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IDENTIFICATION DE NOUVEAUX COMPOSES
PHENOLIQUES PRESENTS DANS LES REJETS
LIQUIDES D’HUILERIES D’OLIVE (MARGINES)

Chokri Belaid, Monem Kallel et Boubaker Elleuch*

*Ecole nationale d'ingénieurs de Sfax (Tunisie)

Les margines constituent jusqu'a présent un problé-
me environnemental majeur pour les pays produc-
teurs d’huile d’olive. La plupart des processus de trai-
tement biologique, physico-chimique ou de valorisa-
tion de margine ont montré leur limite a cause de la
complexité de cet effluent trés chargé en matiére
organique et minérale et particulierement en com-
posés phénoliques. Ces derniers sont toxiques pour
la faune et la flore, difficilement biodégradable et
inhibiteur de Pactivité biologique. L’analyse par
GC/MS des extraits de différents échantillons de mar-
gines, nous a permis d’identifier une grande variété
de composés phénoliques dont plusieurs ont été iden-
tifiés pour la premiéres fois. Dans le cadre de ce tra-
vail on s’est intéressé a I’étude de la variation et
I’évolution des composés phénoliques en fonction de
Porigine des margines.

Olive mill wastewaters (OMW) constitute a major
environmental problem particularly in
Mediterranean countries. Most of the biological
treatment processes, physico-chemical treatment
or valorisation methods of OMW showed some
limitations. This could be partly due to the heavy
load in organic compounds and to the high load in
polyphenols of these sewages. The phenolic com-
pounds are toxic for fauna and flora, inhibitory of
the biological activity and their biodegradation is
very difficult. The analysis by GC/MS of different
samples of OMW, permitted to identify a big
variety of phenolic compounds. Several of these
have been identified for the first time. In this work
we analysed a variety of phenolic compounds
depending on the different processes of olive oil
extraction and the influence of storage time.

INTRODUCTION

L’industrie oléicole génére en plus de I'huile d’olive, deux
autres sous produits. Un rejet solide connu sous le nom de
grignon et un autre liquide connu sous le nom de margine.
Ce dernier effluent est caractérisé par une coloration noi-
ritre qui varie selon son état de dégradation'”. La fraction
organique présente une composition complexe et trés

variable, constituée essentiellement de sucres, de lipides, de
polyphénols, de polyalcools, de protéines et des acides orga-
niques™ . Les tentatives de traitements biologiques des mar-
gines sont restées limitées a cause de la présence de com-
posés phénoliques toxiques qui sont difficilement biodégra-
dables et inhibiteurs de lactivité biologique ™ *®. La
biométhanisation utilisée en particulier pour la dégradation
des rejets trés chargés en matiére organique est inhibée par
la présence de ces polyphénols"”*”. Cependant cette toxi-
cité a été réduite par des levures et des champignons spéci-
fiques"* """ ou par pré-traitement physique sous I'effet
d’un champ ultrasonore ™. D’un autre cété ces polyphénols
présentent une valeur commerciale trés importante surtout
dans le domaine pharmaceutique et agroalimentaire. En effet,
ces composés ont une forte capacité de piéger les radicaux
libres qui constituent la plus importante source d’oxydation
519 De méme ces composés peuvent attacher les protéines
qui engendrent une turbidité indésirable dans certains ali-
ments et les faire précipiter”. Ces margines sont valori-
sées aussi par leur effet plastifiant et utilisées comme adju-
vant dans le béton permettant 'amélioration de sa résistan-
ce a la compression!". Par ailleurs cette variété de composés
phénoliques dans les margines est en fait en étroite relation
avec I'état de maturation des olives et du systéme d’extrac-
tion d’huile d’olive. On distingue des composés phénoliques
de faible poids moléculaire tels que les acides phénoliques,
les phénols, les flavonoides, les glucosides phénoliques et
d’autres qui ont des poids moléculaires élevés comme les tan-
nins, les anthocyanins et les catechins"”. La distribution des
poids moléculaires de polyphénols a été étudiée par différentes
techniques parmi les quelles figurent I'ultrafiltration?, la fil-
tration sur gel (sephacryl S-200) et la chromatographie d’ex-
clusion stérique ™. La séparation et I'identification des com-
posés phénoliques de faible poids moléculaire peuvent étre
assurées par différentes techniques analytiques (HPLC, CPG,
UV, IR, SM), cette identification est plus performante par
couplage de certaines techniques (HPLC/MS, GC/MS) 2"
B Les résultats des analyses des extraits de margines mon-
trent une composition en monomere phénolique trés variable
selon la nature de I'échantillon de margines, les conditions opé-
ratoires d’extraction et les conditions d’analyses.

Dans ce cadre nous nous sommes intéressés a étudier la
variation des composés phénoliques dans différents types de
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margines, en particulier les margines fraiches et vieilles pro-
venant de différents systémes de trituration soit par syste-
me classique soit par systéme continu.

MATERIEL ET METHODES

Afin de mettre en évidence le caractére évolutif de cet
effluent, plusieurs échantillons de margines ont fait I'objet
d’une caractérisation globale et d’une étude particuliére des
monomeéres phénoliques.

— L’échantillon (I) est issu du systéme d’extraction clas-
sique campagne 2000/2001

— L’échantillon (2) est issu du systéme d’extraction clas-
sique campagne 1999/2000

— L’échantillon (3) est issu du systéme d’extraction clas-
sique campagne 1998/1999

— L’échantillon (4) est issu du systéme d’extraction continu
campagne 2000/2001

— L’échantillon (5) est issu du systéme d’extraction continu
campagne 1999/2000

Au cours de cette caractérisation nous avons mesuré, la
demande chimique en oxygene (DCO), le carbone orga-
nique total (COT), la quantité de matiére organique et miné-
rale, la matiére grasse, I'azote totale et le phosphore total.
Le dosage de polyphénols totaux est réalisé suivant la métho-
de de Folin - Ciacalteau qui consiste a complexer ces com-
posés avec le réactif de Folin et mesurer leur densité optique
a 727 nm ™., L'identification des composés phénoliques est
réalisée par chromatographie gaz couplée a la spectromé-
trie de masse (GC/MS). Pour assurer une solubilisation
maximale de ces composés dans le solvant d’extraction, on
acidifie les échantillons de margines jusqu’a pH = 2. On
extrait ces composés trois fois par le méme volume d’acé-
tate d’éthyle. La sillylation de composés phénoliques permet
de réduire les interactions électrostatiques inter et intra-
moléculaires ce qui diminue considérablement la tempéra-
ture d’évaporation de ces molécules et facilite leur sépara-
tion par GC/MS. L'agent de sillylation utilisé au cours de
ces réactions est le N-O
bis(triméthylsilyl) acétamide
(BSA). L’extrait sillylé est ana-

vecteur avec un débit de |,7 ml/min. Le programme de tem-
pérature suivi au cours de ces analyses est le suivant :
Palier | : 100°C pendant 2 min

Gradient de température : 5°C/min

Palier 2 : 290°C pendant 20 min

RESULTAT ET DISCUSSION

L’ensemble de ces analyses montre que les caractéristiques glo-
bales des margines sont largement influencées par le proce-
de de trituration des olives ainsi que le temps du stockage
(tableaul). Ainsi on constate que les échantillons (1, 2, 3) issus
du systéme classique d’extraction d’huile d’olive sont plus
concentrés en matiere polluante (DCO varie entre 130 et
180 g/l et le COT varie entre 30 et 50 g/l), alors que les échan-
tillons issus du systéme continu sont relativement moins pol-
lués (DCO varie entre 40 et 50 g/l et le COT varie entre 13
et |15 g/l). En effet, dans les chaines continues I'extraction de
I'huile d’olive nécessite 'ajout de grande quantité d’eau pour
faciliter la séparation de différentes phases (huile, margine et
grignon). Les teneurs en eaux de ces échantillons varient entre
96 et 97 % tandis que pour les chaines classiques cette teneur
en eau varie entre 90 et 94 %. Concernant la charge minéra-
le, tous les échantillons de margines présentent une charge éle-
vée qui varie entre 10 et 25 g/l, qui doit étre prise en consi-
dération dans les essais de traitement ou de valorisation. On
note aussi que I'échantillon de margine le plus ancien (chaine
classique campagne|998/1999) est le plus concentré. Cette
concentration est due éventuellement a I'évaporation naturelle
suite a I'exposition prolongée aux conditions climatiques de
la région. Par ailleurs, le dosage de polyphénols par la métho-
de de Folin — Ciocalteau montre que la concentration de ces
composés varie entre 5 et 10 g/l. Cette concentration aussi
importante pourrait étre éventuellement a 'origine de la toxi-
cité des margines vis a vis de l'activité biologique.

Analyse des extraits de margines
par GC/MS

Tableau | : Caractérisation de différents échantillons de margine

lysé par chromatographie gaz Echantillons m C!\ai‘ne 2 C!\aine @A) C!\aine (6) C‘ha'l‘ne (O) C!mai‘ne
classique classique classique continue continue

couplée a la spectrométrie de  Paramétres 2000/2001 1999/2001 1998/1999  2000/2001

masse (GC/MS), de marque 1999/2000

HP 6980- HP 5973 MSD. Le pH 5.51 5.35 5.37 5,25 5,27

spectrométre est program-  Conductivité ms/cm 17,5 17,5 25,5 15,1 15,0

mé a une énergie d’ionisation DCO g/l 135 128 180 2] 51

70 eV, une température de COT g/l 43 35 52 13 15

source 230°C, une tension du  Teneur en eau % 92,7 93,7 90,2 96,9 96,6

photomultiplicateur 2 500 V' Matiére en suspension g/l 11,7 11,9 14,4 13,7 11,9

et un temps de balayage de  Matiere seche g/l 73 63 98 3l 34

l'échelle de masse de 2,9 s.  Matiere minérale g/l 18,6 189 24 I 12

L'appareil est équipé d'une Magiére volatile gl 544 44,1 74 20 215

colonne capillaire HP-5MS de | Mytigre grasse gl 035 0,20 0,68 0,08 01

longueur 30 m et de diamétre  pgy ohnols gl 901 9,1 10,41 56 637

intérieur égale a 0,25 mm. e coral g (N) 0,43 033 0,48 0,42 ol

On utilise hélium comme gaz oy opore oral (P09 gl 0,82 0,70 1,48 0,36 0,54
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L'analyse de la fraction phénolique aussi complexe des mar-
gines nous a permis d’évaluer la variation et I'évolution de
ces polyphénols en fonction du temps et de la nature des
margines. L’analyse par GC/MS de cinq extraits sillylés de
margines montre une variation trés importante en mono-
meéres phénoliques. Ceci confirme une autre fois I'influen-
ce de la nature de I'échantillon et le systéme de trituration
sur les caractéristiques des margines. La synthése des résul-
tats d'identification de ces composés phénoliques est repré-
sentée dans le tableau 2 et les spectres de masse de ces
mémes composés sont présentés dans le tableau 3. En effet,
ces résultats ont permis de distinguer une variation trées
importante en composés phénoliques d’un extrait de mar-
gine a un autre. De méme, on remarque que seulement le

I'acide para hydroxyphenyl propionique (Ci4), 'hydroxyty-
rosol (Cis) et le 3,4 dihydroxyphenyl glycol (Cao) ont été iden-
tifiés dans les différents échantillons de margines étudiés. Par
ailleurs d’autres composés sont identifiés uniquement dans
les échantillons de margine fraiche tel que le 3 méthylcaté-
chol (Gs), l'acide hydrocinnamique (Cs), le vanillylalcool
(C12), 'homovanillylalcool (Ci3), I'acide para coumarique
(Cig), l'acide protocatechuique (Ci7), 'acide ferrulique (Cas3)
et l'acide caféique (Ca4). La présence de ces composés uni-
quement dans les margines fraiches nous incite a dire que
ces composés sont facilement oxydables et par conséquent
leur transformation est éventuellement rapide.

Certaines études consacrées au suivi des composés phé-

noliques présents dans les margines moyennant différentes
20,23, 24,26]

1,4 dihydroxy 2,5 diméthylbenzene (C;), le tyrosol (Co), techniques d’extraction et d’analyse confirment ces

Tableau 2 : Liste des composés phénoliques identifiés par GC/MS dans les margines

Echantillons (1) Chaine (2) Chaine (3) Chaine (4) Chaine (5) Chaine
classique classique classique continue continue

Composés phénoliques identifiés 2000/2001 1999/2001 1998/1999 2000/2001 1999/2000

dans chaque extrait de margine

(Ci) 3,5 diméthylphénol [ ] ( ] (

(C2) 1,2 benzene diol (catéchol) ([ ] ( J

(Cs) 1,3 dihydroxybenzene (resorcinol) [

(C4) 3 méthylcatéchol [

(Cs) benzene propanoique acide

(acide hydrocinnamique) [

(C¢) 3,5 dihydroxy Iméthylbenzene (orcinol) ([ ]

(C7) 1,4 dihydroxy 2,5 dimethylbenzene [ ] [ [ J [} [

(Cs) 2 hydroxybenzoique acide (acide salicylique) ( J

(Cs) 4 hydroxyphenyl éthanol (tyrosol) [ ] [ [ J [} [

(Cio) 4 hydroxybenzoique acide [ J ([ ] ([ ] [

(Ci1) 4 hydroxyphenyl acétique acide (PHPA) [ J [ ]

(Ci2) | hydroxy 2 méthoxy 4 benzylalcool

(vanillyl alcool) ®

(Ci3) 2(4 hydroxy 3 methoxyphenethyl)

ethanol (homovanillyl alcool) [ ] ( ]

(Ci4) 4 hydroxyphenyl propionique acide

(acide 4hydroxyhydrocinnamique) [ J ( J ( J [} (]

(Cis) 3,4 dihydroxyphenethyl éthanol

(hydroxytyrosol) [ J ( J ( J [} (]

(Cis) 4 hydroxycinnamique acide

(acide para coumarique) [ J ([ ]

(C17) 3,4 dihydroxybenzoique acide

(acide protocatechuique) ([ ] [

(Cis) 3,4 dihydroxyphenyl acétique acide [ ] ([ ]

(Ci9) 4 hydroxy 3 methoxyphenethyl glycol

(vanilethane diol) [ [ ([ ]

(C20) 3,4 dihydroxyphenyl glycol [ ] [ [ [} [

(Ca1)3,4 dihydroxyphenylpropanoique acide

(3,4 dihydroxyhydrocinnamique acide ) [ [

(C2) 4 hydroxy 3 methoxy mandelique éthyle ester ( J ( J

(C23)4 hydroxy 3 methoxycinnamique acide

(acide ferrulique) ( J

(Ca4) 3,4 dihydroxycinnamique acide

(acide caféique) ([ ]

@ : Composé phénolique identifié dans I'extrait de margines.
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Tableau 3 : Spectre de masse de composés

aromatiques sillylés identifiés dans les margines

Composés Spectre de masse (m/z)

sillylés

Ci 194 (M+), 179 (100%), 163, 149, 119, 105, 73

G 254 (M+), 239, 166, 151, 136, 73(100%)

(@3 254 (M+), 239 (100%), 217, 147, 133, 117, 101, 73

Cs 268 (M+), 253, 180, 165, 147, 93, 73 (100%)

Cs 222 (M+), 207, 132, 104 (100%), 91, 75

Ce 268 (M+), 253 (100%), 147, 133, 119, 73

G 282 (M+), 267, 252, 193, 179, 91, 73 (100%)

Cs 267 (M+; 100%), 209, 193, 147, 135,91, 73

G 282 (M+), 267, 193, 179 (100%), 103, 73

Cio 282 (M+), 267 (100%), 223, 193, 177, 126, 73

Cu 296 (M+), 281, 252, 179 (100%), 164, 147, 133,73

Ci 298 (M+), 283, 268, 253, 209, 179, 147, 109, 95, 73 (100%)
Ci 312 (M+), 297, 282, 209 (100%), 179, 134, 103, 73

Cis 310 (M+), 295, 193, 179 (100%), 163, 73

Cis 370 (M+), 355, 267 (100%), 193, 179, 73

Ci 308 (M+), 293, 249, 219, 197, 185, 147, 123, 73 (100%)
Ci7 370 (M+), 355, 311, 280, 267, 223, 193 (100%), 179, 165, 73
Cis 384 (M+), 369, 347, 297, 273, 217, 179, 147, 73 (100%)
Cis 400 (M+), 385, 297 (100%), 281, 267, 147, 117,73

Ca 458 (M+), 443, 355 (100%), 281, 147, 73

Ca 398 (M+, 100%), 383, 280, 267, 179, 127,73

Ca 370 (M+), 297 (100%), 268, 217, 167, 147, 103, 73

Can 338 (M+), 323, 308, 293, 269, 249, 219, 147, 117, 73 (100%)
Ca 396 (M+, 100%), 381, 307, 239, 219, 191, 73

variations en monomeéres phénoliques (tableau 4).

Par comparaison aux résultats analytiques existants on
constate que les spectres d’identification que nous avons
obtenus ont mis en évidence 'existence de nouveaux com-
posés phénoliques. Les structures de ces composés nou-
vellement identifiés sont présentées dans le tableau 5. En exa-
minant les formules semi-développées de ces composés on
remarque qu'ils ont tous un poids moléculaire relativement
faible. Il semble que la dégradation de certains polyphénols

Tableau 5 : Structure des nouveaux composés

phénoliques identifiés dans les margines

(Ci2) | hydroxy
2 méthoxy
4 benzylalcool

; CH;0H
(vanillyl alcool)

()
3,5 diméthyphénol

(Ci3) 4 hydroxy CH.CH,OH

(catéchol) (homovanillyl
alcool)

3 methoxyphenethyl
(Cy) 1,2 benzene diol alcool Q/

(Cie)
(Cy) 34 dihydroxyphenyl
3 méthycatéchol acétique acide CH;COOH
(Ci9) 4 hydroxy
(Cs) acide = CH;CH;COOH 3 methoxy oH
hydrocinnamique s ‘ phenethyl glycol oo "CH-CH:

(vanilethane diol)

A\
o
HO.
(C21)3,4 dihydroxy
hydrocinnamique acide CH,CH,COOH

(Ce) 3,5 dihydroxy
| methylbenzene HO
(orcinol) HO

(C22)4 hydroxy
(C7) 1,4 dihydroxy  Me 3 methoxy mandelique
éthyle ester CH;CH{COOC H|

2,5 dimenthylbenzéne :<I
Meoﬁ

de haut poids moléculaire ainsi que diverses réactions d’oxy-
dation naturelle peuvent étre a I'origine de ces nouveaux
composés. Par ailleurs, certains composés phénoliques fré-
quemment répandus dans les margines, n’ont pas été détec-
tés dans nos extraits de margines comme I'acide vanillique,
l'acide syringique, I'acide gallique et la vanilline. Ces composés
sont facilement oxydables et leur transformation est possible.

CONCLUSION

La caractérisation des margines nous a permis de mettre en
évidence l'effet du systéme de trituration et la durée du
stockage sur les paramétres indicateurs de pollution (DCO,
COT). En effet, les échantillons de margines issus du syste-

Tableau 4 : Variation des monomeéres phénoliques présents dans les margines 2241

Condition opératoire

- Extrait : acétate d’éthyle
- Analyse : GC/MS

- Référence : [20]

- Fractionnement : par gel
- Séparation et Analyse :
HPLC/UV, HPLC/MS,
HPLC/TLC, GC/MS

- Référence : [20]

- Extrait : n- butanol

- Analyse : HPLC/TLC

- Référence : [23]

- Extrait : acétate d’éthyle
- Analyse : HPLC

- Référence : [24]

- Extrait : éther

- Analyse : HPLC/TLC

- Référence : [26]

4. hydroxyphenylethyl glycol

Ac. caféique, Ac. ferulique

Composés phénoliques identifiés

Tyrosol, hydroxytyrosol, Ac. protocatechuique, Ac. syringique, Ac. gallique
Ac. para coumarique, Ac. caféique, Ac. ferulique, vanillin, Ac. vanillique

Tyrosol, hydroxytyrosol, 4 O glucoside 3 hydroxyphenyl ethanol, Ac. caféique, hydroxyquinon,
Ac. para coumarique, Ac. protocatechuique, apigenin, luteolin

Ac. protocatechuique, Ac. para hydroxybenzoique, para hydroxybenzaldehyde,
Ac. vanillique, vanillin, syringaldehyde, Ac. para coumarique

Ac. gallique, Ac. protocatechuique, Ac. para hydroxybenzoique, Ac. vanillique

syringaldehyde, para vanillin, protocatechuiquealdehyde, tyrosol, Ac. p, hydroxyphenyl propionique,
Ac. Ferulique, Ac. para coumarique, Ac. para hydroxybenzoique, Ac. vanillique, Ac. syringique
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me d’extraction classique de I'huile d’olive présentent les
indices de pollution les plus élevés et une toxicité plus mar-
quée da a la présence de quantité relativement élevée de
polyphénols. Les analyses des extraits de différents échan-
tillons de margines par chromatographie gaz couplée a la
spectrométrie de masse, ont mis en évidence la présence
d’une grande variété de monomeres phénoliques. La répar-
tition de ces composés varie d’un échantillon a un autre. En
effet, plusieurs facteurs conditionnent I'existence de ces
composés dans les margines tel que I'état de maturation
des olives, les conditions d’extraction de I'huile d’olive et 'état
des margines. Les margines collectées dans des bassins de
stockage peuvent subir différentes réactions (d’hydrolyse,
d’oxydation et de bio transformation) ce qui modifie conti-
nuellement leur composition notamment en composés phé-
noliques. Au cours de cette étude nous avons pu identifier
de nouveaux composés phénoliques qui ne sont pas rap-
portés dans la littérature. L'analyse par GC/MS constitue un
avantage majeur relatif aux autres techniques d’analyse et pré-
sente une méthode tres efficace pour controler I'évolution
des margines traitées ou transformées. L’élimination des
composés phénoliques soit par récupération et valorisa-
tion dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique soit par
oxydation physico-chimique ou biologique facilite la réso-
lution des problémes des margines particulierement pré-
sentes dans les pays riverains de la mer méditerranéenne.

*Chokri Belaid, Monem Kallel, Boubaker Elleuch
Laboratoire de recherche eau énergie environnement - Ecole nationale
d’ingénieurs de Sfax - BP W 3038 - Sfax, Tunisie

E-mail : chokribel@yahoo.fr
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Nomenclature

OMW : olive mill wastewater (margi-
ne)

GC/MS : chromatographie gaz couplée
a la spectrométie de masse

DCO : demande chimique en oxygene
COT : carbone organique total

BSA : N,O bis(trimethylsilyl) acetami-
de (agent de sillylation)

MSD : masse selective detector (detec-
teur de masse)
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