 2300 MPa) et
fragiles (résistance a la rupture voisine de 0,5 MPa). A titre de comparaison, les matériaux
obtenus a partir d’agrofibres issus du défibrage thermomécanique en extrudeur bi-vis de
biomasses herbacées (granulométrie < 1 mm), et thermopressées dans des conditions voisines
(190°C, 180 kg/cm?), sont beaucoup moins rigides (modules d’élasticité de ’ordre de 300 a
1000 MPa) mais plus résistants (contrainte a rupture de 6 a 8§ MPa), pour des densités plus

faibles (1 a 1,1) (Rigal, 2015).

L’analyse thermogravimétrique de I’éprouvette présentant la densité et module d’¢lasticité le
plus élevé (200°C, 200 kg/cm?, 4 min) conduit a un thermogramme (Figure IV-16) quasiment
identique a celui obtenu pour le raffinat d’extrusion (Figure IV-7). Ce qui confirme que lors
du thermopressage entre 160 et 200°C, les biopolymeres des fibres du raffinat ne sont pas

dégradées.
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Figure IV-16 : Thermogramme ATG de I’éprouvette de raffinat d’extrusion des graines de
neem thermopressé a 200°C sous 200 kg/cm? pendant 4 minutes

Par ailleurs, I’analyse du comportement viscoélastique par analyse mécanique dynamique de
ce matériau (Figure IV-17) confirme I’existence de deux transitions correspondant a un
maximum des facteurs de perte tan 6, associés a un changement de pente de I’évolution du
module de conservation. La premiere, autour de 110°C, pourrait Etre attribuée aux
constituants non fibreux susceptibles de former des joints de colle entre les fibres lors du
thermopressage, et qui assureraient la cohésion de I’assemblage densifi¢ lors de son
refroidissement et sa détente. Dans I’éprouvette ainsi fournie, le ramollissement de ces joints
de colle par transition de ses constituants, qui semble débuter a partir de 50°C comme dans le
raffinat d’extrusion natif, se traduirait par la chute du module de conservation, qui se stabilise
a une valeur de 5.10% Pa a 110°C et reste voisin de cette valeur jusqu’a 160-170°C. Au-dela de
ces températures, le module de conservation chute a nouveau et un maximum du facteur de

perte apparait a 230°C.

Comme dans le cas du raffinat d’extrusion natif, ou cette transition apparait a la méme
température, elle pourrait étre attribuée aux biopolymeres des fibres dont le ramollissement
contribuerait a la chute du module de conservation du matériau. Lors du thermopressage a une
température comprise entre 170 et 200°C, les deux phénomenes de transition des constituants
du raffinat contribueront a la densification du matériau, au-dela du simple phénomene de
réarrangement des empilements de particules, de leur déformation irréversible et de

I’effondrement des structures conduisant a la diminution de la porosité. A 170°C, sous 200
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kg/cm?, la densité du matériau obtenu au bout de 2 minutes de maintien est de 1,23. A 200°C,
sous la méme contrainte de pression, la densité atteint 1,245 au bout de 2 minutes de maintien
et 1,28 au bout de 4 minutes. Cependant, bien qu’un phénoméne d’autoliaison entre les fibres
lors de la transition attribuable a leurs biopolymeéres constitutifs ne puisse étre écartée, sa
contribution a la cohésion du matériau traduite par sa résistance a rupture en flexion semble
insuffisante pour I’améliorer significativement dans cette gamme de température. Cette
résistance a rupture serait essentiellement due aux joints de colle formée entre les fibres
formées lors de la transition des autres constituants non fibreux, et sa faible valeur liée a leur
faible proportion dans le raffinat d’extrusion des graines de neem, en particulier de protéines
(<3,5%). Par comparaison, les résistances a rupture en flexion des matériaux obtenus a partir
des tourteaux de graines de tournesol thermopressés dans des conditions voisines, et qui
contiennent encore 30% de protéines, sont nettement plus élevés (10 a 20 MPa) (Geneau,

2006).

Ces matériaux obtenus par thermopressage du raffinat d’extrusion des graines de neem sont
donc des matériaux denses, relativement peu résistants, mais tres rigides (module d’élasticité
en flexion élevé). Cette derniére caractéristique, qui peut étre attribuée a la fraction fibreuse,
pourrait avantageusement étre exploitée pour la fabrication de couches de protection ou de
finition a la surface d’autres agromatériaux, d’autant plus que ce matériau de revétement est

peu sensible a I’eau.
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Figure IV-17 : Spectres DMA obtenus pour I’éprouvette de raffinat d’extrusion des graines
de neem thermopressé a 200°C sous 200 kg/cm? pendant 4 minutes
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1V.4.2.2. Comportement des matériaux thermopressés a partir du raffinat d’extrusion des

graines de neem

Qu’il s’agisse de composites associant une matrice thermoplastique a une charge ou un
renfort fibreux, ou une matrice fibreuse liée par une résine thermodurcissable, la sensibilité a
I’eau de ce type de matériau lorsque les fibres sont d’origine végétale est bien connue (Evon,
2008; Geneau, 2006; Humbert, 2008; Stanojlovic-Davidovic, 2006; Umurigirwa-Vasseur,
2014). Dans notre cas, elle se traduit par une décohésion des plaques thermopressées
lorsqu’elles sont immergées dans ’eau. Mais les conditions du thermopressage influent
nettement sur la tenue du matériau dans ces conditions extrémes de contact a I’eau : plus le
matériau est dense et présente un module d’¢lasticité élevé, meilleure est sa tenue dans 1’eau
(Tableau IV-10). La comparaison des isothermes d’adsorption d’eau atmosphérique humide
(Partie Expérimentale V.5.7) du matériau thermopressé¢ et du raffinat d’extrusion (Figure

IV-18) permet de mieux en apprécier la sensibilité a I’eau.

Tableau IV-10: Evolution de la tenue en immersion dans [’eau des éprouvettes
thermopressées de raffinat d’extrusion des graines de neem en fonction de la durée de
thermopressage a 200°C et 200 kg/cm?

Durée de thermopressage (minutes) 1 2 3 4

Densité 1,231 1,246 1,263 1,28
Module d’¢lasticité (MPa) 1728 1780 2051 2262
Tenue du matériau en immersion - + ++ +++
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Figure IV-18 : Comparaison des isothermes d’adsorption d’eau en atmosphere humide du
raffinat d’extrusion des graines de neem et de I’éprouvette thermopressée a 200°C sous 200
kg/cm? pendant 4 min

1V.4.2.2.1. Modélisation des isothermes d’adsorption d’eau du raffinat d’extrusion des

graines de neem et de |’agromatériau

IV4.2.2.1.a. Choix des modéles mathématiques pour la modélisation des isothermes

d’adsorption

Les mode¢les mathématiques proposés pour I’ajustement et la modélisation des isothermes
d’adsorption d’eau des adsorbants (raffinat d’extrusion et agromatériau) (Tableau IV-11)
sont bien décrits dans la littérature. Ceux-ci peuvent étre classés en fonction du nombre de
parametres utilisés ou de leur construction sur la base des hypothéses théoriques ou
empiriques des phénomenes d’adsorption. Deux modeles théoriques sont choisis : le modele
de GAB, recommandé¢ dans le cas des isothermes d’adsorption d’eau sur les biopolymeres
(McKenna, 1984) et le modele de BET, pour la détermination de la monocouche d’adsorption
d’eau dans les domaines d’activité¢ de 1’eau inférieur a 0,4. Les quatre autres modele (Peleg,
Oswin, Hasley et Henderson) sélectionnés sont basés sur des hypothéses empiriques. A
I’exception du modele de BET, le choix de 1’étude des cinq autres modeles correspond au

domaine d’activité de I’eau compatible avec celui des isothermes d’adsorption expérimentales

obtenues pour les deux adsorbants (entre 0 et 90% d’HR).
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Tableau IV-11 : Equations des mod¢les mathématiques d’adsorption (Aguirre-Loredo et al.,
2016; Kakou et al., 2015; Peleg, 1993; Ribeyre, 2015)

Mode¢les Equations Domaine
BET (1938) X,, = oL ay 0,05<a,<0,4
T [(1-a,)A+(C-Day)]
GAB (1966) X, = XoKCay 2,<0,9
9 (1-Kay,)(1-Kay,+KCay)
Peleg (1993) Xeq =Aay + Cay, aw<0,9
a B
Oswin (1946) Xeq = A( : V; ) 0,05< aw<0,95
— dw
A 1Ym
Kakou et al. (2015) X, = X, [ﬁ] 0,05<ay<0,80
RT In(ay,
In(1 - a) /8
Henderson (1952) Xeq = I_ T""l 0,05< aw<0,90

BET : Brunauer, Emmett et Teller

GAB : Guggenheim, Anderson et De Boer

IV.4.2.2.1.b. Ajustement des modeles aux données expérimentales des isothermes

d’adsorption

La modélisation des isothermes d’adsorption nécessite les méthodes statistiques d’analyse de
régression et de corrélation. L’analyse de la régression est réalisée a I’aide du logiciel Excel,
en se servant de 1’algorithme GRG non linéaire du Solveur. La détermination des parametres
Xo, A, B, C, D et K des différents modeles est effectuée par identification aux courbes
expérimentales d’adsorption, en minimisant la somme des Ecarts Quadratiques Moyennes

(EQM) (Kakou et al., 2015).

1 2

EQM = - L (Xeqiexp — Xeqipre)  (Kakou et al., 2015)
Xegisexp : 1°™ teneur en eau expérimentale d’équilibre (en % MS) ;
Xegirpre : 1™ teneur en eau prédite d’équilibre (en % MS) ;

n : Nombre de points expérimentaux.

Afin de choisir le modele le plus approprié pour décrire la relation entre ’humidité a
I'équilibre, l'activité de I'eau et la température, le coefficient de corrélation (r) est considéré

comme le premier critére de sélection de la meilleure équation pour décrire les courbes
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d’adsorption. En plus du coefficient de corrélation, le calcul des valeurs de I’Erreur Moyenne
Relative (EMR), de I’Erreur Standard de la Teneur en eau (EST) et de I’Erreur résiduelle (ei)
permet la justification du choix du mod¢le (Tableau I'V-11).

Tableau IV-12 : Expression des paramétres statistiques utilisés pour la détermination du
modele le plus fiable (Aghfir ef al., 2005; Benhamou et al., 2010; Mghazli et al., 2016)

Paramétres statistiques Equations

2
n
i=1 (Xeqi,pred - Xeql,exp)

Corrélation (r) r= >
in=1(Xeqi,exp - Xeql,exp)
n
00 Zrll(xeqi,exp - Xeqi,pre)
Erreur Moyenne Relative (EMR) EMR(%) = n Z I
im1 21 (Xeqi,exp)
n (X X )2
Erreur Standard de la Teneur en eau (EST) EST = |==1 eql'eng °q.pre
Erreur résiduelle (ei) ei = Xegipre — Xegiexp

Compte tenu de l'approximation par régression non linéaire, une valeur de r > 0,98 est
considérée comme un bon ajustement. Dans le cas de I’Erreur Moyenne Relative (EMR), des
valeurs inférieures a 5% indiquent un bon ajustement, des valeurs comprises entre 5% et 10%
indiquent un ajustement raisonnable, et des valeurs supérieures a 10% indiquent un mauvais

ajustement (Aguirre-Loredo et al., 2016).

Le meilleur modele est celui qui présente la plus grande valeur de r et les plus petites valeurs
d’EMR, d’Erreur Standard de la Teneur en eau et d’erreur résiduelle (e;) (Kakou ef al., 2015).
L’erreur résiduelle (e;) permet de savoir si les erreurs résiduelles entre les valeurs prédites par

le mode¢le et celles de I’expérience sont minimes.

Les constantes de chaque modele permettant la comparaison des modeles sont répertoriées
pour le raffinat d’extrusion dans le Tableau IV-13 et pour le matériau dans le Tableau IV-

14.
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Tableau I'V-13 : Constantes des modeles de I’isotherme d’adsorption du raffinat d’extrusion

BET GAB Peleg Oswin Hasley Henderson
Xo 3,100 5,284 - - 23,906
A - - 12,829 6,686 10,833 0,046
B - - 11,210 0,413 1,983 1,416
C 147631875 5,937 0,877 - - -
D - - 8,526 - - -
K - 0,773 - - - -

Tableau IV-14:

Constantes des modeles de 1’isotherme d’adsorption du matériau

thermopressé
BET GAB Peleg Oswin Hasley Henderson

Xo 1,714 2,409 - - 46,936 -

A - - 7,046 3,747 28,328 0,161

B - - 12,969 0,518 1,600 1,092

C 18061643 7,202 0,881 - - -

D - - 8,528 - - -

K - 0,889 - - - -

Les résultats de la masse d’eau adsorbée en fonction de I’humidité relative (ou de 1’ activité
de I’eau aw = HR/100) trouvés en minimisant 1’Ecart Quadratique Moyenne (EQM) entre les
valeurs expérimentales et celles prédites par les modeles, sont répertoriés dans le Tableau I'V-

15 pour le raffinat d’extrusion et dans le Tableau IV-16 pour le matériau thermopressé.

Tableau I'V-15 : Valeurs expérimentales et valeurs prédites par chaque modele en fonction de
I’humidité relative pour ’adsorption d’eau du raffinat d’extrusion

Humidité Valeurs Valeurs prédites (% MS) par les modéles pour le raffinat
relative  Expérimentales, _d’extrusion
(%) (% MS) BET GAB Peleg Oswin Hasley Henderson
0 0 0 0 0 0 0 0
15 2,445 3,647 2,617 2,431 3,265 3,903 2,444
30 4,434 4,428 4,417 4,464 4,711 4,909 4,257
45 6,41 5,636 6,159 6,382 6,154 6,038 6,131
60 8,329 - 8,251 8,341 7,905 7,563 8,289
75 10,936 - 11,21 10,933 10,528 10,103 11,104
90 16,262 - 16,183 16,262 16,578 16,764 15,888
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Tableau IV-16 : Valeurs expérimentales et valeurs prédites par chaque mode¢le en fonction de
I’humidité relative pour I’adsorption d’eau du matériau

Humidité Valeurs Valeurs prédites (% MS) par les modéles pour le matériau
relative expérimentales thermopressé
(%) (% MS) BET GAB Peleg Oswin  Hasley Henderson

0 0 0 0 0 0 0 0

15 1,251 2,502 1,462 1,325 1,524 1,945 1,005
30 2,491 4,342 2,378 2,441 2,415 2,585 2,065
45 3,578 6,449 3,325 3,502 3,377 3,341 3,313
60 4,566 - 4,606 4,66 4,624 4,416 4,899
75 6,612 - 6,765 6,585 6,623 6,322 7,157
90 11,699 - 11,664 11,702 11,709 11,843 11,39

Les résultats de chaque mode¢le sont comparés a ceux obtenus expérimentalement, suivant les

tracés des courbes pour le raffinat d’extrusion (Figure IV-19) et pour le matériau

thermopressé (Figure 1V-20).
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Figure IV-19 : Données expérimentales d’humidité d’équilibre du raffinat d’extrusion
comparées aux isothermes prédites par les modeles
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Figure IV-20 : Données expérimentales d’humidité d’équilibre du matériau thermopressé
comparées aux isothermes prédites par les modeles

Ces comparaisons permettent de constater que dans les deux cas (raffinat et matériau) les
courbes du modele de Peleg coincident parfaitement avec celles de 1’expérience, et celles du
modele de GAB sont quasi superposables a celles de I’expérience. La courbe du modele de
Henderson dans le cas du raffinat et celle d’Oswin pour le matériau sont aussi presque

superposables a celle de I’expérience.
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1V.4.2.2.1.c. Sélection du modéle

Les paramétres statistiques de chaque modéele, pour le raffinat d’extrusion (Tableau IV-17) et
pour le matériau thermopressé (Tableau IV-18) ont servi a la comparaison et a la sélection

des meilleurs mode¢les. Le coefficient de corrélation r est le premier critére d’ajustement.

Tableau IV-17 : Résultats statistiques pour le raffinat d’extrusion

BET GAB Peleg Oswin Hasley = Henderson
r 0,957 0,999 1 0,997 0,989 0,999
EMR (%) 15,337 2,179 0,269 7,789 13,723 1,810
EST 0,886 0,435 0,044 1,118 2,203 0,464

Tableau IV-18 : Résultats statistiques pour le matériau thermopressé

BET GAB Peleg Oswin Hasley = Henderson
r 0,947 0,999 1 0,999 0,996 0,996
EMR (%) 18,968 4,572 1,802 4,585 10,690 8,902
EST 0,568 0,403 0,163 0,282 0,804 0,950

L’analyse statistique des sept modeles montre que les coefficients de corrélation de ces
modeles pour les deux isothermes sont tous ¢élevés (>0,98), a I’exception du modele de BET
(0,957 pour le raffinat d’extrusion et 0,947 pour le matériau thermopressé) pour des humidités
relatives comprises entre 0% et 45%. Ceci montre que le modele de BET ne traduit pas
correctement les résultats expérimentaux. Ce qui d’ailleurs se traduit par des valeurs ¢élevés
d’Erreur Standard de la Teneur en eau (EST) (0,886 pour le raffinat et 0,568 pour le
matériau) et d’Erreur Moyenne Relative (EMR) (15,337% pour le raffinat et 18,968% pour le

matériau).

Ainsi, dans le cas du raffinat d’extrusion chacun des cinq autres modeles (GAB, Peleg,
Oswin, Hasley et Henderson) donne un ajustement raisonnable avec des Erreurs Moyennes
Relatives (EMR) comprises entre 5 et 10%. Par contre, dans le cas du matériau, ’EMR du
modele de Hasley est supérieure a 10% (13,723% pour le raffinat et 10,69% pour le
matériau), ce qui traduit un mauvais ajustement de 1’isotherme du matériau par ce modele.
Les quatre autres modeles (GAB, Peleg, Oswin et Henderson) donnent un ajustement

raisonnable.
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Toutefois, la comparaison des coefficients de corrélation r, des Erreur Standard de la Teneur
en eau (EST) et des EMR pour les deux adsorbants (raffinat et matériau) montre que le
modele empirique de Peleg présente les coefficients de corrélations les plus élevés (égaux a 1)
et les EST les plus faibles (0,044 pour le raffinat, 0,163 pour le matériau), de méme que les
EMR les plus faibles (0,269% pour le raffinat, 1,802% pour le matériau).

Au terme de ces comparaisons, le modele de Peleg a quatre parametres semble correspondre
au modele le plus adapté pour décrire les isothermes d’adsorption du raffinat d’extrusion des

graines de neem et du matériau obtenu par thermopressage de celui-ci.

Les valeurs des erreurs résiduelles des sept points expérimentaux (Tableau IV-19) étant
faible, leur répartition semble relativement aléatoire. Ceci valide a la fois la méthode

d’estimation et le modéle retenu.

Tableau IV-19 : Erreurs résiduelles (e;) du modele de Peleg des différents points
expérimentaux

Humidité relative (%) 0 15 30 45 60 75 90
Raffinat d’extrusion 0 0,014 -0,031 0,028 -0,012 0,003 0,000
Matériau thermopressé 0 -0,075 -0,051 0,076 0,093 0,027  -0,003

Cependant, le modéle théorique de GAB a trois parameétres présente aussi un bon ajustement
puisque dans le cas du raffinat et du matériau, ses coefficients de corrélations sont supérieurs
a 0,98 (r =0,999 dans les deux cas) et ses Erreurs Moyennes Relatives sont inférieures a 5%

(2,179% pour le raffinat et 4,572% pour le matériau).

La teneur en eau de la monocouche est donnée par la constante X, du modéle de GAB, qui

présente le meilleur ajustement que celui de BET (Xo = 5,284 pour le raffinat et Xo = 2,409

pour le matériau).

Parmi les modeles étudiés, celui de Peleg ajuste le mieux les résultats expérimentaux des
isothermes d’adsorption du raffinat et de 1’agromatériau, avec des courbes prédites qui se
superposent parfaitement a celles de 1’expérience. Le modele de GAB est le deuxiéme
meilleur modele d’absorption d’eau de ces absorbants. Les modeles de Henderson pour

raffinat et d’Oswin pour le matériau thermopressé donnent néanmoins un bon ajustement.
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1V.4.2.2.2. Analyse et interprétation des isothermes d’adsorption d’eau a partir des modeéles

de Peleg et de GAB

Le modele empirique de Peleg, permettant de mieux comprendre la vitesse d’adsorption d’eau
par les adsorbants (Peleg, 1993) et le mod¢le théorique de GAB, considéré comme un modele
adapté pour représenter les isothermes d’adsorption de biopolymeres (Geneau, 2006) sont

pour cela exploités dans I’interprétation des résultats.

1V.4.2.2.2.a. Allure des isothermes

Les valeurs du parametre C de 1’équation de GAB dans les Tableaux II-7 et II-8, permettent
de caractériser les isothermes d’adsorption. Lorsque C<10, I’isotherme est de type III, alors
que pour C >10, I’isotherme est de type II (Kakou et al., 2015). Dans cette étude, les valeurs
du paramétre C sont inférieures a 10 (5,937 et 7,202, respectivement pour le raffinat et le
matériau). Ainsi, ces résultats indiquent que les courbes représentatives des isothermes
d’adsorption d’eau du raffinat d’extrusion des graines de neem et du matériau thermopressé
en fonction de I’humidité relative de I’atmosphere, (Figure IV-18) sont du type III. Ce type
d’isotherme, caractéristique d’une adsorption multimoléculaire (épaississement progressif de
la couche adsorbée), avec des interactions milieu poreux/gaz adsorbé faible, est cohérent avec
la composition de la matiere adsorbante. L’allure sigmoidales a 25°C des isothermes confirme
que le raffinat et le matériau sont constitués de biopolymeres en particulier de fibres

(cellulose, hémicelluloses, lignines) (Geneau, 2006).

L’observation de ces courbes montre que le raffinat d’extrusion est plus hygroscopique que le
matériau thermopressé. Et la masse d’eau adsorbée par ces adsorbats augmente en fonction de
I’activité de I’eau. Cependant, le rythme d’augmentation n’est pas uniforme. Le tracé des

courbes de 1’équation donnant I’expression de f "(Peleg) en fonction de I’humidité relative

(Figures 1V-21 et IV-22) permet de bien comprendre le processus d’évolution de la masse

d’eau adsorbée en fonction de I’humidité relative (Peleg, 1993).

2

d=X
f""(Peleg) = dazeq = (A B(B — 1)a§v_2) + (C D(D-1) a‘,D,,_z)
w

Avec :

f"’ (Peleg): Fonction dérivée seconde de I’équation du modele de Peleg (Xeq = Aay, + C aq)
Xeq : Adsorption a I’équilibre prédit par le modele de Peleg ;

aw : Activité de ’eau ;

A, B, C et D : Constantes du modele de Peleg.
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(f"(Peleg)) par le raffinat d’extrusion en  (f"(Peleg)) par ’agromatériau thermopressé

fonction de ’activité de 1’eau en fonction de 1’activité de 1’eau

Les deux courbes représentant f"(Peleg) en fonction de I’activité de 1’eau présentent une

partie positive localisée aux humidités relatives moyennes (>50%) et une partie négative aux
faibles humidités relatives (<50%). Cela indique que la vitesse d’adsorption d’eau en fonction
de I’humidité relative (HR) diminue dans le domaine de faibles humidités relatives et
augmente dans le domaine des humidités relatives élevées. A des HR inferieures a 48% pour
le raffinat d’extrusion et inferieures a 40% pour le matériau thermopressé, nous constatons

une baisse de la vitesse d’absorption d’eau quand ’HR augmente.

Pour le raffinat d’extrusion, a des HR inferieures a 30%, cette diminution est trés marquée et

présente deux allures différentes :
= Entre 0 et 15% d’HR, il y a une diminution progressive de la vitesse d’adsorption.

» Entre 15 et 30% d’HR, la vitesse d’absorption d’eau augmente progressivement, ce qui
justifie la premicre inflexion de la courbe expérimentale de I’isotherme entre 0 et 15% d’HR
pour le raffinat. Cette inflexion est peu marquée dans le cas de I’agromatériau et se situe entre

0 et 20% d’HR. Elle correspondrait a la formation de la monocouche d’eau sur les

groupements polaires aisément accessibles de 1’adsorbant.

Dans les deux cas, raffinat et matériau, la vitesse d’adsorption augmente progressivement
avec l’augmentation de I’HR du milieu lorsque cette dernicre est supérieure a 50%.
Remarquons que pour des HR ¢élevées (supérieures a 80%), la vitesse d’adsorption d’eau par
ces adsorbants augmente de manicre exponentielle en étant plus marquée dans le cas du

matériau.
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La seconde inflexion (entre 70 et 80% d’HR pour le raffinat et entre 60 et 80 % pour le
matériau) traduit la fin de la formation de la multicouche d’hydratation des biopolymeéres

(Geneau, 20006) et est plus marquée dans le cas du matériau.

1V.4.2.2.2.b. Affinité pour I’eau du raffinat d’extrusion des graines de neem et du matériau

thermopressé

Dans le modele GAB, qui conduit a une bonne représentation des isothermes d’adsorption
pour de nombreuses matiéres végétales contenant des biopolyméres, les coefficients Xo, C et

K peuvent étre reliées a 1’affinité du matériau pour 1’eau :

* Xo, qui mesure la quantité d’eau adsorbée pour former la couche monomoléculaire
correspond a la saturation de chaque site primaire d’adsorption par une molécule d’eau, peut
étre considéré comme un indice d’hygroscopie du matériau et de ses constituants. Rappelons
que ce premier phénoméne d’adsorption correspond a l’eau fortement liée sur les sites
polaires libres directement accessibles a la surface du substrat, comme 1’amidon, les protéines
ou les fibres, grace a la formation de liaisons hydrogénes ou sous I’effet des forces de Van

Der Waals.

* C, la constante de Guggenheim, relie la formation de la monocouche a la chaleur de
sorption et peut étre considérée comme un indice de la capacité du matériau a condenser 1’eau

vapeur sous forme d’une eau fortement liée.

* K, facteur correctif relatif a la chaleur de sorption totale des multicouches d’eau (couches
polymoléculaires qui viennent s’adsorber sur la monocouche initiale), peut étre considéré
comme un indice de I’état de 1’eau dans ces multicouches, intermédiaires entre les solides et
les liquides. Plus K sera proche de 1, plus I’eau contenue dans la multicouche se comportera

comme de I’eau liquide (Pérez-Alonso et al., 2005).

La comparaison des valeurs de ces coefficients obtenus pour le raffinat d’extrusion des
graines de neem avec celles relevées pour plusieurs autres maticres dans la littérature

(Abdillahi, 2014; Geneau, 2006) montre que (Tableau IV-20) :
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Tableau IV-20 : Valeur des paramétres GAB pour les isothermes d’adsorption d’eau du raffinat d’extrusion des graines de neem et matériau
thermopressé (200°C, 200 kg/cm?, 4 min) et comparaison aux données relevées dans la littérature

Graine Neem Tournesol Bl¢ @

Matire Raffinat Matériau Tourteau Coque  Farine d’amande Isolat Grain brové Farine Amidon
d’extrusion thermopressé | délipidé broyé broy¢ délipidé protéique Y

Coefficient

GAB

Xo

(g d’cau/g MS) 5,284 2,409 5,03 5,66 4,87 5,27 8,78 8,11 9,6

C 5,937 7,202 5,937 5,372 6,436 7,021 4,66 15,3 15,61

K 0,773 0,889 0,869 0,814 0,90 0,874 0,69 0,7 0,65

Teneur

protéines 3,43 - 31,5 2.4 56,2 82 12,8 12,8 0,3

(% MS)

Teneur fibres

(% MS) 78,95 - 45,6 80,2 19,4 - 11,2 1,7 0

M Geneau, 2006
@) Abdillahi, 2014
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= Le caractere hygroscopique du raffinat d’extrusion des graines de neem est proche de celui
d’un tourteau de tournesol délipidé, se traduisant par des valeurs de Xy pour la quantité d’eau
adsorbée sous forme de monocouche respectivement de 5,3 et 5, nettement plus faibles que
celles relevées pour des maticres riches en amidon (8,1 a 9,6) comme le grain de blé broyé, la
farine de blé ou I’amidon de blé. Ce qui s’explique par la structure polyhydroxylée de
I’amidon, propice a la formation de liaison hydrogéne entre 1’eau et les fonctions hydroxyles
en plus grand nombre et plus accessibles que dans les protéines ou les biopolyméres des
fibres : Xo = 9,6 pour I’amidon de bl¢, 5,27 pour un isolat protéique de tournesol (a 82% de
fibres). Bien que ces comparaisons de valeur de Xo doivent étre pondérées par le fait que ces
matériaux possédent des surfaces spécifiques identiques pour 1’adsorption (différence de
granulométrie des particules), elles semblent indiquer que la contribution des protéines et
celle des fibres a I’hygroscopie du matériau seraient voisines. Dans le raffinat d’extrusion des
graines de neem, elle serait essentiellement liée a la forte proportion des fibres qu’il contient

(79% de fibres pour moins de 3,5% de protéines).

= La capacité a condenser 1’eau vapeur sous forme d’une couche fortement li¢e est identique
pour le raffinat d’extrusion des graines de neem et le tourteau de tournesol délipidé (C voisin
de 5,9 pour les deux matieres). Remarquons que ce sont les fibres qui semblent le plus
contribuer a minimiser cette capacité a condenser I’eau [C= 5,37 pour les coques de tournesol
broyées a 80% de fibres et trés peu de protéines (2,4%), et 6,43 et 7,02% respectivement pour
une farine d’amande et un isolat protéique de tournesol a 56 et 82% de protéines]. Cet effet de
la présence de fibres qui jouerait le role d’un effet barriére a la condensation est encore plus
net dans les matieres riches en amidon : 11% de fibres dans le grain de bl¢ broy¢ suffisent a

diminuer le coefficient C d’un facteur 3 par rapport a une farine de blé.

= [’eau adsorbée par la formation de la multicouche sur les mati¢res riches en protéines se
rapproche le plus du comportement de 1’eau libre (K varie de 0,87 a 0,9 pour le tourteau de
farine d’amande et I’isolat protéique de tournesol), alors que les fortes interactions avec les
matieres riches en amidon 1’en écartent nettement (K varie de 0,65 a 0,7 pour I’amidon, la
farine et le grain de blé). Dans le cas du raffinat d’extrusion des graines de neem, la valeur de
K (0,775) est plus proche de celle pour les coques de tournesol broyées (0,81), traduisant le
fait que les interactions de 1’eau adsorbée en multicouche sur les fibres sont d’intensité

intermédiaire entre celles avec les protéines et avec I’amidon.

Le tracé des isothermes d’adsorption a partir du modele GAB pour le raffinat d’extrusion, le

tourteau de tournesol et le grain de blé broyé (Figure IV-23) montre alors que les différences
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d’affinité pour 1’eau deviennent significatives a partir d’une humidité relative supérieure a
60% : a 90% d’HR, le raffinat d’extrusion de graines de neem ne contient que 16% d’eau,

nettement moins que les autres matieres.

—— Raffinat d'extrusion —&— Matériau thermopressé
Tourteau de tournesol délipidé broyé —@— Grain de blé broyé
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Figure IV-23 : Comparaison du tracé des isothermes d’adsorption d’eau d’aprés le modele
GAB pour le raffinat d’extrusion des graines de neem, le matériau thermopressé (200°C, 200
kg/cm?, 4 min), le tourteau de tournesol délipidé broyé et le grain de blé broyé

Le thermopressage a 200°C sous 200 kg/cm? pendant 4 minutes du raffinat d’extrusion
conduit alors a un matériau encore moins affine de 1’eau : la faible valeur de Xo (2,41) traduit
sa faible hygroscopie et la quantité d’eau adsorbée en fonction de I’humidité relative est
nettement plus faible que celle dans le raffinat natif : a 90% HR, elle reste inférieure a 12%.
Remarquons que ce phénomene n’a pas €t€ observé dans le cas du thermopressage du tourteau
de tournesol délipidé (Geneau, 2006) qui contient beaucoup plus de protéines (31% pour 45%
de fibres). Il peut donc étre attribué a la densification du matériau et 1’autoliaison des fibres
dans les conditions du thermopressage, diminuant 1’accessibilité des fonctions hydroxyles de

leurs biopolymeres constitutifs.

En conclusion, cette faible sensibilité a 1’adsorption d’eau du raffinat d’extrusion des graines
de neem et des matériaux auxquels il conduit par thermopressage pourra étre exploitée pour
former une couche de protection externe dans 1’assemblage multicouche de composites

fibreux. Et la présence d’azadirachtine résiduelle dans cette couche de protection (Figure IV-
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24) pourrait en outre apporter au matériau thermoformé une résistance contre 1’attaque des

insectes.
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Figure IV-24 : Teneur en azadirachtine des matériaux thermopressés (200°C, 200 kg/cm?) a
partir du raffinat d’extrusion des graines de neem

IV.5. Conclusion

Le fractionnement des graines de neem par pressage et extraction aqueuse en extrudeur bi-vis

BC 21, dans les conditions de fractionnement prédéfinies, permet de produire trois fractions :

m Une huile brute issue de I’étape de pressage des graines, fournissant aprés centrifugation
une huile claire (rendement égal a 63% par rapport a 1’huile brute de pressage, soit 20% des
lipides de la graine). Cette huile vierge peut trouver plusieurs applications telles qu’en
cosmétique, en savonnerie, en formulation d’émulsions, en biocarburant, en solvant, etc.

m Un extrait aqueux sous forme d’un filtrat issu de 1’étape d’extraction et qui contient
I’essentiel des lipides, des protéines et de I’azadirachtine des graines. La séparation

solide/liquide par centrifugation de cet extrait a conduit a I’obtention de deux phases :

= Un fraction insoluble contenant plus de protéines (32,4%), moins de lipides (15,3%) et
beaucoup moins d’azadirachtine que la graine. Compte tenu de sa teneur en
azadirachtine, ce solide peut étre directement utilis€ comme biopesticide et apres

traitement, étre utilisé dans I’alimentation animale.

= Une émulsion (ou filtrat clarifi¢) dont la teneur en azadirachtine (5,8 g/kg), est

beaucoup plus élevée que celle de la graine.

Aprées son traitement par homogénéisation sous pression (APV 1000, 2 cycles a 300 bars),

I’émulsion a subi deux procédés de séparation :
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e Une séparation par décantation pendant 3 heures conduisant & une émulsion
huile dans I’eau et une phase liquide essentiellement constitué du solvant, et ne
contenant qu’au plus 8% de matiére séche. La poursuite de la décantation
jusqu’a 24 h permet d’augmenter la concentration en lipides. Ce procédé
permet d’obtenir une émulsion dont la teneur en azadirachtine est de 6,42 g/kg

de matiere séche.

e Une séparation par centrifugation (9000 g pendant 15 min) conduit a
I’obtention d’une émulsion concentrée avec une teneur en azadirachtine
équivalente (6,43 g/kg MS). Cette émulsion contient prés de la moitié¢ de
I’azadirachtine des graines et au plus 5% des protéines de la graine, et une

phase liquide solvant.

e Une autre possibilité de traitement des filtrats clarifiés issus de 1’extraction
aqueuse et hydroalcoolique des graines de neem en extrudeur bi-vis consiste a
les concentrer par lyophilisation. Ce procédé permet d’obtenir des poudres
dans lesquelles 1’azadirachtine est stable a la température ambiante pendant

quelques mois.

m Un raffinat solide sous forme d’extrudat issu du pressage du mélange solide/liquide
constitué¢ essentiellement de fibres (de 1’ordre de 79%) avec trés peu de lipides (6%), de
protéines (3%) et d’azadirachtine (0,09 g/kg). Ce coproduit du pressage-extraction aqueuse a
été étudié pour sa valorisation comme agromatériau et I’étude de ses propriétés thermiques,
thermomécaniques et son comportement vis-a-vis de I’eau ont permis de définir les conditions

du thermopressage des raffinats d’extrusion.

Les résultats obtenus a partir d’un plan d’expériences, notamment les courbes d’isoréponses
montrent que I’augmentation de la pression densifie le matériau et que le module d’¢lasticité
est surtout sensible a la pression du thermopressage. Le thermopressage du raffinat
d’extrusion des graines de neem fournit des agromatériaux relativement rigides (modules
d’¢lasticité compris entre 1500 et 2300 MPa) mais fragiles (résistance a la rupture voisine de
0,5 MPa). La présence d’azadirachtine résiduelle dans ces matériaux, de 11,5 a 13,1 mg/g,

pourra créer une résistance contre 1’attaque des insectes.

L’étude du comportement de 1’agromatériau montre que plus le matériau est dense et présente

un module d’¢lasticité €levé, meilleure est sa tenue dans I’eau. Et la comparaison de son
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isotherme d’adsorption d’eau atmosphérique avec celle de I’extrudat nous permet de constater

que le matériau est moins hygroscopique que ’extrudat d’origine.

La modélisation des isothermes d’adsorption d’eau du raffinat d’extrusion et de
I’agromatériau thermopressé a révélé que c’est le modele de Peleg est le plus approprié. Le

mode¢le de GAB est le deuxiéme meilleur modele d’absorption d’eau de ces absorbants.

L’analyse des isothermes d’adsorption d’eau a partir de ces deux modeles, indique que les
isothermes d’adsorption d’eau du raffinat d’extrusion des graines de neem et du matériau
thermopressé, sont de type III. Ce type d’isotherme, caractéristique d’une adsorption
multimoléculaire, est cohérent avec la composition essentiellement fibreuse de la maticre

adsorbante.

Au regard de ces résultats sur le fractionnement bi-vis de graines de neem et des traitements
des différentes fractions obtenues, un schéma de bioraffinage de la graine de neem (Figure

IV-25) peut étre proposé pour la valorisation intégrée de ses constituants.
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CONCLUSION GENERALE

De nos jours, les directives environnementales encouragent I’exploitation et la valorisation
des ressources issues de la biomasse au détriment des ressources fossiles, ce qui contribue au
développement des secteurs de 1’agro-industrie. Ces nouvelles orientations ont poussé les

¢tats a intégrer le développement durable dans leurs objectifs de développement.

Une des préoccupations devient 1I’optimisation et la mise en ceuvre des procédés efficaces de
transformation des agroressources. Dans le cas du neem et du dattier du désert, deux graines
oléagineuses qui, en plus de I’huile et des protéines qu’elles contiennent, sont caractérisées
par la présence de molécules actives. Pour la graine de neem, c’est principalement de
I’azadirachtine, connue pour ses propriétés insecticides. C’est pourquoi beaucoup de travaux
de recherche se sont intéressés a 1’extraction de I’huile et de I’azadirachtine, a la purification
et la formulation de 1’azadirachtine sous forme d’un biopesticide commercialisable, et aux

traitements des tourteaux d’extraction pour leur utilisation en alimentation animale.

Les travaux que nous avons réalisés s’inscrivent dans la continuité des travaux précédents de
Mamadou Faye (Faye, 2010) sur un nouveau procéd¢ de fractionnement de la graine de neem
et visent au fractionnement des graines de neem en extrudeur bi-vis pour la valorisation
intégrée de ses extraits (huile et azadirachtine) et du raffinat selon le concept de la
bioraffinerie. Un autre objectif a été le fractionnement analytique de la graine de dattier du

désert, ce qui nous a permis d’ouvrir ses perspectives de fractionnement en extrudeur bi-vis.

Ainsi, au vu de ’ensemble des résultats du fractionnement analytique des deux graines et
en tenant compte des possibilités de valorisation des constituants, quelques schémas de

fractionnement sont envisageables :

m Dans le cas de la graine de dattier du désert, le fractionnement mécanique par décorticage
des graines et pressage des amandes permettra la production d’une huile (rendements entre 30
et 60% en fonction du potentiel lipidique) destinée a 1’alimentation et d’un tourteau riche en
protéines (42,3%) pour I’alimentation animale. Le fractionnement aqueux des amandes
permettra de coextraire 1’huile et les métabolites secondaires, notamment les saponines sous
forme d’une émulsion valorisable en agrochimie, pharmacie, cosmétique ou alimentaire. Les
coques essentiellement fibreuses pourront étre transformées en granulats (pouvoir calorifique
de 18,3 MJ/kg) et utilisées comme combustible pour les usages domestiques ou les chaudieres

a biomasse.

m Dans le cas de la graine de neem, deux schémas de fractionnement peuvent étre envisages :
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e un décorticage des graines et fractionnement des amandes par pressage de I’huile
(rendements pouvant aller jusqu’a 49% d’huile par rapport a la masse séche des
amandes) ou d’un pressage et extraction aqueuse ou hydroéthanolique de
I’azadirachtine, et production d’un raffinat riche en protéines (48%) et moins riche en

fibres (14%) utilisable pour I’alimentation animale.

e un fractionnement sans décorticage des graines par pressage de I’huile (rendements
pouvant aller jusqu’a 29% d’huile par rapport a la masse séche des graines) ou d’un
pressage et extraction aqueuse ou hydro-éthanolique de 1’azadirachtine et production
d’un raffinat enrichi en fibres (62%) et moins riche en protéines (17%) pour la

fabrication agromatériaux.

Dans tous les cas, I’huile produite peut étre exploitée dans le domaine de la cosmétique et
savonnerie, de I’énergie (biocarburant), de I’agrochimie (formulation de biopesticide a base

d’azadirachtine), des biosolvants ou de la pharmacie.

L’étude du fractionnement par extraction aqueuse et hydro-alcoolique des graines de
neem en extrudeur bi-vis BC 21 a permis une séparation solide/liquide efficace qui a

conduit a un filtrat brut et un raffinat solide.

m Le raffinat solide représente 50 a 56% de la matiere séche des graines. La teneur en lipides
augmente légerement avec le taux d’éthanol mais reste faible (5 a 7,6%). Il en est de méme
pour les protéines, mais ces dernieres sont en proportion plus importante (6,3% a 12%). En
effet, trées peu de protéines sont extraites au filtrat hydroéthanolique a 75% d’éthanol. Cet
extrudat est constitué¢ majoritairement de constituants pariétaux (cellulose, hémicelluloses et
lignines). La teneur en azadirachtine est faible et a tendance a diminuer avec le taux d’éthanol
croissant (0,54 a 0,82 g/kg), ce qui correspond a 13,5 a 17,9% de 1’azadirachtine contenue

dans les graines.

Ainsi, le fractionnement des graines de neem dans I’extrudeur bi-vis par I’eau et les mélanges
hydroéthanoliques conduit a un raffinat sous forme d’un extrudat constitué essentiellement de
fibres, délipidé, partiellement déprotéiné et contenant trés peu d’azadirachtine. Ceci témoigne

d’une efficacité de ce procédé d’extraction.

m Dans le filtrat brut, la matiére séche et la teneur en lipides (57% pour 1’eau seule a 61% pour
I’éthanol 75%) augmentent avec I’augmentation du taux d’éthanol dans le solvant. Ces lipides
représentent 86 a 92% (92% dans le filtrat brut aqueux) des lipides des graines. La teneur en

azadirachtine augmente avec le taux d’éthanol croissant dans le solvant (de 3,7 g/kg a 4,4
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g/kg), soit entre 83 et 86% de I’azadirachtine de la graine. Cependant, les rendements en

protéines y diminuent lorsque la proportion de I’éthanol dans le solvant augmente (de 74 a

44%). Dans tous les cas, le filtrat brut ne contient que tres peu de fibres.

La centrifugation (2000 g pendant 10 min) du filtrat brut a conduit dans tous les cas a une

séparation d’un filtrat clarifié et d’une phase insoluble dont les compostions et les rendements

dans les différents constituants (lipides, protéines et azadirachtine) sont variables selon le taux

d’éthanol dans le solvant.

La phase insoluble séparée est une suspension tres €épaisse contenant de 35 a 39% du
solvant introduit dans 1’extrudeur. La teneur en lipides des phases insolubles diminue
(de 52 a 32%) lorsque le taux d’éthanol augmente tant que 1’eau reste le solvant
majoritaire (jusqu’a 50% d’éthanol). Elle contient 24 a 48% des lipides de la graine.
Les protéines constituent 15 et 19% de la matiére seche et représentent 33 a 47% des
protéines de la graine. Cette phase contient 14 a 21% des constituants non lipidiques et
non protéiques, et 10 a 13% de D’azadirachtine de la graine. Sa composition

s’apparente ainsi a celle des amandes de neem broyées.

Le filtrat clarifié¢ obtenu est constitué essentiellement de solvant (77 a pres de 86%),
soit de 50 a 56% du solvant introduit dans I’extrudeur. Sa matieére seche diminue avec
le taux d’éthanol dans le solvant de 22% (eau) a 14% (éthanol 75%) de matiere séche
de la graine. La quantit¢ de lipides dans cette phase augmente avec la proportion
d’éthanol dans I’eau alors que celle en protéines diminue. Le filtrat clarifié contient 42
a 64% (45% dans le filtrat clarifié aqueux) des lipides de la graine et augmente avec le
taux d’éthanol (entre 0 et 50% d’éthanol) et est de 34% dans 1’éthanol a 75%. Ce
filtrat clarifi¢ contient jusqu’a 41% (33% dans le filtrat clarifi¢ aqueux) des protéines
de la graine et 69 a 77% (70% dans le filtrat clarifi¢ aqueux) de 1’azadirachtine de la

graine.

L’homogénéisation sous haute pression (APV 1000, 2 cycles a 300 bars) des filtrats clarifiés,

suivie d’une centrifugation (9000 g pendant 15 min) et d’une filtration (toile nylon maille 50

um) ont conduit a la séparation d’une émulsion et d’une phase solvant.

La proportion d’émulsion obenue a partir du filtrat clarifié varie (de 19 a 35%) selon la
proportion d’éthanol dans le solvant. Elle est constituée en majorité d’huile (62 a 83%

de la matiere seche), représentant 66 a pres de 100% des lipides du filtrat clarifié.
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Cette émulsion concentrée est stabilisée par des protéines qui jouent le rdle de

tensioactif et contient entre 32 et 54% de 1’azadirachtine de la graine.

= La phase liquide solvant, constituée essentiellement du solvant d’extraction (6 a 8% de
matiere seche) est de composition variable selon la proportion d’éthanol dans 1’eau.
Elle contient entre 10 et 42% de 1’azadirachtine de la graine pour une quantité
croissante d’éthanol et au plus 38% de lipides mais trés peu de protéines dans tous les

cas.

Pour les différents solvants étudiés, du point de vue de I’efficacité de I’extraction et de la
séparation des constituants de la graine, I’eau seule s’est avérée étre le meilleur solvant du

fractionnement des graines de neem en extrudeur bi-vis.

L’étude du fractionnement des graines de neem par pressage et extraction par solvant
en extrudeur bi-vis BC 21 a été mise en ceuvre grace a une configuration et un profil de vis
adapté, définissant quatre zones dans le fourreau (alimentation en graines, trituration des

graines et extraction solide-liquide et séparation solide-liquide).

m Le fractionnement des graines de neem par pressage et extraction aqueuse en
extrudeur bi-vis a montré que plus de 92% des lipides (32% sous forme d’une huile
exprimée et 60% entrainés au filtrat aqueux d’extraction), 85% des protéines (dont la quasi-
totalité dans le filtrat aqueux d’extraction) et 90% de I’azadirachtine des graines peuvent étre
extraits. L’extrudat est efficacement pressé et représente 44% de la matiere seche des graines.
Sa teneur en lipides n’est plus que de 5,5% (moins de 8% des lipides de la graine), en
protéines de 3,4% (moins de 15% des protéines de la graine) et en azadirachtine de 0,37 g/kg
(9,5% de I’azadirachtine de la graine). Ces résultats témoignent d’une efficacité du procédé

pressage-extraction, compare a 1’extraction directe.

Ainsi, outre le fait qu’elle permet d’obtenir une nouvelle fraction sous forme d’une huile brute
de neem, la mise en ceuvre de 1’étape de pressage des graines dans I’extrudeur bi-vis, assure
une meilleure efficacité de [’entrainement des protéines, des lipides ainsi que de
I’azadirachtine par 1’eau lors de 1’étape d’extraction consécutive réalisée dans le méme

extrudeur bi-vis.

m Le fractionnement des graines de neem par pressage et extraction hydroéthanolique en
extrudeur bi-vis a également conduit, & I’exception des protéines, & des rendements en
lipides (58%) et en azadirachtine (81%), 1égeérement supérieurs par comparaison a ceux

obtenus en extraction directe sans €tape de pressage en amont (55% et 80,7% respectivement
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pour les lipides et 1’azadirachtine). La comparaison des résultats du pressage/extraction
hydroalcoolique a ceux du pressage/extraction aqueuse montre que 1’introduction d’une part

d’éthanol équivalente a I’eau pour I’étape d’extraction n’améliore pas les rendements.

Méme si le fractionnement aqueux par extraction directe et celui par pressage-extraction
conduisent a des rendements satisfaisants du filtrat aqueux, ces résultats pourront éEtre

améliorés par un essorage plus poussé de I’eau contenue dans la phase insoluble.

Le fractionnement des graines de neem pour la production d’huile, d’un extrait
protéique, d’une émulsion riche en azadirachtine et d’une base d’agromateriau, réalisé
en extrudeur bi-vis BC 21, dans les méme conditions que celles du fractionnement précédant,

a permis de produire trois fractions :

m La fraction huile brute issue du pressage, aprés une séparation par centrifugation (4000 g,
10 min), a fourni une huile claire avec un rendement de 63% par rapport a 1’huile brute
recueillie, soit 20% des lipides de la graine. Le culot séparé est gras (61,5% de lipides), et
contient 7% de lipides. Il pourra faire 1’objet d’une extraction au solvant pour améliorer le
rendement. Cette huile ne contenant pratiquement pas d’azadirachtine, elle peut avoir des
applications dans des domaines tels que le cosmétique et la savonnerie, les solvants, la

formulation d’émulsion, 1’énergie, etc.

m La fraction filtrat brut de I’extraction aqueuse recueillie est un extrait contenant 49% de la

matiere seche des graines et la séparation solide-liquide par centrifugation a conduit a un

extrait phase insoluble et un extrait émulsion.

» L’extrait insoluble de graine de neem présente une maticre seche de 33,7% et contient
81,5% des protéines de la graine. Il est constitué¢ de 32,4% de protéines, 15,3% de
lipides et 0,7 g/lkg MS d’azadirachtine. Compte tenu de cette teneur en azadirachtine,
’extrait insoluble peut étre utilisé pour la protection des farines et tourteaux contre les
ravageurs. Sachant que 1’azadirachtine est dégradé par des traitements thermiques (>
60°C), des études préalables de stabilité¢ devant €tre réalisées pour permettre de valider
sa valorisation dans I’alimentation animale. D’autres voies de valorisation doivent
aussi étre étudiées comme celle des colles et résines a base de protéines végétales pour

la production d’agromatériaux.

= L’extrait émulsion (ou filtrat clarifi¢) de graine de neem contient 72% de lipides (48%
des lipides de la graine), 4% de protéines, peu d’autres constituants et 1’essentiel de

I’azadirachtine (79,4% de 1’azadirachtine de la graine) avec une teneur de 5,8 g/kg de
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matiere séche de I’émulsion. La décantation directe (3 heures), sans homogénéisation
sous pression de cet extrait émulsion diluée issu de la séparation centrifuge (2000 g
pendant 10 min) a permis d’obtenir une émulsion concentrée huile dans l’eau
contenant 21% de lipides (pres de 60% des lipides du filtrat clarifi¢) pour 65% d’eau.
Cette émulsion concentrée contient 58% des protéines, 17% des autres constituants et
41% de I’azadirachtine du filtrat clarifié. Remarquons que le prétraitement de mélange
du filtrat clarifi¢ par agitation vigoureuse (ultraturax a 3000 rpm pendant 3 minutes)
n’augmente pas la quantité d’émulsion obtenue. Ce prétraitement semble donc surtout
favoriser la coalescence des gouttelettes lipidiques sous forme d’une émulsion eau

dans I’huile (66,7% de lipides pour 32% d’eau).

L’étude du traitement du filtrat clarifié visant a 1’optimisation de la séparation devrait
permettre d’obtenir de nouveaux extraits du fractionnement des graines de neem en extrudeur
bi-vis :

= Une émulsion concentrée qui pourrait trouver ses applications comme ingrédient dans la
fabrication de crémes et savons cosmétiques. Et la production d’une huile ou d’un concentré
de protéines a partir du filtrat clarifi¢ a été possible grice a des essais de séparation

triphasique.

= Un extrait riche en azadirachtine obtenu par concentration de la phase aqueuse tels que les
essais de lyophilisation directe de filtrats clarifiés issus de D’extraction aqueuse et
hydroalcoolique des graines de neem en extrudeur bi-vis et formation de poudres
d’azadirachtine. Ce procédé de lyophilisation des filtrats clarifiés a été globalement rentable ;
la quasi-totalité des protéines des filtrats (prés de 100%) et ’essentiel de 1’azadirachtine (88,5
a 93% de I’azadirachtine du filtrat clarifi€) se retrouvent dans les poudres lyophilisées dans

lesquelles 1’azadirachtine est stable sur plusieurs mois a température ambiante.

= Une émulsion du type huile dans 1’eau (20% de lipides pour 74% d’eau) est séparée par
décantation (3 heures) a température ambiante et contient 73% de sa matiere séche, 80% des
lipides, 52% des protéines, 57% des autres constituants et 80% de 1’azadirachtine du filtrat
clarifié. La poursuite de la décantation des lipides, quantitative au bout de 24 heures a conduit
a une émulsion plus concentrée (92% de maticre séche extraite) constituée des 3/4 des
protéines et 2/3 des autres constituants avec 78% d’azadirachtine. Cette voie a permis
d’obtenir une émulsion dont la concentration en azadirachtine est de 6,4 g/kg de matiere seche
(1,6 g/lkg d’émulsion), mais celle obtenue par séparation centrifuge est plus concentrée en

lipides (55% de lipides pour 35% d’eau) et en azadirachtine (4,2 g/kg d’émulsion). Cette
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émulsion est stable a température ambiante, sans démixtion apparente jusqu’a 4 mois de

stockage a 4°C avec un faible rythme de dégradation de I’azadirachtine.

m La fraction raffinat solide des graines de neem est constituée par des particules de petite
taille (87% des particules 250 um et 1,6 mm). Sa masse seche est composée essentiellement
de fibres (pres de 79%), trés peu de lipides (6%), de protéines (3%) et d’azadirachtine (0,09
g/kg). Sa faible teneur en protéines et la présence de 1’azadirachtine et éventuellement
d’autres molécules actives responsables de I’amertume des graines de neem, nécessitant des
traitements préalables de détoxification et de neutralisation de I’amertume, réduit les
possibilités de son utilisation directe en alimentation animale. Ainsi, cette fraction raffinat

d’extrusion a été étudiée pour son utilisation comme agromatériau.

Les essais de caractérisation de propriétés thermiques, thermomécaniques et du comportement
vis-a-vis de 1’eau ont permis de confirmer I’aptitude du raffinat a représenter un matériau

d’intérét et de définir les conditions du thermopressage des raffinats d’extrusion.

Les résultats obtenus a partir d’un plan d’expériences (matrice de Doehlert) montrent qu’entre
180 et 190°C, I’augmentation de la pression densifie le matériau. Toutefois, cet effet de la
température est moins sensible au-dela de 200 kg/cm?. Le module d’élasticité est surtout

sensible a la pression du thermopressage.

Le fractionnement de la graine de neem pour la valorisation de ses constituants par

bioraffinage est proposé selon le schéma simplifié suivant :
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Au vue de I’ensemble de ces ¢€tudes, plusieurs points peuvent faire I’objet de poursuites de

recherches ultérieures :

m [’étude d’un procédé de fractionnement des graines de dattier du désert notamment en

extrudeur mono et bi-vis pour la production d’huile, d’un extrait émulsion et d’un tourteau.
m L’amélioration de ce procédé de fractionnement des graines de neem, en particulier sur :

= [’étude de I’optimisation du fractionnement hydroéthanolique, surtout du ratio massique
des mélanges eau-éthanol et des traitements du filtrat pour une meilleure séparation et

concentration de 1’azadirachtine dans les extraits finaux (émulsions et poudres).
= [’¢étude des conditions de conservation des émulsions d’azadirachtine.

= [’Analyse du Cycle de Vie de ce procédé de fractionnement ainsi que les produits obtenus

afin d’évaluer I’impact environnemental.
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V. PARTIE EXPERIMENTALE

V.1. Déterminations analytiques

V.1.1. Broyage de la matiére végétale

Le broyage de la matiére végétale est effectué a 1’aide d’un broyeur a couteaux de type Ika
Werke MF 10 basic, muni de tamis de mailles différentes. Selon la taille de particules

préconisée, les tamis a maille de 0,5 mm, 1 mm et 2 mm sont utilisés.

V.1.2. Teneur en matiére seche, en eau et en Composés Organiques Volatils (COV)

La teneur en Maticre Séche (MS) est déterminée selon la norme frangaise NF V 03-603. Elle
correspond a la perte de masse subie par un échantillon d’environ 1 g aprés un séchage a
I’étuve, a 103°C jusqu’a I’obtention d’une masse constante. La teneur en mati¢re séche est

calculée selon la relation suivante :

MS : Teneur en matiére seche (%) ;
Mk : Masse du creuset et de son contenu séché (en g) ;
Mi : Masse du creuset et de son contenu humide (en g) ;

T : Tare du creuset (en g).

Aussi exprimée en pourcentage massique, la teneur en eau, notée H se déduit de la valeur de

la MS par la relation suivante :
H =100 — MS

V.1.3. Teneur en matiéres minérales et en matiéres organiques

La teneur en matieres minérales ou cendres, est déterminée par perte de masse, a partir de la
matiere seche, par incinération de cette derniére dans un four a moufle, a chauffage électrique,
a 550°C environ pendant 3 heures conformément a la norme francaise NF V 03-922. Apres
incinération, on obtient des cendres blanches, gris-claires ou rougeatres, visiblement

dépourvues de charbon.

L’échantillon est ensuite refroidi dans un dessiccateur et pesé apres I’atteinte de la

température du laboratoire. La teneur en cendres se calcule selon la formule suivante :
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M;—T

MM = 100 x
M,—T

MM : Teneur en matiere minérale de 1’échantillon par rapport a la matiére séche (%) ;
Mi : Masse du creuset et de son contenu sec (en g) ;
Mt : Masse du creuset et de son contenu apres calcination en gramme (en g) ;

T : Tare du creuset (en g).

V.1.4. Teneur en huile des matieres végétales

La teneur en huile des maticres végétales est déterminée selon la méthode normée
d’extraction au soxhlet, NF ISO 734-1. Le solvant d’extraction est le cyclohexane, celui-ci
n’entraine pas les constituants non oléagineux des graines, tels que les protéines et les fibres.
Une quantité d’environ 30 g de matieres déja broyées est disposée dans une cartouche
cellulosique, laquelle est introduite dans un extracteur de type soxhlet, équipé a sa base d’un
ballon de 250 mL dans lequel est introduit un volume de 200 mL de cyclohexane. La durée de
I’extraction est de 6 heures minimum, durée considérée comme suffisante pour épuiser la

maticre de son potentiel lipidique.

La teneur en lipides est déterminée par la formule suivante :

) My — My;
Huile (% MS) = 100 x —2_ 01
Mech

Mbi : Masse du ballon a vide (en g) ;
Mbt : Masse du ballon contenant 1’extrait lipidique (en g) ;

Mech : Masse de 1’échantillon sec contenue dans la cartouche (en g).

V.1.5. Teneur en huile des phases émulsions et « protéiques »

La teneur en huile des phases émulsions et des phases « protéiques » est déterminée par
extraction au cyclohexane suivie d’une centrifugation. Une masse d’environ 2 g d’échantillon
pesée dans un petit tube de centrifugation dans lequel un volume de 10 mL de cyclohexane y
est ajouté. Le mélange est agité au vortex pendant 3 minutes et centrifugé a I’aide d’une
centrifugeuse Sigma 6-16K a 3 000 g pendant 10 minutes. Trois extractions successives sont
effectuées afin d’épuiser toute 1’huile contenue dans les phases. Les trois extraits
cyclohexaniques sont introduits dans un ballon, puis évaporés au rotavapor et I’huile est

séchée dans une étuve a 50°C pendant 12 heures avant d’étre pesée.
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. _ My¢ — My;
Huile (% MS) = 100 X ——
Mech

Mbi : Masse du ballon a vide (en g) ;
Mbt : Masse du ballon contenant 1’extrait lipidique (en g) ;

Mech : Masse de I’échantillon sec contenue dans la cartouche (en g).

V.1.6. Teneur en huile des poudres d’azadirachtine obtenues par lyophilisation

La teneur en huile des lyophilisats est déterminée par extraction au cyclohexane suivie d’une
centrifugation. Une masse d’environ 5 g d’échantillon est pesée dans un petit tube de
centrifugation dans lequel un volume de 10 mL de cyclohexane est ajouté. Le mélange est
agité vigoureusement au vortex pendant trois minutes et centrifugé a 1’aide d’une
centrifugeuse Sigma 6-16K a 3 000 g pendant 10 minutes. Trois extractions successives sont
réalisées afin d’épuiser toute 1’huile contenue dans la poudre. Les trois extraits
cyclohexaniques sont introduits dans un ballon, puis évaporés au rotavapor et ’huile est

séchée dans une étuve a 50°C pendant 12 heures avant d’étre pesée.

. _ Mps — My,
Huile (% MS) = 100 x — bt
Mech

Mbi : Masse du ballon a vide (en g) ;
Mbt : Masse du ballon contenant 1’extrait lipidique (en g) ;

Mech : Masse de 1’échantillon sec contenue dans la cartouche (en g).

V.1.7. Teneur en huile des phases «organiques » et «saturée en sel »

La teneur en huile de ces deux phases est déterminée par extraction liquide/liquide, au
cyclohexane a 1’aide d’une ampoule a décanter. Une masse d’environ 10 a 15 g d’échantillon
est pesée puis introduite dans une ampoule a décanter. Ensuite, un volume d’environ 30 mL
de cyclohexane y est ajouté et le mélange est agité vigoureusement puis laissé au repos.
L’opération est répétée trois fois sur le méme échantillon afin d’extraire tout son potentiel
lipidique. Les trois extraits cyclohexaniques sont introduits dans un ballon, puis évaporés au

rotavapor et I’huile est séchée dans une étuve a 50°C pendant 12 heures avant d’étre pesée.

My, — My;
Huile (% MS) = 100 x — 2

ech
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Mbi : Masse du ballon a vide (en g) ;
Mbs: Masse du ballon contenant I’extrait lipidique (en g) ;

Mech : Masse de I’échantillon sec contenue dans la cartouche (en g).

V.1.8. Teneur en fibres (constituants pariétaux) des solides

La méthode de Van Soest et Wine (Van Soest, 1963; Van Soest et Wine, 1967, 1968) encore
appelée dosage ADF-NDF permet d’obtenir une estimation des trois composés pariétaux :
Lignine (L), Cellulose (C), HémiCellulose (HC). Elle est basée sur la différence de solubilité
des constituants dans deux types de détergents et se pratique a partir d’échantillons
préalablement séchés (MS>85%), déshuilés et réduits sous forme de poudre afin de rendre le
milieu le plus homogene possible (de 0,8 a 1,0 gramme de prise d’essai). Cette méthode
gravimétrique se pratique dans des frittés spéciaux, de porosité 2 et prévus pour s’adapter sur
un systeme Fibertec M1017. Ce dernier est équipé d’un dispositif de chauffage et de reflux.

La méthode peut étre résumée en quatre étapes :

= attaque NDF (Neutral Detergent Fiber) ;
= attaque ADF (Acid Detergent Fiber) ;
= attaque au permanganate de potassium (KM,Oys) ;
= calcination des échantillons apres les attaques NDF et au permanganate.
Ces différentes attaques sont réalisées dans un appareil de type Tecator Fibertec M1017 et

peuvent tre résumées dans le schéma suivant :

Echantillon de matiére Echantillon de matiére
Attaque au
Attaque au Détergent Détergent Acide
Neutre (NDF) ¥ (ADF)

Reste : Cellulose et Lignine

Reste : Cellulose,

. . Attaque au permanganate
Hemicellulose et Lignine q P g

de potassium

\ 4

Reste : Cellulose

A noter que les attaques ADF et NDF se font de maniére paralléle et que 1’attaque au

permanganate se fait sur I’échantillon ayant subi I’attaque ADF.
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Le détergent utilisé lors de I’attaque NDF est a base d’EDTA (Ethyléne Diamine Tétra
Acétate de sodium) et permet de solubiliser I’ensemble des constituants non pariétaux
(protéines, pectines, etc.). La fraction organique du résidu insoluble représente alors la somme
des constituants suivants : hémicelluloses, celluloses et lignines. L’attaque est réalisée a 1’aide
d’un appareil appelé Fibertec System M-Hot Extractor par ajout de 100 mL de la solution
NDF a I’échantillon a analyser. Apreés une heure de chauffage a ébullition, les réactifs sont
¢liminés par aspiration et le résidu est abondamment rincé a 1’eau bouillante jusqu’a

disparition de la mousse.

Le détergent utilisé lors de ’attaque ADF est a base de CTAB (Cétyl Triméthyl Ammonium
Bromure) et d’acide sulfurique dilué. Il permet de solubiliser I’ensemble des composés non
pariétaux ainsi que les hémicelluloses. La fraction organique du résidu insoluble est alors
constituée de celluloses et de lignines. L’attaque ADF est réalisée dans les mémes conditions
que I’attaque NDF. Aprés les attaques ADF et NDF, les échantillons sont séchés a I’étuve a

1034+2°C pendant douze heures avant d’étre pesés.

L’attaque au permanganate de potassium est effectuée sur les échantillons ayant subi I’attaque
ADF et permet I’¢limination de la lignine. Elle est réalisée a ’aide de I’appareil Fibertec
System M-Cold Extractor par ajout de 25 mL d’un mélange d’une solution saturée de
permanganate de potassium et d’une solution tampon (2v/1v). Apreés une heure et demi de
contact et d’agitation, les réactifs sont éliminés par aspiration et le résidu est rincé d’abord a
’aide d’une solution déminéralisante jusqu’a 1’obtention de fibres de couleur blanche, ensuite

par deux lavages a 1’éthanol et deux ringages a I’acétone.

Les teneurs en celluloses, lignines et hémicelluloses sont déterminées par les formules

suivantes :
MM
(Mf3 - Mfo) X (1 - 100a
C =100 x
Mo — M MS
( f1 fO) X 100

C : Teneur en celluloses par rapport a la matiere seéche (%) ;

Myo : Masse du fritté vide (en g) ;

Mr : Masse du fritté contenant I’échantillon (en g) ;

Mis : Masse du fritté sec apres 1’attaque de la lignine au permanganate de potassium (en g) ;
MS : Teneur en matiére séche de I’échantillon de départ (%) ;

MM : Teneur en matiére minérale du résidu ADF (%).
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M, — Mg3

L =100 x
MS
(Mf1 — Myo) X 700
L : Teneur en lignines par rapport a la matiere seche (%) ;
My : Masse du fritté sec apres la réaction ADF (en g).
MS MM;, C L
HC = 100 X Mgz — Mgo) — 150 X (Me1 — Mro) X (90 + 100 + 100
M¢; — Mg) X MS
( f1 fO) 100

HC : Teneur en hémicelluloses par rapport a la maticre séche de 1’échantillon (%) ;
MM : Teneur en matiére séche du résidu NDF (%).

V.1.9. Teneur en protéines

La teneur en protéines est déterminée par la méthode du Kjeldahl selon la norme francaise NF
V 18-100. Elle consiste en la détermination de la teneur en azote total (NTK) contenu dans
I’échantillon pour obtenir un sel d’ammonium. En présence d’une solution alcaline, ce sel

libere de I’ammoniac qui est ensuite piégé et quantifié par un dosage acido-basique.

Par convention, la teneur en protéines de 1’échantillon est alors obtenue en multipliant la
teneur en azote total par un facteur de conversion empirique (F). Ce coefficient prend en
compte la masse molaire moyenne des acides aminés composant les protéines a quantifier. Il
est généralement fixé a 6,25 pour les matieres végétales sur la base d’une teneur moyenne en
azote dans les protéines de 16%. Dans le cas des graines de neem, ce coefficient calculé a
partir de I’aminogramme est égal a 6,03 (Faye, 2010).

Cette analyse est réalisée a I’aide d’un appareil automatique composé d’un Analyseur
Tecator-Foss Kjeltec 8400 et Passeur Kjeltec 8420 (Figure V-1) et consiste en la
transformation par minéralisation de I’azote organique contenu dans I’échantillon traité (400

mg) en azote minéral (ammoniac) puis en un dosage acido-basique de cet ammoniac.
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Figure V-1 : Photo de I’analyseur de protéines Kjeltec 8400 et Passeur Kjeltec 8420

m [a minéralisation de I’échantillon est réalisée grace au bloc de minéralisation Tecator
Digestor 2020. L’acide sulfurique (12,5 mL) utilisé est a 95% et la réaction est catalysée par
deux pastilles de CuSOs4, SH2O pendant environ une heure a 400°C. Au cours de cette
minéralisation, les protéines contenues dans [’échantillon se transforment en sulfate

d’ammonium en application de la réaction suivante :

CuSO,,5H,0 a400°C

Protéines + H,SO, > (NH,),S0, +H20+CO 2

» L’alcalinisation dont le principe est de convertir I’ion ammonium (NH4") en ammoniac

(NH3), grace a I’action d’une base (NaOH), se fait selon la réaction suivante :

(NH4)2SO4 + 2 NaOH — 2 NH3z + Na>SO4 + 2 H0

m Le dosage de I’ammoniac se fait grace au Tecator-Foss Kjeltec 8400. Apres avoir installé
les tubes dans le passeur Kjeltec 8420, I’analyseur Kjeltec 8400 délivre de I’eau distillée puis
de la soude a 40% dans le tube pour transformer les ions ammonium en ammoniaque. La
distillation du contenu du tube permet d’entrainer a la vapeur I’ammoniac produit par 1’ajout
de soude, que ’on piege dans une solution d’acide borique a 1% colorée par un mélange

indicateur (vert de bromocrésol et rouge de méthyle).

m La quantité d’acide borique qui a servi a neutraliser I’ammoniac dégazé est compensée lors
du dosage par de 1’acide chlorhydrique titré a 0,1 N afin de revenir a la couleur de départ de

I’acide borique-indicateur.
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m Enfin, le titrage de I’ammoniac dans le distillat est réalisé par une solution d’acide
chlorhydrique de 0,05 ou 0,1 M, selon la teneur estimée dans 1’échantillon, et la précision de
la mesure.

La teneur en azote totale est obtenue par la formule suivante :

(Vg — Vg) X N X 14,007

MS
M X700

% N =100 Xx

% Protéines = N X F

V. : Volume d’acide utilisé pour la titration de I’échantillon (en L) ;

V5 : Volume utilisé pour la titration du blanc (en L) ;
N : Normalité de I’acide chlorhydrique (mol.L!) ;

M : Masse de 1’échantillon (en g) ;

MS : Teneur en maticre séche de 1’échantillon (%) ;

F : Facteur de conversion de 1’azote en protéines (F= 6,03).

V.1.10. Teneur en composés polyphénoliques

L’extraction des polyphénols est effectuée sur les graines déshuilées et broyées a 0,5 mm.
Une masse de 15 g d’échantillon est macérée dans 300 mL de méthanol a 80 % (v/v) pendant
24 heures sous agitation permanente. Apres filtration, 1’extrait hydrométhanolique est
conservé au réfrigérateur pendant 48 h. Le dosage est effectué sur le filtrat selon la méthode
de Folin-Ciocalteu, avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est composé d’un mélange
d’acide phosphotungstique et de I’acide phosphomolubdique. L’oxydation des phénols réduit
ce réactif en un mélange d’oxydes bleus de tungstene et de molybdene. L’intensité¢ de la

couleur est proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés.

Dans des tubes a hydrolyse est introduit 1 mL de filtrat dans lesquels on ajoute, dans I’ordre,
0,5 mL de réactif de Folin, 7,5 mL d’eau distillée et 1 mL d’une solution de carbonate de
sodium (NaxCO3). Apres mélange, les tubes sont placés a 70°C pendant 10 min et refroidis a
20°C. L’absorbance est mesurée a 700 nm et les résultats sont exprimés a 1’aide d’une courbe
d’étalonnage de ’acide gallique. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg

Equivalent d’Acide Gallique (EAG) par gramme de matiere seche.
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V.1.11. Teneur et composition en huile essentielle
= Extraction

L’extraction des composés volatils de la graine de neem est réalisée par hydro-distillation.
Une masse de 100 g de graines broyées a 1’aide d’un broyeur a lame est introduite dans le
ballon de I’hydro distillateur contenant 1 L d’eau. L’ensemble est porté a ébullition pendant 6
heures. La fraction volatile obtenue est ensuite récupérée avec du pentane puis séchée par un

flux d’azote gazeux selon la méthode préconisée par la pharmacopée francgaise.

La teneur en huile essentielle (HE) est calculée selon la formule suivante :

M, — M
HE = 100 x —

ech

HE : Teneur en huile essentielle (%) ;
Mh : Masse du flacon contenant I’huile essentielle (en g) ;
My : Masse du flacon vide (en g) ;

Mech : Masse seche de 1’échantillon (en g).

= Analyse

L’analyse est dans une premicre étape réalisée en CPG (Range 2) afin de déterminer les
proportions des différents élements de la fraction volatile de la graine de neem dans les

conditions suivantes :

= Chromatographe Varian Star GC FID HP 5890 ;

= Colonne apolaire VF 5ms : Longueur : 30 m, diameétre 0,32 mm et film 1 pm ;

= Programmation de la température : température initiale 40°C, montée en température
de 40°C a 280°C a raison de 5°C par minute (temps d’analyse 48 minutes). ;

=  Volume injecté : 0,5 pL ;

= Injection : Split 1,50 mL/min ;

=  Température d’injection : 200°C ;

= Pression de téte de colonne : 15 psi ;

= Détecteur : FID a 280°C.

L’identification des composés est effectuée en spectrométrie de masse (MS) a 1’aide d’un

appareil de type Agilent 5973 dans les mémes conditions d’analyse qu’en GC.

220



V.1.12. Extraction, purification et quantification de I’azadirachtine

La détermination de la teneur en azadirachtine des graines, amandes et coques de neem a
nécessité 3 étapes : I’extraction, la purification et 1’analyse. Ce protocole opératoire est adapté
des travaux d’extraction et de dosage d’azadirachtine (Govindachari et al., 1990; Jarvis et al.,
1999; Johnson et al., 1996; Johnson et Morgan, 1997; Kaushik, 2002; Kumar et Parmar,
1996; Rengasamy et al., 1993; Silva et al., 2007; Warthen et al., 1984; Yakkundi et al., 1995;
Yamasaki et al., 1986).

V.1.12.1. Extraction et purification pour la détermination des teneurs en azadirachtine des

graines et des amandes

L’extraction est effectuée a 1’aide d’un réacteur batch double enveloppe, muni d’un agitateur
mécanique (Figure V-2). L’azadirachtine est extrait sur une masse d’environ 80 g de matiére
broyée a 1 mm, par un volume de 400 mL de méthanol absolu. Au total, trois extractions
successives sont réalisées pour une durée totale de 12 heures (4 heures par extraction). Les

extraits sont mélangés puis filtrés.

Figure V-2 : Photo du réacteur utilisé pour I’extraction de 1’azadirachtine au solvant

L’extrait est ensuite déshuilé a I’aide d’'une ampoule a décanter par un volume équivalent
d’hexane. Cette opération est effectuée trois fois. Aprés délipidation, 1’azadirachtine est
extrait par du dichlorométhane. Cette opération est répétée trois fois afin d’extraire la totalité

de ’azadirachtine contenu dans cette phase. L’extrait dichlorométhanique est concentré a sec
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a I’aide d’un évaporateur rotatif dont la température du bain marie est fixée a 35°C. Le solide

est repris par de I’acétonitrile puis dilué et filtré a I’aide d’un filtre PTFE 0,22 pm.

V.1.12.2. Extraction et purification de ’azadirachtine des amandes

Dans les essais d’extraction réalisés avec différents solvants, a partir de I’amande de neem,
I’azadirachtine est extrait sur un échantillon de 50 g d’amandes broyées a différentes
granulométries (0,5 mm, 1 mm, 2 mm) par 250 mL de méthanol absolu. La température
d’extraction est fixée a 20°C, 30°C ou 40°C pour une durée de 3 heures et demi. L’extrait est
séparé¢ du raffinat solide par décantation puis filtration. Le filtrat est concentré sous vide a

I’aide d’un évaporateur rotatif a 35°C jusqu’a un volume proche de 100 mL.

La purification des extraits est effectuée selon le type de solvant utilisé. L’extrait est dilué par
un volume équivalent de méthanol dans le cas de I’extraction a I’eau, par un volume
équivalent d’eau dans le cas de I’extraction au méthanol et a 1’éthanol, par un volume
équivalent d’un mélange éthanol-eau (v/v) dans le cas de I’extraction hydro-éthanolique et par
un volume équivalent d’un mélange méthanol-eau (v/v) dans le cas de 1’extraction a 1’acétate
d’éthyle, au cyclohexane et a I’hexane. L’extrait est déshuilé a 1’aide d’une ampoule a
décanter par un volume équivalent d’hexane. Cette opération est effectuée trois fois afin
d’enlever toute I’huile contenue dans cette phase. L’azadirachtine est extrait par du
dichlorométhane en trois extractions successives et concentré a sec a I’évaporateur rotatif a
35°C. Le solide est ensuite repris par de I’acétonitrile, dilué et filtré¢ a 1’aide d’un filtre PTFE

0,22 pm.

V.1.12.3. Extraction et purification de ’azadirachtine des phases insolubles

L’azadirachtine est extrait de la phase insoluble a 1’aide d’un réacteur batch, sous agitation, a
partir de 50 g d’échantillon par 80 mL de méthanol absolu. L’opération s’est réalisée en trois
extractions successives de 3 heures chacune afin d’épuiser la quantité¢ d’azadirachtine
contenue dans la phase insoluble. Les extraits sont mélangés, décantés, dilués et filtrés a 1’aide

d’un filtre PTFE 0,22 pm.

V.1.12.4. Extraction et purification de [!’azadirachtine des phases émulsions et «

protéiques »

L’azadirachtine est extrait des phases émulsions et protéiques apres la démixtion de celles-ci

par du méthanol absolu. Une masse d’environ 2 a 4 g d’échantillon est exactement pesée dans
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un petit tube de centrifugation a laquelle un volume de 10 mL de méthanol absolu y est
ajouté.

Le mélange est ensuite homogénéisé a 1’aide d’un vortex pendant 3 minutes, puis centrifugé a
3 000 g pendant 10 minutes a 1’aide d’une centrifugeuse Sigma 6-16K. Cette opération est
répétée trois fois afin d’épuiser la quantité d’azadirachtine contenue dans 1’émulsion. Les

extraits méthanoliques sont dilués puis filtrés a I’aide d’un filtre PTFE 0,22 pm.

V.1.12.5. Extraction et purification de I’azadirachtine des phases liquides solvant

La teneur en azadirachtine des phases liquides solvant est déterminée aprés extraction et
purification. Un volume de 50 mL est mélangé avec un volume équivalent de méthanol
absolu. Les extraits composés d’un mélange hydro-méthanolique sont dilués ensuite filtrés a

I’aide d’un filtre PTFE 0,22 pm.

V.1.12.6. Extraction et purification de ’azadirachtine des poudres

L’azadirachtine est extrait des lyophilisats par du méthanol absolu. Une masse d’environ 3 g
de lyophilisat est pesée avec précision dans un petit tube de centrifugation, dans laquelle un
volume de 10 mL de méthanol est ajouté. Le tout est agité pendant trois minutes au vortex
afin d’assurer au mieux le contact solide-liquide. L’échantillon est ensuite centrifugé a 3 000
g pendant 10 minutes a I’aide d’une centrifugeuse Sigma 6-16K. Cette opération est répétée
tres fois afin d’épuiser la quantité d’azadirachtine contenu dans le lyophilisat. Les extraits

méthanoliques sont mélangés et purifiés puis filtrés a I’aide d’un filtre PTFE 0,22 um.

V.1.12.7. Extraction et purification de ’azadirachtine des plaques thermopressées

L’extraction de I’azadirachtine est réalisée sur des plaques finement broyées. Une masse
d’environ 5 g d’échantillon est introduit dans un petit tube de centrifugation. On y ajoute un
volume de 10 mL de méthanol absolu. Le mélange est agité pendant trois minutes au vortex
puis centrifugé a 3 000 g pendant 10 minutes a I’aide d’une centrifugeuse Sigma 6-16K. Cette
opération est répétée trois fois afin d’épuiser la quantité d’azadirachtine contenue dans
I’échantillon. Les extraits méthanoliques sont mélangés et purifiés puis filtrés a 1’aide d’un

filtre PTFE 0,22 pm.

V.1.12.8. Dosage des extraits d’azadirachtine

Les extraits d’azadirachtine purifiés et filtrés selon les méthodes citées plus, sont dosés en

Chromatographie Liquide Haute Performance a 1’aide d’un appareil Dionex Ultimate 3 000,
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muni d’une colonne C18 (100 X 3 mm Omnispher 3 C18), maintenue a 30°C et d’un détecteur
UV-visible. La longueur d’onde est maintenue a 215 nm. La phase mobile est constituée par
un mélange acétonitrile-eau, a un débit de 0,8 mL/min. Le volume d’injection est de 20 pL.
La programmation du gradient de débit de la phase mobile est la suivante : 20% d’acétonitrile
de 0 a 5 min, augmentation de 20 a 65% entre 5 et 15 min et maintien a 65% pendant 5

minutes.

V.1.13. Détermination de la composition en acides gras des huiles

La composition en acides gras est déterminée par analyse des Esters Méthyliques d’Acides
Gras (EMAG) en Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) selon la norme NF ISO 5508.
Elle nécessite deux étapes : I’extraction et I’estérification des acides gras.

L’extraction des acides gras correspond a la solubilisation des triglycérides de 1’huile dans un
solvant organique. Elle est suivie d’une méthyl-trans-estérification qui consiste a ajouter un
groupement méthyle aux acides gras libérés pour former des EMAG et faciliter la séparation.
Pour cela, environ 15 mg d’huile extraite au soxhlet sont pesées dans un tube a essai et
solubilisées par 1 mL de TBME (Tert Butyl Methyl Ether). Puis, a 100 pL de solution (huile
+ TBME) on ajoute 50 uL de TMSH (TriMéthyl Sulphonium Hydroxyde 0,5 M dans le
méthanol). La réaction d’estérification a lieu au moment de I’injection sous I’effet de la
température et permet la formation des esters méthyliques d’acides gras.

L’analyse CPG est réalisée dans les conditions suivantes :

= Chromatographe 3800 de Varian ;

= Colonne : CP-select for FAME fused silica WCOT (longueur 50 m, diamétre interne
0,25 mm, épaisseur de film 0,25 um) ;

* Programmation de la température : 185°C pendant 40 minutes, puis montée en
température de 185 a 250°C a raison de 15°C/min et en fin 250°C pendant 10,68
minutes (temps d’analyses 55,01 minutes) ;

= Injection : Split 1 : 100, 1 uL, 250°C pendant 55 minutes ;

= Détecteur : FID, 250°C.

L’¢étalon utilisé est le MGFA qui est un étalon commercial (SI) et les données sont traitées par

le logiciel Varian Star.

V.1.13. Détermination de la composition en stérols des huiles

La détermination de la composition en phytostérols des huiles est réalisée en trois étapes : la

saponification des composés saponifiables, I’extraction des insaponifiables et 1’analyse.
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= Saponification

Elle consiste au préalable a la préparation d’une solution d’étalon interne de Cholestanol 2
mg/mL dans le chloroforme. Ensuite 50 pL de la solution de cholestanol sont pesées dans un
tube a vis de 10 mL. Apres évaporation du chloroforme a température ambiante, on ajoute
exactement 150 mg d’huile. La saponification est réalisée par ajout de 2 mL de KOH 1M dans
I’éthanol suivie d’une agitation au vortex et d’un chauffage a 75°C au bain marie pendant 10

minutes.
= Extraction de ’insaponifiable

Apres refroidissement du mélange réactionnel a température ambiante, un volume de 1 mL
d’eau distillée y est ajouté et le tout est agit¢ au vortex. Ensuite, un volume de 6 mL
d’isohexane y est ajouté avant une nouvelle agitation au vortex. Aprés décantation (séparation
des phases), la phase hexanique qui correspond a I’insaponifiable est récupérée dans un micro

tube pour I’analyse en CPG.

= Analyse

Avant de procéder a I’analyse des insaponifiables, la silylation qui consiste a ajouter a 160 pLL
d’extrait insaponifiable avec 40 pL de réactif de silylation (1 mL MSHFBA : Méthyl
Trimethyl Siliyl Hepta FluoroButyr Amide + 50 pL 1 méthyl imidazole) est réalisée. Le
mélange réactionnel est chauffé pendant 5 minutes a 103°C pour favoriser la silylation.
L’analyse est réalisée en CPG a I’aide d’un appareil de type Perkin Elmer dans les conditions
suivantes :
= Colonne : CPSil 8 CB (Varian), longueur 30 m, diametre 0,25 mm et film 0,25 um ;
= Gaz vecteur : Hélium ;
= Pression en téte de colonne 100 KPa ;
= Injection on-column : 1pL ;
= Programmation de la température de I’injecteur : 55°C pendant 0,5 minute, puis
montée en température de 55 a 340°C a raison de 200°C/min et 340°C pendant 30
minutes ;
* Programmation de la température du four : 160°C pendant 0,5 min, puis montée en
température de 160 a 260°C a raison de 20°C/min et 260°C pendant 5,5 minutes puis

montée en température de 260 a 300°C a raison de 2°C/min ensuite maintien de la
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température pendant 10 minutes a 300°C, enfin montée en température de 300 a 350°C
a raison de 45°C/min et 350°C pendant 3 minutes ;

= Détecteur : FID a 365°C.

V.1.15. Détermination de la composition en tocophérols des huiles

Le dosage des tocophérols contenus dans 1’huile de neem, par étalonnage externe, est effectué
selon la norme EN ISO 9936. Les étalons utilisés sont le a, le y et le o-tocophérols. Environ
10 mg d’huile sont dilués dans 1 mL de cyclohexane. L’échantillon est analysé en HPLC dans
les conditions chromatographiques suivantes :

* (Chaine HPLC Dionex ;

= Colonne : Kromasil 100 SIL 5 p (2504 mm) ;

= Eluant : Isooctane 99,5% / isopropanol 0,5% ;

= Débit: 1,1 mL/min ;

= Détecteur : Fluorimeétre, Aex = 290 nm et Aem = 317 nm.

V.1.16. Détermination de la composition en glycérides des huiles

La détermination du profil glycéridique est réalisée en deux étapes: la silylation des

glycérides et leur analyse en CPG couplée a un détecteur a ionisation de flamme (FID).
= Silylation

Elle consiste a ajouter 5 mL de cyclohexane dans 5 mg d’huile. Ensuite un volume de 160 puL
de cette solution est additionné de 40 pL de réactif de silylation (50 pL de méthyl imidazole
dans 1 mL de MSHFBA : N-Methyl-N-Trimethyl Silyl-Hepta Fluoro Butyr Amide) et chauffé
pendant 2 a 3 minutes a 103°C pour favoriser la silylation. L’intérét de la silylation est de

rendre les glycérides plus volatiles afin de faciliter la séparation en CPG.
= Analyse

L’analyse est réalisée en Chromatographie en Phase Gazeuse a 1’aide d’un appareil de type
Parkin Elmer dans les conditions suivantes :
= Colonne : CP Sil 8CB low bleed MS de Varian, longueur 15 m, diamétre interne 0,32
mm, épaisseur du film 0,25 pm ;
= Gaz vecteur : Hélium. Pression en téte de colonne 15 psi ;
= Injection on column : 1 pL, Température : 55°C pendant 0,5 min, puis 200°C/min

jusqu’a 340°C et maintien a 340°C pendant 40 minutes ;
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=  Four: 55°C pendant 0,5 minute, augmentation a raison de 45°C/min jusqu’a 80°C,
10°C/ min jusqu’a 360°C, et 360°C pendant 16 minutes ;
= Détecteur : FID a 365°C.
Les composés sont identifiés par comparaison de leurs temps de rétention a ceux des

standards de référence et la quantification est effectuée par étalonnage externe.

V.1.17. Détermination de la composition en acides aminés des protéines

Le dosage des acides aminés contenus dans la graine de neem, est effectué¢ selon la Norme
Européenne. Le mode opératoire dépend des acides aminés a examiner. La cystéine et la
méthionine doivent étre oxydées pour devenir respectivement 1’acide cystéique et de la
méthionine sulfone avant hydrolyse. La tyrosine doit étre dosée dans 1’hydrolysat
d’échantillons non oxydés. Les autres acides aminés peuvent é&tre dosés soit dans un
échantillon oxydé soit dans un échantillon non oxydé. Une prise d’essai contenant 10 mg
d’azote, soit 319,5 mg d’échantillon déshuilé, broyé a 0,5 mm est mise dans un tube a
hydrolyse. Dans ce tube est ajouté 1mL de HCl 6 N pour 10 mg de protéines, soit un volume
de 6,24 mL d’acide. L’échantillon est ensuite placé a 1I’étuve a 103°C pendant 24 heures pour
assurer I’hydrolyse totale. A la sortie de 1’étuve, les tubes refroidis sont transvasés dans de
petits béchers. Le pH est ajusté a 2,2 avec du NaOH a 30% et la solution est ensuite
transvasée dans une fiole jaugée de 25 mL et complétée jusqu’au trait de jauge avec du

tampon citrate a pH 2,2. Enfin, la solution est filtrée a 1’aide de filtres PTFE 0,45 pm.

Ce filtrat est analysé en chromatographie liquide d’échange ionique a I’aide du Biochrom 30"

selon les conditions suivantes :

= Type de colonne : Colonne PEEK remplie avec résine échangeuse de cation ;
= Température colonne : 20 a 99°C ;

= Pression d’usage : 24 a 150 bars ;

*  Volume d’injection : 1 & 5000 pL ;

= Détection : Photometre 440 a 570 nm.

V.1.18. Détermination de la répartition granulométrique de I’extrudat (tourteau)

La répartition de la taille des particules du tourteau de graines de neem, obtenue apres
extrusion en bi-vis BC 21 est effectuée sur tamis vibrant de type Bioblock Scientific fabriqué
par la société Retsch et équipé de tamis normalisés (ASTM). Une masse de 100 g

d’échantillon est tamisée pendant 12 minutes a 70% de 1’intensité maximale de vibration des
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tamis. Les mesures sont répétées trois fois et la répartition granulométrique est déterminée a

partir d’une moyenne des 3 essais.

V.1.19. Caractérisation physico-chimique des huiles

L’indice d’acide (I.) est la masse (en mg) de potasse (KOH) nécessaire pour neutraliser les
Acides Gras Libres (AGL) contenus dans 1 g de matiére grasse. Il est déterminé selon la
norme frangaise AFNOR T60-204.

Une prise d’essai d’environ 1 g d’huile (pesée précisément) est dissoute dans 20 mL d’un
mélange éthéro-éthanolique. Un essai blanc est effectué en méme temps. L’acidité de 1’huile
est neutralisée par une solution de KOH d’environ 0,1 N.

L’indice d’acide est calculé selon la relation :

(V1 — Vo) X N X Mgopn

I =
a M

I : Indice d’acide (mg.g") ;

Vo : Volume en mL de KOH pour I’essai blanc ;
V : Volume en mL de KOH pour le dosage ;

N : Titre de la potasse alcoolique en N ;

M : Masse en g de I’huile.

V.1.19.1. Détermination de l’indice d’acide

L’indice d’acide (I.) est la masse (en mg) de potasse (KOH) nécessaire pour neutraliser les
Acides Gras Libres (AGL) contenus dans 1 g de matiere grasse. Il est déterminé selon la
norme frangaise AFNOR T60-204.

Une prise d’essai d’environ 1 g d’huile (pesée précisément) est dissoute dans 20 mL d’un
mélange éthéro-éthanolique. Un essai blanc est effectué en méme temps. L’acidité de 1’huile
est neutralisée par une solution de KOH d’environ 0,1 N.

L’indice d’acide est calculé selon la relation :

(V1 — V,) X N X Moy

I =
a M

I : Indice d’acide (mg.g™") ;

Vo : Volume en mL de KOH pour I’essai blanc ;
V : Volume en mL de KOH pour le dosage ;

N : Titre de la potasse alcoolique en N ;

M : Masse en g de I’huile.
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V.1.19.2. Détermination de l’indice de saponification

L’indice de saponification (Is) est la masse (en mg) d’hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaire pour neutraliser les acides gras non estérifiés et saponifier les esters d’acides gras

contenus dans un gramme de matiere grasse. Il est déterminé selon la norme AFNOR T60-

206.

Une prise d’essai d’environ 2 g dans laquelle est ajouté un volume de 25 mL de solution
éthanolique de KOH, le tout est chauffé pendant une heure (temps nécessaire pour obtenir une
saponification totale des acides gras). Le chauffage a pour but d’accélérer la réaction de
saponification. Le mélange est ensuite neutralisé par une solution de HCI. L’essai blanc
permet de déterminer par différence la quantit¢é de KOH n’ayant pas réagi apres la
saponification des acides gras contenus dans I’échantillon. Il s’agit d’un dosage en retour.

L’indice de saponification est calculé selon la formule suivante :

_ (Vo — V1) X N X Mgon
M

Is

Is : Indice de saponification (mg.g) ;

Vo : Volume en mL de solution de HCl utilisée pour 1’essai blanc ;

V1 : Volume en mL de la solution HCI utilisée pour la détermination ;
N : Titre exact de la solution d’acide chlorhydrique utilisé (mol.L™") ;
Mkon : masse molaire du KOH ;

M : Masse en g de I’échantillon.

V.1.19.3. Détermination de l’indice d’iode

L’indice d’iode d'une huile est la masse (en mg) de diiode (I>) capable de se fixer sur les
insaturations (double liaison le plus souvent) des acides gras de 100 g d’huile. Il détermine le
degré d’insaturation des acides gras d’une huile ou d’un corps gras. L’indice d’iode est

déterminé selon la norme frangaise AFNOR T60-203.

Une prise d’essai d’environ 0,2 g de corps gras dans laquelle sont ajoutés 25 mL de
cyclohexane et 10 mL du réactif de Wijs. Le mélange est fermé puis agité avant d’étre gardé a
I’obscurité pendant 45 minutes. Un volume de 100 mL d’eau distillée et 15 mL d’iodure de
potassium (KI) y sont ajoutés et remis a 1’obscurité pendant quelques minutes. L’échantillon
et l’essai blanc sont dosés par une solution de thiosulfate de sodium (Na»S;03) de

concentration (0,1 mol.L!"). De I’empois d’amidon est ajouté en fin de titrage pour repérer
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avec précision 1’équivalence. C’est un dosage en retour. L’indice d’iode est calculé selon la
relation :

_ (Vo — V) xNx12,69

I
! M

Ii : Indice d’iode (mg 1,.100g™) ;

Vo: Volume en mL de thiosulfate de sodium consommé pour le titrage du blanc ;

V : Volume en mL de thiosulfate de sodium consommé pour le titrage de 1’échantillon ;
N : Normalité du thiosulfate de sodium (mol.L?) ;

M : Masse de I’échantillon (g).

V.1.19.4. Détermination de l’indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (I,) est une caractéristique qui donne le nombre d’oxygene actif dans les
chaines organiques (acides gras, monoglycérides, diglycérides) d’une huile ou d’un corps
gras. Cet oxygene actif peut étre sous forme d’époxyde ou sous forme d’hypoperoxyde. Il
s’exprime en meq d’Ox/kg de corps gras. Il est déterminé selon la norme francaise AFNOR

T60-220.

Une masse exactement connue, d’environ 2 g de corps gras est dissoute dans 25 mL d’un
mélange de chloroforme et d’acide acétique, agité puis placé au placard pendant 5 minutes.
Un volume de 75 mL d’eau est ensuite ajouté pour arréter la réaction. L’échantillon et le blanc
sont titrés immédiatement avec le thiosulfate de sodium jusqu’a disparition de la coloration
violette. L’indice de peroxyde est calculé selon la relation suivante :

_(V-V,) x 10
B M

Ip

Ip : Indice de peroxyde (meq d’O2.kg™) ;
V : Volume en mL de thiosulfate de I’échantillon ;
Vo : Volume en mL de thiosulfate de 1’essai blanc ;

M : Masse en g de I’échantillon.

V.1.19.5. Détermination de l’indice de cétane

L’indice de cétane est déterminé selon la méthode ASTM D 976, qui consiste a mesurer le
délai d’inflammation ou d’allumage entre le début de ’injection et le début d’inflammation de

I’huile utilisée comme carburant. Le principe consiste a déterminer la masse volumique de
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I’échantillon a 15°C et les températures auxquelles 10%, 50% et 90% (en volume) de produits

se sont condensés (points de distillation). Il est calculé selon la formule suivante :

Leetane= 45,2 + 0,0892T; o+ (0,131+0,901B)Tsoy + (0,0523-0,42B) T
+0,0049 [(Tyon)?- (Toon)?] + (107) (B) + 60 (B)?

Tion= Tio—215 avec Tygoy : Point de distillation 10% condensé (°C)
Tson = Ts0 — 260 Tson : Point de distillation 50% condensé (°C)
Tyon = Ts50 — 260 Togn : Point de distillation 90% condensé (°C)

B= [ e(—3.5)(DN)] -1
DN = D -850

D est la densité a 15°C en g.mL"!

L’indice de cétane peut aussi €tre estimé selon la formule empirique suivante :

: _ 46.3 +5458
cetane . — 0,225 X I;

I cétane : Indice de cétane ;

Is : Indice de saponification (mg KOH.g") ;
Ii: Indice d’iode (g 1,..100g™).

V.1.19.6. Détermination du facteur INS

Le facteur INS (lodine Number Saponification value) représente la différence entre 1’indice de

saponification et I’indice d’iode. Il est déterminé par calcul selon la relation suivante :
INS=L-1L

Is : Indice de saponification (mg KOH.g") ;

Ii : Indice d’iode (g 1..100g™).

V.1.19.7. Détermination de ’indice de réfraction

L’indice de réfraction est une caractéristique physique qui permet de confirmer la pureté
d’une maticre ou d’une substance. Dans le cas de nos analyses, il est déterminé par lecture
directe a I’aide d’un réfractométre ABBE modele RMT (EXACTA+OPTECH France 77646
CHELLES France).
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V.1.19.8. Détermination de la densité

La densité est déterminée selon la norme AFNOR T60-214. Les densités des différents lots
sont déterminées par la méthode de pesée a 25°C. L’eau prise comme référence est a 4°C
(température a laquelle la masse volumique est égale 1000 kg /m?). La densité est calculée

par la relation suivante :

M : masse de I’échantillon (g) ;

Me : masse d’un méme volume d’eau (g).

V.1.19.9. Détermination de la viscosité

La viscosité dynamique est la résistance a 1’écoulement d’un liquide soumis a la pesanteur.
Elle consiste a mesurer le temps d’écoulement par gravimétrie d’un volume d’huile donné
dans un viscosimétre a capillaire de type Cannon-Fenske, calibré sous une charge de liquide
reproductible et a une température controlée avec précision. Elle est déterminée selon la
norme ASTM D 445 et calculée en multipliant le temps par la constante d’étalonnage du

viscosimetre.

V.1.19.10. Détermination du pouvoir calorifique

Le pouvoir calorifique (PC) est I’énergie thermique libérée par une réaction de combustion
d’un kilogramme de combustible. Il représente 1’enthalpie de la réaction de combustion par

unité de masse. Il existe deux types de pouvoir calorifique :

» Le Pouvoir Calorifique Supérieur (PCS) qui représente 1’énergie issue de la combustion a

laquelle s’ajoute la chaleur latente de vaporisation de I’eau qui reste liquide.

m Le Pouvoir Calorifique Inférieur (PCI) qui est 1’énergie issue de la combustion sans tenir
compte de la chaleur latente de vaporisation de I’eau.

Le pouvoir calorifique est calculé selon la relation suivante (Haidara, 1996) :

Pci=11380 — Ii— 9,15% I,

Pci1 . Pouvoir Calorifique Inférieur (kcal.kg™) ;
Ii : Indice d’iode (mg 1.100g™) ;

Is : Indice de saponification (mg.g™).
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V.1.19.11. Détermination du point éclair

Le point éclair est la température la plus basse a laquelle la flamme provoque I’inflammation
(ou flash) des vapeurs émises au-dessus de la prise d’essai avec propagation sur toute
I’étendue de la surface du liquide, dans les conditions d’essai spécifiées. Il est déterminé selon
la méthode ASTM D 93 a I’aide d’un appareil de type Pensky-Martens. La coupelle de
I’appareil est chauffée uniformément et agitée dans les conditions normalisées. La
présentation d’une flamme lors de I’ouverture de la trappe de la coupelle se fait a intervalle de

temps réguliers.

V.1.19.12. Détermination du point d’écoulement et du point de congélation

Le point d’écoulement est la plus basse température a laquelle un produit peut couler encore
lorsqu’il est refroidi dans des conditions normalisées. Le point de congélation est la
température a laquelle le liquide congele. Ces deux parameétres ont été¢ déterminés selon la
méthode normalisée ASTM D 97. L’échantillon préalablement chauffé est refroidi a une
température déterminée et ses caractéristiques d’écoulement sont observées a intervalles de

3°C.
V.1.19.13. Détermination du point trouble

Le point trouble est la température a laquelle une huile commence a se cristalliser et a
produire un trouble distinct, discernable a ’ceil nu. Il est déterminé selon la méthode ASTM D
2500. L’échantillon est refroidi a une vitesse déterminée et est examiné périodiquement. La
température a laquelle est observée la premiere apparition d’un trouble au fond du tube a essai

est notée ; elle correspond au point trouble.

V.2. Fractionnement aqueux des amandes de dattier du désert en

contacteur agité

V.2.1. Protocole du fractionnement

Le fractionnement des amandes de dattier du désert par extraction aqueuse est réalisé selon le

schéma suivant :
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Amandes de dattier du désert Eau distillée

i Centrifugation 4500 rpm, 25°C, 10 min i% Solide (Culot)
[

Emulsion Phase aqueuse

Figure V-3 : Schéma du fractionnement aqueux des amandes de dattier du désert au Mixeur

Le fractionnement comporte les étapes d’extraction et de séparation suivantes :

m Les amandes de dattier du désert sont broyées a 1 mm a 1’aide d’un broyeur de type Retsch,
€quipé d’un tamis de maille 1 mm. Une masse égale a 100 g d’amandes broyées est mélangée
a 400 g d’eau distillée, soit un ratio solide-liquide de 1/4. Le tout est introduit dans un mixeur
de type GFR Blender équipé a sa base de quatre pales cisaillantes. La vitesse de rotation des

pales est réglée a 80% de sa vitesse maximale pendant 5 minutes.

m Le mélange liquide-solide est centrifugé a une vitesse de 4500 rpm a 25°C pendant 10
minutes a I’aide d’une centrifugeuse Universal 16A afin d’isoler le culot de centrifugation qui

constitue la phase solide. Le surnageant liquide est constitu¢ du mélange émulsion-eau.

m Ce mélange est centrifugé une nouvelle fois pendant 15 minutes a une vitesse de 5500 rpm

et a une température de 25°C.

m Les deux phases sont ensuite séparées par filtration sur une toile. Le perméat constitue la
phase aqueuse alors que la phase émulsion est retenue sur la toile.

V.2.2. Détermination des teneurs en lipides des phases émulsion et solide

La teneur en lipides des phases émulsion et solide est déterminée par extraction avec du

cyclohexane suivie d’une centrifugation. Une masse d'environ 2 g de I'échantillon est pesée
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dans un petit tube de centrifugation. Un volume de 10 mL de cyclohexane y est ajouté. Le
mélange est agité au vortex pendant 3 minutes puis centrifugé a 1'aide d’une centrifugeuse de
type Universelle 16A a 3 000 rpm pendant 10 minutes. Trois extractions successives sont
réalisées afin d'épuiser tous les lipides contenus dans les phases. Les trois extraits
cyclohexaniques sont introduits dans un ballon, puis évaporés au rotavapor et I’huile est

séchée dans une étuve a 50°C pendant 12 heures avant d’étre pesée.

M, — My
Huile (% MS) = 100 x — P!
Mech

Mbi : Masse du ballon a vide (en g) ;
Mbs: Masse du ballon contenant I’extrait lipidique (en g) ;

Mech : Masse de I’échantillon sec contenue dans la cartouche (en g).

V.3. Mise en ceuvre de ’extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21

V.3.1. Description de I’extrudeur bi-vis BC 21

L’extrudeur bi-vis mis en ceuvre pour le fractionnement des graines de neem (extraction par
solvant, et pressage de 1’huile et extraction au solvant) est de type BC 21, fabriqué par la
société Clextral. Il est constitué¢ de 2 vis co-rotatives et co-pénétrantes, tournant dans le méme
sens et a la méme vitesse. Ces vis sont portées par deux arbres paralleles dont les centres sont
séparés de 21 mm. Le fourreau, en acier inoxydable est constitu¢ de 7 modules de longueur 10
cm chacun. Ces modules sont numérotés de 1 a 7 a partir du module d’alimentation. Le
Module 1 est ouvert vers le haut pour assurer 1’alimentation en solide et le Module 6 vers le
bas pour permettre 1’écoulement du filtrat brut. Ces deux modules ne sont pas thermorégulés.
Les cinq autres modules sont thermorégulés grace a un systéme de chauffage par induction,
assuré par des colliers chauffants et un systéme de refroidissement assuré¢ par une circulation

d’eau conduite par des électrovannes. Le moteur présente les caractéristiques suivantes :

= Puissance : 8,5 kW ;
= Vitesse maximale 2 000 rpm ;

= Vitesse d’entrainement des vis : 682 rpm.
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V.3.2. Description des périphériques de I’extrudeur Clextral BC 21

V.3.2.1. L’armoire électrique

L’appareil est piloté a partir de I’armoire de commande a 1’aide du logiciel Terminal Operator
Intouch version 1.00 qui permet de régler les parameétres de fonctionnement de la bi-vis : la
vitesse des vis, le débit d’alimentation en solide, les consignes de température des modules
constituants le fourreau, etc. En plus de cela, I’armoire de commande indique des parametres
de D’extracteur pendant le fonctionnement (ampérage, vitesse de rotation des vis et les

températures). Les caractéristiques techniques de 1’armoire ¢électrique sont les suivantes :

=  Dimensions (en mm) : 2400 x 670 x 2350 ;
= Poids : 500 kg ;

= Tension d’alimentation : 400 V- 50 Hz ;

= Intensité installée par phase : 80 A ;

= Débit d’air (ventilation) : 3340 m?/h.

V.3.2.2. Le doseur d’alimentation en solide

L’alimentation en solide est effectuée par un doseur pondéral qui débite le solide par
entrainement grace a une vis. Le débit est réglé grace a une boite de commande qui module la

vitesse de rotation de la vis. Les caractéristiques du doseur sont les suivantes :

= Fabriquant : K-TRON SODER ;
= Type: KCL-KT20 ;
=  Volume de la trémie d’alimentation : 12 L ;

= Fréquence (vitesse de rotation des vis) maximale : 87 Hz.

V.3.2.3. La pompe d’alimentation du solvant

Le solvant est introduit dans D’extracteur grace a une pompe volumétrique dont les
caractéristiques sont les suivantes :

= Fabricant : KDM ;

= Type: K20-2 KAMP 112/16 ;

= Débit maximal : 20 L/h.

V.3.3. Mise en ceuvre de I’extrudeur bi-vis de type Clextral BC 21

La mise en ceuvre de ’extrudeur a consisté a :

= Fixer les températures de consigne du fourreau ;
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= Attendre la stabilité des températures mesurées et s’assurer que ces températures sont
bien égales aux consignes ;

= Faire tourner lentement les vis ;

= Alimenter doucement en graines ;

= Augmenter progressivement la vitesse de rotation des vis et le débit d’alimentation en
graines jusqu’aux valeurs souhaitées ;

= S’assurer que le(s) filtrat(s) d’expression s’écoule(nt) librement par les pores du (des)
module(s) de filtration ;

= Injecter ’eau déminéralisée et augmenter doucement le débit jusqu’a la valeur
souhaitée ;

= S’assurer que le filtrat d’extraction s’écoule librement par les pores du filtre et que le
bouchon dynamique n’est pas cass¢ ;

= Laisser le temps (5 a 10 minutes) a I’appareil d’atteindre son régime de
fonctionnement stable ;

» Prélever le tourteau gras et le filtrat. Le temps de prise des échantillons est fixé a 10

minutes pour chaque essai.

V.3.4. Lyophilisation des filtrats clarifiés

Le séchage par lyophilisation est réalisés a partir des filtrats clarifiés hydro-éthanolique et
aqueux dont les compositions sont consignés dans le Tableau V-1. Les échantillons hydro-
éthanolique ont subi une évaporation partielle de 1’éthanol afin de faciliter sa congélation
pendant la lyophilisation. Les échantillons sont séchés dans un lyophilisateur de type
Cryonext. Le séchage par lyophilisation comporte deux phases: une congélation et une

sublimation.

La phase de congélation a consisté a une diminution de la température jusqu’a -40°C avec une
rampe de congélation de -5°C/min, un palier de 5 min a -40°C, puis une augmentation jusqu’a
20°C avec une rampe de 0,1°C/min afin de permettre la sublimation du liquide congelé. Le
vide de la lyophilisation primaire est de 0,296 mbar et de 1,995 mbar lors de 1’augmentation

de la température.
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V.3.5. Précipitation et séparation des protéines du filtrat par la méthode de séparation

triphasique ou « three phase partitioning »

Une masse de 15 g (environ 15 mL) du filtrdt est introduite dans un petit tube de
centrifugation. Ensuite, 4,5 g de chlorure de sodium (30% par rapport a la masse de
I’échantillon) sont ajoutés a cette phase. Le mélange est agité au vortex pendant 15 a 20
secondes. Un volume de 15 mL de butanol est ajouté et agité 1égérement avant d’étre placé au
bain marie a 30°C pendant 3 heures. Aprés les trois heures d’incubation, les échantillons

présentent une séparation en trois phases.

V.4. Mise en forme du raffinat d’extrusion des graines de neem en

agromatériaux par thermopressage

La thermopresse mise en ceuvre pour la fabrication des plaques est une presse hydraulique de
type MAPA 50, fabriqué par la société Pinettes Emidecau Industries (Figure V-4). Elle est
commandée par le logiciel Nemrodw et présente les caractéristiques techniques suivantes :

=  Force : 500 kN (50 tonnes) ;

= Tension:3x400V;

= Puissance installée : 21 kW ;

* Pression maximale : 300 bars.
Le moule utilisé pour la mise en forme des plaques est cubique, de dimensions 5 cm.
La mise en forme des plaques s’effectue en plusieurs étapes : la mise en température du moule
(par conduction des plaques de la thermopresse au moule), le remplissage du moule, la
fermeture du moule, la montée en pression a une vitesse de 10 bars/seconde, le maintien de la
pression de consigne, la détente a une vitesse de 2 bars/seconde, I’ouverture du moule et le

démoulage.

Les plaques refroidies, puis découpées en éprouvettes de dimension 5 cm x 1 cm sont
conditionnées en enceinte climatique 60% d’humidité relative a 25°C pendant au moins une

semaine avant d’étre caractérisées.
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Figure V-4 : Photo de la thermopresse MAPA 50

V.5. Caractéristiques physico-chimiques et mécaniques des matériaux

V.5.1. Densité mesurée des éprouvettes du matériau thermopressé

La densité des éprouvettes préalablement équilibrées est déterminée en mesurant leurs trois
dimensions a ’aide d’un vernier et par pesée. La densité moyenne est déterminée sur trois

valeurs pour chaque série d’éprouvettes.

V.5.2. Densité apparente en immersion au cyclohexane

Les mesures de densité en immersion au cyclohexane sont effectuées en triplicat sur des
morceaux d’éprouvette de chaque série. L appareil utilisé est une balance Sartorius, ayant une
précision de 0,01 mg et munie d’un accessoire spécifique de pesée (représenté ci-dessous a

droite).
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La masse volumique déterminée a 1’aide de cette balance utilise le principe d’Archimede. En
effet, un solide immergé dans un liquide est soumis a la force appelée poussée hydrostatique.

La valeur de cette force est égale au poids du volume du liquide déplacé par 1’échantillon

(solide).

Avec une balance hydrostatique qui permet d’effectuer aussi bien les pesées dans Dair
(coupelle supérieure de I’accessoire de pesée) que dans le cyclohexane, il est possible de
déterminer la masse volumique d’un solide (p) si I’on connait la masse volumique du liquide
(p1) provoquant cette poussée hydrostatique (G) :

W(a) x p

p=m ; G=W(@)-w(@

Avec W(a) et W(l), respectivement les poids du solide dans 1’air et dans le liquide

(cyclohexane).

La balance est d’abord tarée, puis 1’échantillon est placé sur le plateau supérieur de la
structure de suspension et sa masse mesurée est notée. Ensuite, la balance est a nouveau tarée
et ’échantillon est placé délicatement dans le support immergé. La masse est notée apres 2

minutes d’immersion.

V.5.3. Reprise d’eau en immersion

Cette analyse présente un double intérét. Il permet de vérifier la tenue d’un matériau en
immersion dans I’eau de facon strictement visuelle. Elle permet aussi de quantifier 1’eau

qu’un matériau peut absorber.

La reprise en eau est évaluée en trois essais sur des éprouvettes de flexion équilibrée, de
masse et de matiere seéche connues. Ces éprouvettes sont immergées dans 30 mL d’eau
distillée pendant 6 heures a 25°C. Puis, elles sont déposées bricvement sur un papier
absorbant pour éliminer 1’excédent d’eau en surface avant d’étre pesées. La reprise en eau est

estlculée par différence.
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V.5.4. Essais de flexion

Les éprouvettes de flexion sont équilibrées en enceinte climatiques a 25°C et 60% d’humidité
relative pendant au moins une semaine conformément a la norme ISO 178.

Lors les essais de flexion, 1’appareil utilisé¢ est un banc d’essai JFC mod¢ele HSKT. Le logiciel
Q.MAT 4.53 permet a la fois de consigner les paramétres d’essais, d’acquérir et de traiter les

données.

Le banc d’essai est alors équipé d’un module de flexion trois points et d’une cellule de force
100 N. L’écartement entre les deux points d’appui de 1’éprouvette est de 30 mm. Le point de

compression s’appuie a une vitesse de 3 mm/min sur 1’éprouvette.

Le logiciel Q.MAT 4.53 calcule le module d’¢lasticité (or) et la contrainte a la rupture en
flexion (Ef) selon les équations suivantes :

3xL

oy = ——— XF
f 2 X b x e2 rupture

Frupture : charge a la rupture ;
L : distance entre les points d’appui ;
b : largeur de I’éprouvette barre de flexion ;

e : épaisseur de I’éprouvette barre de flexion.

L3 F, - F,
= X
F " 4xbxed a,—ay

Fi est la force mesurée pour une déformation a;.

V.5.5. Analyse enthalpie différentielle

L’analyse enthalpie différentielle (DSC) permet d’évaluer 1’¢tat de dénaturation des protéines
dans les solides réduits sous forme de poudre par broyage. L’appareil mis en ceuvre est un
calorimétre de type Perkin Elmer Pyris 1. Il est constitué de deux fours en platine placés dans
le méme environnement isotherme. Le gaz de purge utilisé est de ’azote gazeux a un débit de
20 mL/min. Le calorimeétre est également équipé d’un systéme de refroidissement Perkin
Elmer Intracooler permettant d’atteindre une température minimale dans les fours de -65°C.
La calibration en température et en énergie (chaleur molaire) est effectuée avant chaque
campagne d’analyses a I’aide d’échantillons d’eau et d’Indium (respectivement 0,0°C et

156,6°C pour les températures de fusion).
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Les échantillons analysés sont équilibrés en enceinte climatique (60 % d’humidité relative a
25°C) pendant deux semaines et leur humidité déterminée avant I’analyse. Ce qui permet
d’éviter toute perte d’eau pendant la mesure. La prise d’essai de 10 a 20 mg environ est
conditionnée dans des capsules hermétiques en acier de 60 pL et serties avec un joint torique

en caoutchouc autorisant une pression interne de 40 bars.

L’échantillon est positionné dans I'un des fours, 1’autre four accueillant une capsule vide. Les
deux fours sont chauffés a la méme vitesse et suivant une rampe de température linéaire de
10°C/min, de 50 a 200°C. La différence de puissance (AW) a fournir aux deux fours pour les

maintenir a la méme température (T) est le signal collecté.

Une ligne de base est également soustraite aux spectres. Elle est obtenue en réalisant un
balayage du domaine de température avec une capsule de mesure vide dans chaque four.

Le logiciel Pyris permet I’acquisition des grandeurs expérimentales mesurées et le traitement
des thermogrammes afin de déterminer les températures de dénaturation (Tq4) des protéines et

les énergies nécessaires a cette transformation (enthalpies de dénaturation) (AH).

V.5.6. Analyse thermique mécanique dynamique des solides

Les analyses thermiques mécaniques dynamiques sont réalisées grace a 1’appareil Triton
Dynamic Mechanical Analysis (DMA), piloté par le logiciel DMA Triton qui permet
également de traiter les spectres mécaniques dynamiques (températures de relaxation,
comparaison de spectres, etc.).

Cette technologie permet a la fois d’étudier le comportement thermique et mécanique
dynamique aussi bien pour des poudres que pour des €éprouvettes. Dans tous les cas, le
matériau est d’abord déshydraté (2 a 3 jours en dessiccation sous vide a 60°C en présence de
P>0s) avant d’étre fixé dans le systéme de flexion 2 points (une fixation reste immobile tandis

que ’autre oscille).

La poudre est placée dans une petite pochette métallique, inerte d’un point de vue des
relaxations, dont les dimensions sont approximativement : 30 mm X 7 mm X 1,3 mm. Les
éprouvettes analysées ont approximativement une longueur de 25 mm, une largeur de 10 mm

et une épaisseur de 2,7 mm.

L’analyse est réalisée en multifréquence (1 Hz, 5 Hz et 10 Hz), le mors mobile, distant de 5
mm du mors fixe, se déplace d’une amplitude de 50 pm. La plage de température est portée

de -50°C a 250°C, en raison de 3°C/min.
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V.5.7. Isotherme d’adsorption

Cette analyse est pratiquée de facon manuelle ou automatiquement grace a [’appareil
Dynamic Vapor Sorption (SMS, Grande Bretagne), selon la norme frangaise NF X 15-014.
Elle permet de mesurer la masse d’eau atmosphérique adsorbée par les échantillons a analyser

jusqu’a leur équilibre.

Les échantillons ont été préalablement équilibrés en enceinte climatique (60 % d’humidité
relative a 25°C) pendant deux semaines. La masse et la teneur en matieres séches de chaque

échantillon sont connues.

La reprise en eau est évaluée par conditionnement des échantillons pendant trois semaines
dans une enceinte climatique contenant une solution saline saturée de chlorure de potassium
qui lui confére une humidité relative de 85 % a 25°C dans ’espace libre de 1’enceinte (norme
francaise NF X 15-014). Afin d’éviter la prolifération de micro-organismes, une petite

quantité de thymol cristallisé est également placée dans I’enceinte.

Lorsque les échantillons sont enfin équilibrés (environ trois semaines), ils sont pesés de
nouveau. La masse d’eau adsorbée est alors calculée en fonction de 1’activité de I’eau (aw), a
I’isotherme 25°C : aw = 0,60 pour une humidité relative de 60 % puis ayw = 0,85 pour une

humidité relative de 85 %. La reprise en eau est exprimée en pourcentage de maticre seche.

V.5.8. Analyse thermogravimétrique (ATG)

Les analyses sont effectuées sur des échantillons broyés finement et équilibrés. Elles sont
réalisées a I’aide d’une thermobalance de type TGA-50 Series, sous air selon la montée de
température a 5°C/min, de I’ambiante jusqu’a 750°C sous air. Les acquisitions ont lieu

pendant la montée en température.
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ANNEXES
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Figure AE-1 : Droite d’étalonnage HPLC de I’azadirachtine
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Figure AE-2 : Chromatogramme des étalons (19,2 ; 28,8 et 96 mg.L™") d’azadirachtine
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130702. #28 [Mmodified by Jerome.peyvdecastaing]

UV Vvis_ 1

m AU

- 4 - 0,820

24 - azadirachtin - 9,351

WVL:200 nm

,O
Figure AE-3 : Chromatogramme de 1’azadirachtine d’extraits de graines de neem
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Figure AE-4 : Chromatogramme de I’huile essentielle des graines de neem
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Composition en acides gras
c\star\ge3900 fumenuricl\data\ 1 2101 I ncam\nocm sooc run Instrument (I} GCI900 FAME

tuta File:
yoction Duke: 1071172012 12:15:45 Sample ID: Neem Sox
1ection Method o \wtar\ge 3900 famecmuricl\fame 30 mth
mivons

70

80—

50

40—

20—

204

C12: 108 Ouate (7.754)
®an

oo
(C16:1nTc Pubmioleste (9.508)

e G 1 .0 Sioarae (7.131)
C10 208
g"‘ FCI00 Arwebiclate (10.112)
1C18 313 o Unoknale (10.251)
ICI0:1n0c Gadoleste (11.081)
1C22.0 Sabanate (15.157)

- ko hs h2s bso
Peak Name Result (%)  Ret. Area  Group
Time (counts)
(min)
C16:0 Palmitate 1571 SI84 44053 1
C16:1n7¢ Palmitolente 012 $.806 31 1
C18.0 Stearate 1838 7431 51536 1
C18: In% Oleste 04 775¢ 116161 1
C18:2n6¢ Linoleste 19.28 8821 54069 1
C20:0 Arachidate 132 0012 3690 1
C18:3n3 a Linolenste 043 10351 1202 1
C20: 1n% Gadoleate 009 11.09) 251 1
C20Bchenate 113 15157 nsz 1
Totals for Group 1 9788 274450
“Tetals 97.58 274450

Figure AE-5 : Chromatogramme des acides gras de 1’huile de neem
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Composition en acides gras

Data File: ¢ \star'\ge 3900 fame\muriel\data\ | 30506dbnl\balanstes | run Instrument (Inj): GC3900 FAME
Injection Method: ¢ \stur\ge 3900 fume\mumiel\fameSS mith
e

70—

60— 9

= ;

40| g

30

204

10

0 SN .

..__

ho 20 ) o
Peak Name Rosult (%) Ret. Area Group
Time (countx)
(min)

C14:0 Mynstate 018 4,360 1259 |
C16.0 Palmitate 13.19 5369 4492 ]
C16:1n7¢ Pulmitoleate 017 5.786 1252 1
C17:0 Heptadecanoate o1l 6.113 802 1
CI8.0 Stearate 12.81 7004 21673 1
C18: 1n9 Elaydate 0.08 T A8 575 ]
C18:1n% Oleate 3298 7.745 236053 1
C18:2n6¢ Linoleate 36.08 8829 2158228 1
C20:0 Amchidate 0.36 10.077 2608 1
C18:30 » Linolenate 0.04 10312 _ 31 1
Totals for Group 1 96.00 687201
Totals 96,00 687201 .

Figure AE-6 : Chromatogramme des acides gras de I’huile de dattier du désert
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Dosage acides gras et glycérides

Astar\dsta\surielwoies
[-hFik < \noom run Sample neem
Injection Date:  06/12/2012 17-26:11

) Int. Std. Ameupts
Injection Method: o \star‘methodes\aB0hmurieN2012 12 01 mth
Calculation Method:
=
g
75—
; .
|
- g §
i >~ —
| g g : ;
=3
M W S Y
- —
- 4o s 20 s
Peak Name Result Ret. Area Group
pg/ml Time (counts)
(mmin)
ci6 2128 10,934 10850 2
__ci8 5238 12,538 26832 2
Totals for Group 2 7,386 37692
MonoC!8 0936 17,014 6106 3
Totals for Group 3 0936 6106
DiCl16 1632 24,730 18333 4
DiC18 10,383 25522 52409 s
Totals for Group 4 14015 70742
T48 4388 29862 18709 5
50 67,044 30,890 268778 s
T52 346,136 32280 1318432 5
TS4 500,498 33825 1806412 5
T56 27534 36,042 99377 s
Totals for Group 5 945,600 3511708
Totals 967.937 T 3626248

Figure AE-7 : Chromatogramme des glycérides de I’huile de neem
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Dosage des stérols

Data File: c\stadata\muriclisterols\1 3051 3djibril\baley1001 run éb&awtio jE
Operstor (Inj): mu ItStd Amounts [ dathien ol
Injection Date: 14/052013 07:17:38 Standard Peak Amount: g Sample ID: 3.u-y1
jection Method: A\star\methodes\b8 1 \sterol. mth Cholestanol Amounl-
Injection c 1 ta‘) P a_{u,d &(dp‘k}:@k&
mVolts |
“_
50— ]
&

@09
B Stostérol (25.221)
48 Rrinastbrol 25.967)
Cydioariénol (26 852)
—Crostadiéel (26.097)

8
|
Crokatér!
Campestéral (23.271)
Stgmasiéral (23.811)

30~
27
hs P bs ho
Minutes
Peak Name Result pg/  Ret. Time Area Group
100mghuile  (min) (counts)
Cholestérol 903 20972 5957 1
Campestérol 341 23271 2250 |
Stigmastérol 5,97 23811 3939 1
- B Sitostérol 76,57 25,221 50506 1
45 Avénastérol 1988 25567 13112 1
Totals for Group 1 114,86 75764
Cholestanol Int Std 21,238 45053 0
o X1 22,07 25855 14559 0
Totals for Group 0 2207 59612
Cycloarténol 2508 26,852 16541 3
Totals for Group 3 25,08 16541
Citrostadiénol 1,51 29,097 995 2
Totals for Group 2 1,51 995
B Totals 163,52 S son

Figure AE-8 : Chromatogramme des stérols de 1’huile de dattier du désert
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OperateurAdministrateur Timebase:HPLC_Dionex Séquence:121025 Page 1-1
301072012 10:54 AM

Echantilion: Neem F2

Séquence ; 121025 Volume injects : 20.0
Emplacement - Murie\Tocopherols Dilution : 10.2040
Sample Type. unknown
Programme ©  Tocopherol Signal Emission
Méthode: 12_10_Tocos
Date d'inj.: 29/10/2012 11:27
— A ]
80.0 121025 #9 [modified by Administrateur, 1 peak manually assigned) Neem F2 Emission
= Jmv 2 EM:317 nm
1 I3
s00] § :
40.0- ’g B g
-
; £ § E
h y |
20.0‘: ? » i ] é
3 sJ 8 >
s MY 8 SO | .1, R S o~
e TS —_— T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30,0
T. Ret. Peak Name Amount Rel.Amount  Area Height
min mg/100g huile % mV*min mvV
51 alpha Tocophérol 6.66 19.51 4108 18.281
8.98 Deta Tocophérol 0.19 0.56 0.124 0.548
9.70 gamma Tocophérol 23.44 68.72 15.221 61.110
16.34 defta Tocophérol 3.82 1121 3.046 7.305
TOTAL 41N 100.000 22.499

Figure AE-9 : Chromatogramme des tocophérols de I’huile de neem
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Operateur-Administrateur Timebase:HPLC_Dionex Seéquence:130521

-
.
i

10/6/2013 2:30
Echantillon: Balanites cyclo
Séquence : 130521 Volume injecté : 20.0
Emplacement : Muriel\Tocopherols Dilution : 9.2600
Sample Type: unknown
Programme ©  Tocopherol Signal : Emission
Méthode: 13_05_Tocos
Date d'inj.: 28/5/2013 16:13
20.0 130521 #23 [modified by Administrateur, 4 peaks manually assigned]
ImV EM:317 nm| |
15.0-
. g
10.0- g
| i 3
] = 8
50 e g
| s :
"~
e,
min,
qH—— 17— : -
0.0 5.0 10.0 15.0 200 25.0 30.0
T. Ret. Peak Name Amount Rel.Amount Area Height
min mg/100g huile % mV*min mvV
547 alpha Tocophérol 3434 76.14 3.788 18.093
8.02 beta Tocophérol 0.51 1.12 0.063 0.243
8.70 gamma Tocophérol 953 21.13 1.182 4937
15.47 deita Tocophérol 0.73 161 0.098 0.288
TOTAL 45.10 100.000 5.129

Figure AE-10 : Chromatogramme des tocophérols de I’huile de dattier du désert
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Figure AE-11 : Amminogramme des graines de neem
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Figure AE-12 : Aminogramme des graines de dattes du désert
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W Phase insoluble ~ @Phase émulsion  OPhase liquide solvant

100
90
80 38,6 37,82 38 42,83
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50 14,6 16,62 20,05 10,2
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g % g filtrat brut

Eau 75% Eau 50% Eau 25%
Eau 100% Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%

Figure AE-13 : Répartition des phases insoluble, émulsion et liquide solvant obtenues par
extraction aqueuse et hydro-éthanolique des graines en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

B Phase insoluble OPhase émulsion

100
g 31,92
i 49,41 49,5
7
6
5
40
30
20
10
0

Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%
Eau 100% Eau 75% Eau 50% Eau 25%

S O O O O

g % g matiére séche du filtrat brut

Figure AE-14 : Répartition de la matiére séche au filtrat clarifié obtenu par extraction
aqueuse et hydro-éthanolique des graines en extracteur-séparateur bi-vis BC 21
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O Phase insoluble Lipides B Phase insoluble Protéines

D' Phase émulsion Lipides ® Phase émulsion Protéines
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Figure AE-15 : Composition de la maticre seéche au filtrat obtenu par extraction aqueuse et
hydro-éthanolique des graines en extracteur-séparateur bi-vis BC 21

B Phase insoluble DOFiltrat clarifié 0OExtrudat
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Eau 100% Ethanol 25% Ethanol 50% Ethanol 75%

Figure AE-16 : Répartition de 1’azadirachtine dans les trois phases obtenues par extraction
aqueuse et hydro-éthanolique des graines en extracteur-séparateur bi-vis BC 21
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Tableau AE-1 : Composition des filtrats lyophilisés

Composition Féitl:.:;(:llg’(;llfg- Filtrat aqueux
Matiére séche (%) 10,22 9,94
Lipides (% MS) 79,66 73,39
Protéines (% MS) 17,98 19,60
Autres constituants (% MS) 2,36 6,93
Azadirachtine (g/kg MS) 10,18 8,42
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RESUME

FRACTIONNEMENT ANALYTIQUE DE LA GRAINE DE NEEM (AZADIRACHTA INDICA A. JUSS) ET DE LA
GRAINE DE DATTIER DU DESERT (BALANITES AEGYPTIACA L.) - VALORISATION DES CONSTITUANTS
DE LA GRAINE DE NEEM PAR BIORAFFINAGE

Résumé :

Les graines de neem et de dattier du désert ont été caractérisées et leurs perspectives de fractionnement orientées. Un procédé
de fractionnement des graines de neem en extrudeur bi-vis a été étudié en vue d’une production et d’une valorisation intégrée
de ses fractions: huile, co-extrait d’azadirachtine, protéines et lipides, et raffinat d’extrusion. La mise en ceuvre de 1’eau et des
mélanges hydroéthanoliques (jusqu’a 75% d’éthanol) comme solvants d’extraction avec une configuration de I’extrudeur bi-
vis définissant quatre zones (une zone d’alimentation, une zone de broyage, une zone d’extraction solide-liquide et une zone
de séparation solide/liquide), permet d’extraire au filtrat 83 a 86% de 1’azadirachtine, 86 a 92% des lipides et 44 a 74% des
protéines de la graine et de produire un raffinat essentiellement fibreux, contenant au plus 8% de lipides, 12% de protéines et
0,82 g/kg d’azadirachtine. Une des meilleures voies de traitement de la suspension que constitue le filtrat brut est la
séparation solide-liquide par centrifugation. Ce procédé de séparation permet d’obtenir une émulsion diluée contenant 42 a
64% des lipides et jusqu’a 41% des protéines de la graine. La décantation centrifuge permet de le réaliser efficacement, mais
elle peut présenter des inconvénients pour le traitement de grands volumes. Considérée comme sous-produit du traitement du
filtrat brut, la phase insoluble peut contenir 24 a 48% des lipides, 32,9 a 47% des protéines et 10 a 13% de 1’azadirachtine de
la graine. L’eau s’est avérée étre le meilleur solvant de ce procédé de fractionnement. Le pressage des graines de neem suivi
de I’extraction aqueuse ou hydroalcoolique dans le méme extrudeur bi-vis permettent d’exprimer jusqu’a 32% de 1’huile de la
graine et de récupérer 20% de I’huile de la graine sous forme claire, avec trés peu d’azadirachtine, en assurant de meilleurs
rendements en azadirachtine et en protéines au filtrat brut. Deux voies de traitement des filtrats ont été étudiées : celle
conduisant a une émulsion d’azadirachtine et celle conduisant a I’obtention d’une poudre lyophilisée d’azadirachtine. La
valorisation du raffinat d’extrusion, fibreux, a été orientée vers la production d’agromatériaux par thermopressage. Un
schéma de bioraffinage de la graine de neem pour la valorisation de ses constituants a été ainsi mis en place.

Mots-clés : Bioraffinage, fractionnement, graine de neem, extrudeur bi-vis, extraction par solvants, valorisation, huile,
azadirachtine, protéines, fibres, raffinat, agromatériaux, thermopressage, graine de dattier du désert.

ANALYTICAL FRACTIONATION OF NEEM SEED (AZADIRACHTA INDICA A. JUSS) AND DESERT DATE
SEED (BALANITES AEGYPTIACA L.) - VALORIZATION OF NEEM SEED CONSTITUENTS BY BIOREFINERY

Abstract :

Neem and desert date seeds were characterized and their fractionation perspectives oriented. A process of fractionation of
neem seeds in twin-screw extruder has been studied for the purpose of production and integrated valorization of its fractions:
oil, co-extract of azadirachtin, proteins and lipids, and extrusion raffinate. The use of water and water/ethanol mixtures (up to
75% ethanol) with a twin-screw extruder configuration defining four zones (a feed zone, a grinding zone, a solid-liquid
extraction zone and a solid / liquid separation zone), allows to extract from the filtrate 83 to 86% of the azadirachtin, 86 to
92% of the lipids and 44 to 74% of the proteins of the seed thereby producing a raffinate essentially fibrous containing at
most 8% lipids, 12% proteins and 0.82 g/kg azadirachtin. One of the best ways of processing the suspension that is the crude
filtrate, is a solid-liquid separation by centrifugation. This separation process makes it possible to obtain a diluted emulsion
containing 42 to 64% of the lipids and up to 41% of the proteins of the seed. A centrifugation achieves it effectively, but this
separation process can have disadvantages in the treatment of large volumes. Considered as a by-product of the treatment of
crude filtrate, the insoluble phase can contain 42 to 64% of the lipids, 32.9 to 47% of the proteins and 10 to 13% of the
azadirachtin of the seed. Water has proven to be the best solvent in this fractionation process. The pressing of the neem seeds
followed by the aqueous or hydroalcoholic extraction in the same twin-screw extruder makes it possible to extract up to 32%
of the oil of the seeds and to recover 20% of the seed oil in clear form, with very little azadirachtin, ensuring better extraction
yields of azadirachtin and proteins to the crude filtrate. Two treatment pathways of the filtrates were studied: one leading to
an emulsion of azadirachtin and another to a freeze-dried powder of azadirachtin. The valorization of the fibrous extrusion
raffinate has been oriented towards the production of agromaterials by thermopressing. A biorefinery scheme of the neem
seed for the valorization of its constituents has thus be implemented.

Keywords : Biorefinery, fractionation, neem seed, twin-screw extruder, solvent extraction, valorization, oil, azadirachtin,
proteins, fibers, rafinate, agromaterials, thermpressing, desert date seed.
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