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Résumé

Les techniques de traitement de la margine pratiquées par
les pays producteurs d'huile d'olives (Tunisie, Maroc, ftalie. . .)
telles que le traitement par lagunage, le tratement par
électrocoagulation et le traitement électrochimique, sont
orientées vers la dégradation des composés phénoliques
pour réduire leur DCO (demande chimique en oxygene)
et leur DBO5 (demande biologique en oxygene).

Notre travail constitue un nouvel axe de recherche puisqu'i
rentre dans le cadre de la mise au point d'un procédé de
récupération de produits valorisables présents dans la
margine. Il vise a identifier les composés phénoliques a
hautes valeurs commerciales aprés séparation par trois
techniques (extraction, distillation fractionnée et entrainement
a la vapeur d'eau), suivies des analyses par chromatographie
couplée a la spectrométrie de masse. Ces analyses ont
permis de déterminer la teneur de ces composés dans deux
qualités de margine de nature et de provenance différentes.

Mots clés :
huile d'olive, margine, polyphénols, extraction sélective

Introduction

Les industries de production des huiles d'olive généerent
un certain nombre de résidus, liquides (margine) ou solides
(grignons, feuilles et bois). Les effets nocifs des effluents
sont dus en grande partie a leur contenu en polyphénols ™
7. Les phénols peuvent en effet inhiber l'activité microbienne
du sol. D'autres composés, tels que les acides, les éléments
minéraux et les substances organiques sont a I'origine de
la destruction de la capacité d'échange cationique du sol
et constituent aussi une source de pollution des eaux
souterraines et superficielles L

Les procédés utilisés pour le traitement de la margine sont
orientés vers la dégradation des composés phénoliques.
Notre étude differe des anciens travaux. Elle vise a la

recherche d'un procédé de valorisation de ces sous-produits,
puisqu'ils peuvent étre utilisés dans les domaines agroali-
mentaire et pharmaceutique .

Techniques d’analyses des
composés phénoliques

L'analyse quantitative des composés phénoliques a été
effectuée par une mesure indirecte a l'aide d'un standard
interne, l'anthracéne. Nous avons défini pour chaque
composé un facteur de réponse (Fx) qui lie la masse et la
surface chromatographique de I'anthracéne et du composé
phénolique étudié

oo X A,

x

m_x A,

F_ : facteur de réponse ducomposé x,
m i, cmassesdu phénol cibleet d anthracéne,

A A, surface ducomposé cibleet de I anthracéne sur le chromatogramme.

Le facteur de réponse permet de calculer le pourcentage
de phénols contenus dans un échantillon ©7

O, x A, xM_ %100
(O, +0.)x A, xM .

p.(%)=1I, x

Si'on fixe pour les masses de I'échantillon et de I'anthracéne
des valeurs respectivement égales a 500 mg et 2 mg, le
pourcentage de chacun des composés phénoliques dans
I'échantillon (px) est donné par la relation % :

O, xA, xM_ %100
(0, +0.)x A, x M

p.(%)=F, x

Q. : quantité duswan dard (antharacéne)
O, s quantité de I'échantillon

M M, masses molaires respectives ducomposé phiénoligue avant et apreésdérivation
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Séparation des composés phénoliques de la margine

Les facteurs de réponse sont obtenus a partir de la Iittérature.
lls varient entre 0,88 pour le 2,4,6 triméthylphénol et |,90
pour le syringaldéhyde, comme indiqué dans le tableau |.
Le facteur de réponse d'un composé qui n'est pas répertorié
sera pris égal a celui ayant une structure qui lui est proche. Les
conditions employées pour les analyses sont les suivantes :
chromatographe Perkin Elmer Autosystem GC ; type de
détecteur : spectre de masse Perkin Elmer Turbomass ; type
d'injecteur : avec diviseur (SPLIT) ; température d'injecteur :
250 °C ; température du détecteur : 270 °C.

Phénol _ F,
Phénol _ 1,18
o-crésol 1,08
p- crésol 1,08
2,4-xylénol | 1,08
Gaiacol _ 1,14
2.4,6-triméthylphénol 0,88
4-méthylgaiacol 1,14
Cathécol [ 1,10
Résorcinol | 1,24
3-méthylcathécol 1,04
Syringol 1,10
4-méthylcathécol | 1,05
Eugénol [ 1,19
M¢éthoxycatécol 1,16
Isoeugénol 1,49
2,3-diméthylhydroquinone | 1,12
1,2.4-trihydroxybenzéne | 1,14
Allylsyringol 1,37
Syringaldehyde 1,90
Pyrogallol 1,31

Tableau | : Facteurs de réponse de quelques composés
phénoliques [7]

Expériences et résultats

Il est difficile de proposer une méthode générale de sépa-
ration des produits phénoliques contenus dans la margine
a cause de la diversité des propriétés physico-chimiques
comme la teneur en eau, l'acidité, la composition et la
viscosité qui varient non seulement avec le temps, mais
aussi avec la température, le lieu et la période de culture &7
C'est dans ce cadre que se situe notre étude. Ainsi, nous
avons mis en ceuvre différentes techniques séparatives :
extraction liquide-liquide, distillation fractionnée, distilla-
tion par entrainement a la vapeur Pour ce faire, deux
échantillons de margines de nature différentes ont été
soumis a ces techniques : le premier échantillon est issu
d'une huilerie traditionnelle de la région de Sousse et a

été stocké depuis trois mois dans un bassin exposé a l'air
libre, et le deuxiéme échantillon est issu d'une huilerie
moderne de la région de Sfax, prélevé juste apres l'extraction
de l'huile.

Extraction liquide-liquide

Cette technique a été utilisée pour obtenir des fractions
riches en acides et en phénols a partir des huiles essentielles.
Les conditions opératoires d'extraction telles que le pH et
la nature du solvant organique sont fixées en fonction des
phénols désirés [6, 10]. Dans notre étude, une masse mO
égale a 100 g de chacun des deux échantillons est filtrée
sous vide, acidifiée jusqu'a pH < 2 par l'acide sulfurique
puis extraite avec |00 ml d'acétate d'éthyle.

Les composés phénoliques sont rendus plus volatils au
cours de l'analyse chromatographique par addition de 0,5 ml
d'anhydride acétique et 3 gouttes de pyridine dans la
phase organique récupérée. Le mélange obtenu est
chauffé dans un bain thermostaté a une température égale
a 60 °C pendant 90 mn, puis refroidi a température
ambiante.
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Figure I.a :Analyse chromatographique du brut (Sousse)
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Figure 1.b : Analyse chromatographique du brut (Sfax)

L'analyse chromatographique de brut de deux échantillons
(Figures |.a et I.b) montre une variation importante entre
les deux extraits et met en évidence le caractere évolutif
de cet effluent. Par exemple, des chaines constituées de
plusieurs noyaux benzéniques ont été identifiées dans les
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margines analysées juste apres la récolte, alors qu'ils sont
absents sur I'extrait obtenu a partir de la margine « fraiche ».

Les composés identifiés dans les deux extraits sont les
suivants :

Extrait | (Figure |a) : 3,5- dméthylphénol, |,4-dihydroxy-2,5-
diméthylbenzene, 4-hydroxyphenyléthanol, acide 4-hydroxy-
benzoique, |-hydroxy-2-méthoxy-4-benxylalcool, 4-hydroxy-
3-méthoxyphenthylalcool, 4-hydroxyphénylpropanoique, 3,4-
dihydroxyphenthylalcool, acide 4-hydroxycinnamique (acide
para-coumarique), acide 3,4-dihydroxybenzoique, 4-hydroxy-
3-methoxyphenetylglycol (vaniléthane diol).

Extrait 2 (Figure Ib) : 3,5- diméthylphénol, |,2-benzénediol,
3-méthylcathécol, acide benzéne propanoique, |,4-dihy-
droxy-2,5-diméthylbenzene, 3-hydroxyphényléthanol, 4-
hydroxyphényléthanol, acide 3-hydroxybenzene acétique,
acide 4-hydroxybenzoique, acide 4-hydroxyphényl acéti-
que, acide 4-hydroxyphénylpropanoique, 3,4-dihydroxy-
phénéthylalcool, acide 4-hydroxycinnamique, acide 3,4-
dihydroxybenzoique, acide 3,4-dihydroxyphényl acétique,
3,4-dihydroxyphénylglycool, acide 4-hydroxy-3-methoxy-
canammique, acide 3,4-dihydroxycinnamique.

Distillation fractionnée

Ce procédé est utilisé pour permettre 'obtention des
fractions riches en cathécol, tyrosol et hydroxytyrosol V'],
Pour ce faire, une masse mO égale a 100 g a été fittrée sous
vide, le filtrat obtenu est acidifié jusqu'a pH < 2 par ajout
d'acide sulfurique, puis soumis a une distillation a la pression
atmosphérique. Le distillat est traité avec 50 ml d'acétate
d'éthyle, la phase organique est chauffée dans un bain
thermostaté pendant 90 minutes apres ajout de 0,5 ml
d'anhydride acétique et quelques gouttes de pyridine, puis
analysée par GC-MS pour lidentification de différents
composés phénoliques.
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Figure 2 : Analyse chromatographique du distillat
(margine de Sousse)

Les pics qui apparaissent sur le chromatogramme (Figure 2)
sont les suivants : phénol (1), 2-méthylphénol (2), 3-méthyl-
phénoal (3), 2,6-diméthylphéncl (4), syringol (5), vanilline (6),
tyrosol (7), hydroxytyrosol (8), acide coumarique (9). La
masse de chaque composé est donnée dans le tableau 2.

Séparation des composés phénoliques de la margine

Composés m_(g)
Phénol 0,03
2-méthylphénol 0,02
3-méthylphénol 0,02
2, 6-diméthylphénol 0,08
Syringol 0,02
Vanilline 0,27
Tyrosol 0,01
Hydroxytyrosol 0,03
~Acide coumarique 0,12

Tableau 2 : Analyse quantitative du distillat (margine
de Sousse)

Le distillat de la margine de Sousse est soumis a une
seconde distillation fractionnée a pression atmosphérique
pour deux niveaux de température débullition différents
(105 °C pour la premiere fraction et 15 °C pour la
deuxieme fraction). Les analyses chromatographiques sont
présentées sur les Figures 3.a et 3.b et les quantités des
composés phénoliques sont données dans les Tableaux 3.a
et 3.b.
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Figure 3.a : Analyse chromatographique de la premiére
fraction (margine de Sousse)
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Figure 3.b : Analyse chromatographique de la deuxiéme
fraction (margine de Sousse)
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Composés m._(g) Composés m_(g)
Phénol _ 0,03 | Phénol 0,06
2-méthylphénol | 0,03 _ 2-méthylphénol | 0,05
|_3-méthylphénol 0,02 | 3-méthylphénol ) 0,08
2, 6-diméthylphénol 0,04 Gaicol 0,06
Cathécol 0,13
Tableau 3.a : Analyse quantitative de la premiére fraction Syringol 0.06
(distillat de la margine de Sousse) Tyrosol ' 0.05
2,3, 4-triméthylphénol 0,13
COmpose ] m.(2) Tableau 4 : Analyse quantitative de distillat (margine
2, 6-diméthylphénol 0,01 | de Sfax)
Syringol 0,01
Vaniilline 0.13 Le distillat de la margine de Sfax est soumis a une seconde
Tyiosol 0.01 distillati(?n fretctionnée. Lgs analyses chromatographiqge/s
sont présentées sur les Figures 5.a et 5.b et les quantités
Hydroxytyrosol : 0,00 | des composés phénoliques sont données dans les
~ Acide coumarique 1l 0,10 | Tableaux 5.a et 5.b.
4-allylsyringol 0,01
Tableau 3.b : Analyse quantitative de la deuxiéme Lo
fraction (distillat de la margine de Sousse)
Dans la deuxiéme fraction, le dernier pic correspond au |
4-allylsyringol. Ce composé existe dans la margine en : \
faible pourcentage. Son hydrolyse peut donner le phénol % ‘
et le méthylphénol.
La méme procédure a été appliquée a la margine de Sfax ﬁ ‘ ‘
pour évaluer le taux de récupération des composés | '
p'hénoliques. Les résultats des analyses sont indiqués sur la J L f }’l \
Figure 4. B T T e ST
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Figure 5.a : Analyse chromatographique de la premiére
fraction (margine de Sfax)
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Figure 4 : Analyse chromatographique du distillat
(margine de Sfax)

Les pics qui apparaissent sur le chromatogramme (Figure e (D | NS VOO L S o AN

4) correspondent aux composés suivants : phénol (1), 2- h_r[||45 B ﬂr i 1|I.3 L '35'4'5 g2 4I4 e
méthylphénol (2), 3-méthylphénol (3), gaicol (4), cathécol

(5), syringol (6), tyrosol (7), 2,34-triméthylphénol (8). La Figure 5.b : Analyse chromatographique de la deuxiéme
masse de chaque composé est donnée dans le tableau 4. fraction (margine de Sfax)
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Composés m (g)
Phénol 0,07
2-méthylphénol _ 0,05
3-méthylphénol | 0,13

Tableau 5.a : Analyse quantitative de la premiére fraction
(distillat de la margine de Sfax)

Composés m_(g)
Cathécol _ 0,13
Syringol 0,07
Tyrosol 0,05
2,3, 4-triméthylphénol | 0,13

Tableau 5.b : Analyse quantitative de la deuxiéme
fraction (distillat de la margine de Sfax)

Une autre procédure de séparation a été mise en oeuvre :
elle consiste a filtrer sous vide une masse de 100 g, Le filtrat
obtenu est acidifié jusqua pH < 2 par ajout d'acide sulfurique
puis soumis a une simple distillation a pression atmosphérique
sans colonne de purification. On récupére ainsi une fraction
claire entre 100 et 105 °C de volume 24 ml, et une autre
fraction jaunatre entre 105 et 150 °C de volume 50 ml.
Chacune des deux fractions est extraite avec |5 ml d'acétate
d'éthyle, la phase organique est mise dans un bain
thermostaté maintenu a une température égale a 60 °C
pendant 90 mn, apres ajout de 0,5 ml d'anhydride acétique
et 3 gouttes de pyridine.

Les analyses chromatographiques montrent que la premiére
fraction est riche en composés phénoliques, la deuxieme
est constituée essentiellement d'acides phénoliques, la
quantité de cathécol contenu dans la premiere fraction
égale a 0,07 g, celle de tyrosol égal a 0,09 g. En plus de ces
deux produits, I'échantillon contient d'autre monomeres
phénoliques tels que : 4-méthylphénol, gaicol, syringol,
acide coumarique, acide propanoique en traces.

Le procédé de distillation fractionnée permet d'obtenir
des fractions moins complexes, mais il nécessite un grand
apport de chaleur. La quantité produite des composés
phénoliques a I'échelle du laboratoire ne dépasse pas 0,50 g.
Or cette quantité est insuffisante pour continuer la purification
par distillation et cristallisation.

Entrainement a la vapeur d’eau

Dans l'industrie chimique, I'entrainement a la vapeur d'eau
est utilisé pour la purification d'une grande quantité de
produits contenant des traces d'impuretés volatiles. Il est
également utilisé pour la séparation des produits qui
peuvent se décomposer ou réagir a haute température et

Séparation des composés phénoliques de la margine

de ceux qui sont difficilement séparables par distillation
fractionnée L

La vapeur d'eau générée par une chaudiere barbotte dans
la margine, qui est maintenue a une température de 130 °C
afin d'éviter la décomposition des produits phénoliques. La
vapeur d'eau chargée en composés volatils est refroidie
puis recueillie dans un ballon. Le distillat obtenu est soumis
a trois extractions par l'acétate d'éthyle pour vy retirer les
composés phénoliques dissous dans 'eau. Lors de cette
étude, une masse de 100 g de margine de Sfax a été utilisée.
Avant l'entrainement a la vapeur d'eau, cette margine a
été également filtrée et acidifiée jusqu'a ce que le pH de
la solution soit inférieur a 2.

Pour assurer une meilleure séparation des composés
phénoliques, une seconde étape est conduite sous une
pression réduite de 0,63 kPa. Lors de cette étude, une
masse MmO égale a 100 g de la margine de Sfax est acidifiée
jusqu'a pH égal a 1,4 puis maintenue a une température
de l'ordre de 130 °C dans un bain dhuile. Le volume
récupéré du distillat est égal a I,1 L. Ce distillat est alors
soumis a une distillation fractionnée a une température
constante égale a 100 °C pour des intervalles de pression
de 3 kPa dans le domaine compris entre 0,51 et 18,67 kPa.
On obtient ainsi sept coupes de distillat (Tableau 6) qui ont
été soumises a des traitements chimiques supplémentaires
afin d'aboutir a une séparation des composés phénoliques
de pureté convenable.

Les mesures des valeurs de pression, de masse, de volume
et de température sont faites moyennant des équipements
vérifiés par des étalons qui sont la propriété du
Laboratoire central d'analyses et d'essais a Tunis. Ces étalons
sont raccordés a I'échelle internationale, vérifiés par le
Laboratoire national d'essai de Paris.

Fraction 01 02 03 04 05 06 07

P(kPa) 1,265 5,204 6,637 7980 9312 10,665 13,351

Tableau 6 : Valeur de la pression pour les fractions
récupérées
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Figure 6.a : Analyse chromatographique du distillat
par entrainement a la vapeur (margine de Sfax)
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Figure 6.b : Analyse chromatographique de la premiére
fraction (margine de Sfax)
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Figure 6.c : Analyse chromatographique de la

deuxiéme fraction (margine de Sfax)
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Figure 6.d : Analyse chromatographique de la troisieme
fraction (margine de Sfax)

Les pics qui apparaissent sur le chromatogramme (Figure
6.a) sont : phénol (1), 2-méthylphénol (2), 3-méthylphénol
(3), 4-méthylphénol (4), gaicol (5), 4-méthylgaicol (6),
cathécol (7), 3-méthylcathécol (8), vanilline (9), tyrosol
(10), alcool homovanillique (11), hydroxytyrosol (12),
acide vanillique (13), acide coumarique (14). La masse de

chaque composé est donnée dans le tableau 7.a.

Les dernieres fractions sont composées essentiellement des
acides lourds, tels l'acide vanillique et I'acide coumarique.
Les analyses chromatographiques des fractions obtenues a
partir du distillat récupéré par I'entrainement a la vapeur
d'eau sont présentées sur les Figures 6.b, 6.c et 6.d et les
quantités des composés phénoliques sont données dans
les Tableaux 7.b, 7.c et 7.d.

Composés m_(g)

Phénol _ 0,03
2-méthylphénol _ 0,05
3-méthylphénol ' 0,04
4-méthylphénol : 0,04

" Gaicol 0,05
4-méthylgaicol ! 0,03

| Cathécol 0,03
3-méthylcathécol : 0,02
Vanilline ; 0,07

| Tyrosol 007

~ Alcool homovanillique | 0,01 ]

| Hydroxytyrosol : 0,06
Acide vanillique : 0,04
Acide coumarique 0,03

Tableau 7.a : Analyse quantitative du distillat par
entrainement a la vapeur (margine de Sousse)

Composés m.(g)
Phénol 0,03
_2-méthylphénol | 0,05
3-méthylphénol 0,04
4-méthylphénol 0,04

Tableau 7.b : Analyse quantitative de la premiére
fraction du distillat (entrainement a la vapeur de la
margine de Sousse)

Composés m_ (g)
_ Gaicol j 0,05
~ 4-méthylgaicol | 0,02
_ Cathécol 0,03
~ 3-méthylcathécol _ 0,02
Vanilline 0,07

Tableau 7.c : Analyse quantitative de la deuxiéme
fraction du distillat (entrainement a la vapeur de la
margine de Sousse)
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Composés m.(g)
Tyrosol 0,06
Alcool homovanillique 0,01

~ Hydroxytyrosol 0,05

Tableau 7.d : Analyse quantitative de la troisiéme
fraction du distillat (entrainement a la vapeur de la
margine de Sousse)

Nous limitons notre étude aux trois premieres fractions
obtenues par distillation fractionnée. En effet, les autres
fractions contiennent principalement des acides et des
produits constitués de plusieurs noyaux benzéniques.

Conclusion

L'avantage de l'analyse par chromatographie couplée a la
spectrométrie de masse est l'identification et la quantification
de chacun des composés phénoliques présents dans la
margine, tandis que d'autres techniques d'analyses comme
celle de Folin-Ciocalteau déterminent la quantité des
polyphénols totaux sans donner aucune information sur
leur nature Pl Ainsi, les analyses des extraits de deux
échantillons de margine par cette technique nous ont
permis de mettre en évidence la présence d'une grande
variétés de monomeres phénoliques.

Limportance des composés phénoliques dans divers
secteurs industriels pousse les chercheurs a développer
de nouvelles méthodes de séparation et de purification.
Nous envisageons dans un prochain avenir d'extrapoler
nos résultats a I'échelle pilote et d'optimiser les conditions
d'extraction, afin de produire des quantités plus importantes,
de maniéere sélective, et obtenir ainsi des produits spécifiques
a haute valeur ajoutée.
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