Conception et développement de
procédures de Dean Stark innovantes

Un sérieux probleme rencontré par les mouliniers utilisant une chaine de production
traditionnelle une fois par an lors de la production de I'huile d’olive est le phénomeéne dit « de
boues ». Lors de ce phénomene la coalescence ne se fait pas correctement lors du
malaxage ce qui induit des consistances de pate d'olive différentes d’'une pate classique : la
pate est moins épaisse et n'a pas exactement les mémes propriétés qu'une pate normale.
Cela perturbe fortement la tenue de I'empilement de scourtins au niveau de la presse
hydraulique (utilisée lors de I'étape de séparation des phases solides et liquides) et les
matiéres solides de cette pate ne sont pas retenues correctement dans les scourtins.
Beaucoup de matieres solides se retrouvent donc en suspension dans le mélange de
margines et d’huile. Cela provoque un second probléeme majeur a I'étape de séparation
liquide-liquide. En effet I'huile et I'eau sont tres difficiles a séparer et beaucoup de margines
se retrouvent dans I'huile, ce qui lui donne un aspect boueux. Outre I'impact visuel négatif

sur I'huile finale, ce phénoméne ajoute de nombreuses contraintes aux mouliniers :

- Les temps de séparation étant plus longs, le moulinier utilisant la séparation par
décantation gravitationnelle aura besoin de plus d’espace de stockage et de plus de

cuves pour permettre cette séparation,
- Le nettoyage des scourtins doit étre fait beaucoup plus régulierement,

- En cas dutilisation d’'une centrifugeuse pour la séparation liquide-liquide, celle-ci
s'embourbe rapidement et doit donc étre démontée et nettoyée au jet plusieurs fois

par jour.

Ce phénomeéne se produit au milieu de la saison de production de I'huile d’olive donc
au moment ou les olives sont en pleine mutation au niveau de leur composition chimique.
Nous avons également constaté que le principal probléme se situe au niveau de la
séparation liquide-liquide donc nous avons décidé de nous intéresser a la teneur en eau

dans les olives.

Dans les derniers stades du développement du fruit, I'olive perd de l'eau et la
proportion d’huile a tendance a augmenter (Nergiz, 2009 ; Brescia, 2007). Ces deux
paramétres sont décisifs pour la récolte des olives et donc pour la fabrication de I'huile

d'olive. Cette analyse est généralement laissée a I'appréciation visuelle des oléiculteurs,
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mais dans le but d’optimiser la qualité nutritionnelle de I'huile d’olive nous pourrions nous
pencher sur I'optimisation de la période de récolte des olives. La détermination de valeurs de
référence en eau et en huile dans le fruit pourrait constituer une aide a la décision pour la

récolte des fruits et éviter ce phénomeéne des boues.

Le sujet de la these était basé sur 'amélioration des qualités nutritionnelles de I'huile
d'olive et elle était conjointement financée par la région PACA et la FEMOS. Le
développement de techniques analytiques innovantes ne faisait pas partie du projet original,
cependant, avec l'accord des membres de la FEMOS nous nous sommes intéressés au
développement de méthodes rapides de détermination de la teneur en eau car ce parametre
nous semblait important. C’est ainsi que nous avons développé au cours de cette these une
technique de Dean Stark accélérée par micro-ondes. Ces travaux ont été valorisés par une

publication scientifique dans Analytica Chimica acta (Veillet, 2009a)

Dans le but de développer des techniques analytiques plus respectueuses de
'environnement et plus faciles a mettre en place en dehors d’un laboratoire de chimie, nous
avons testé des agro-solvants sur cette méme technique. Un Dean Stark utilisant un solvant
vert (le d-limonéne) a ainsi également été développé au cours de cette thése. Ces travaux
ont été valorisés par une communication par poster a la 21°™ journée de la chimie SFC-
PACA le 16 avril 2009 a Marseille, ainsi que par une publication scientifique dans Analytica
Chimica Acta (Veillet, 2010b).

5.1 Le Dean Stark accéléré par micro-ondes

Pour les industries agroalimentaires comme pour les laboratoires de recherche, la
réduction des codts et du temps d’un procédé ou d’'une analyse sont des enjeux majeurs. En
effet de la rapidité des procédés peut dépendre l'efficacité de I'entreprise, donc la rapidité
des analyses est tout d’abord un atout économique. Le second avantage se situe au niveau
consommation énergétique. Les analyses longues comme le Dean-Stark (2h) sont trés
gourmandes en énergie (donc beaucoup de CO, dégagé), une accélération de ce procédé
permettra de réduire I'impact environnemental. Ainsi, au cours de ces recherches le chauffe-
ballon électrique a été remplacé par un chauffage par micro-ondes dans le but de réduire le

temps d’'analyse
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5.1.1 Etudes préliminaires

Dans un premier temps, des études préliminaires visant a optimiser les performances
du nouvel appareillage ont été menées. Le toluene n’est pas totalement transparent aux
micro-ondes mais sa montée en température sous l'effet de I'énergie micro-ondes reste
longue (pres de 40 min) pour atteindre le point d’ébullition. L'ajout d’'un barreau aimanté en
Weflon™ permet de pallier le probléme et la température d’ébullition est ainsi atteinte en

moins de 5 min (Figure 56).
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Figure 56 : Evolution de la température du toluene soumis aux micro-ondes en
fonction du temps et de la présence ou non d’'un barreau de weflon (e) Toluene + weflon +
700 W et (0) Toluéne + 700 W

D’autre part, I'étude menée sur la cinétique de la distillation azéotropique (Figure 57)
définissant les différentes phases nous a permis d'avoir des points de comparaison pour les

deux types de procédure.

Les résultats montrent que la distillation se trouve nettement accélérée et que la
puissance optimale choisie de 700 W permet de déterminer la teneur en eau des olives en

moins de 400 secondes a comparer a 7200 secondes de fagon conventionnelle.
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Figure 57 : Phases de distillation : % d'eau en fonction du temps. Les différentes
phases correspondent a (1) la montée de la température dans le réacteur jusqu’a 84<C, (2) :

eau de la matrice facile & extraire, (3) : eau intrinséque plus difficile a extraire

5.1.2 Généralisation de la méthode

Afin de généraliser la méthode, une gamme étendue d’échantillons alimentaires a été

testée selon les conditions optimisées (Tableau 32).

Tableau 32 : Généralisation de la méthode pour différentes matrices alimentaires

Matrices alimentaires Dean Stark conventionnel Dean Stark assisté par
(% eau) micro-ondes (% eau)
Echalote 80,1+ 0,6 80,0+1,2
Al 63,5+0,8 63,6 £2,2
Camembert 52,6 £0,4 51,6 0,4
Romarin 60,4+25 61,8+1,4
Viande 64,6 £ 0,60 63,5+0,5
Olive 43,4+1.;3 43514
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Les résultats montrent que les teneurs en eau sont équivalentes quelle que soit la
méthode employée. La distillation azéotropique sous micro-ondes se trouve ainsi accélérée
par différents facteurs : le chauffage sélectif des micro-ondes sur I'eau et par leur application
au ceeur de la matrice et la présence du barreau magnétique en Weflon™ (Téflon-Graphite)

positionné dans le réacteur permettant le chauffage du solvant par conduction.

5.1.3 Bilan

La technigue de Dean-Stark assistée par micro-ondes a permis d'obtenir des
résultats hautement reproductibles en moins de 10 min, la technique s’avére étre une
alternative innovante, originale et efficace pour la détermination du taux d’humidité contenue
dans les olives fraiches. La nette réduction de la durée de la procédure de 10 min au lieu de
120 min pour la méthode conventionnelle a un impact non négligeable sur I'environnement.
La détermination de la teneur en eau par micro-ondes a nécessité une énergie de 0,15 kWh
a comparer avec 0,45 kWh pour la méthode conventionnelle a laquelle, il faut ajouter
I'énergie nécessaire pour les réfrigérants. Le calcul de la quantité de CO, rejeté dans
'atmosphere totalise 176 g de CO, pour la détermination de la teneur en eau assistée par

micro-ondes et 800 g pour la méthode conventionnelle.

5.2 Le Dean Stark utilisant un agro-solvant : le

d-limonéne

Dans le domaine de la chimie, deux sortes de solvants peuvent étre utilisés : les
solvants issus de lindustrie pétroliere et les biosolvants issus de matieres premieres
renouvelables et en particulier de la biomasse. lls présentent I'avantage d’offrir, d'une part,
une alternative aux ressources fossiles et, d’autre part, un bilan environnemental positif.
Depuis des décennies, le toluéne est utilisé pour la détermination de la teneur en eau dans
les matrices alimentaires. Cependant de nombreux travaux traitent des effets toxiques et
déléteres de ce solvant sur le systeme nerveux et le systeme auditif (Lammers, 2005 ;
McWilliams, 2000 ; Hass, 1999). En dépit de son classement dans les solvants toxiques, le
toluene est toujours le solvant de choix pour la détermination de la teneur en eau. L'étude
proposée consiste en la mise au point et le développement d’'une approche verte et originale

pour la détermination de la teneur en eau dans les matrices alimentaires.
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5.2.1 Cinétiques de distillation

Les études de cinétique de distillation azéotropique pour les deux solvants montrent
des allures sensiblement équivalentes malgré I'obtention de la premiére goutte d'eau
légérement retardée (3 min) en présence de d-limonéne. Ceci peut s’expliquer par une durée
de chauffage plus longue nécessaire pour atteindre la température d’ébullition du mélange

azéotrope d-limonene-eau de 97,4 contre 84<C pour le mélange toluéne-eau (Figure 58).
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Figure 58 : Pourcentage d’eau issue de carottes obtenu par distillation azéotropique

en fonction du temps : (0) d-limonene, (o) toluene

Tableau 33 : Répétabilité et tests statistiques de comparaison

Experiences ® DSR
Moy. ET
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (%)
Répétabilité
DSC 90,6 90,9 86,4 88,8 88,3 87,7 87,9 87,0 885 874 884 15 1,6
DSL 899 899 898 89,6 89,9 899 904 86,5 885 895 894 11 1,3
Comparaison statistique
SzCDS SzLDS I:CAL b I:TAB ¢ TCAL ¢ TTAB ¢
2,10 1,59 1,32 3,18 1,62 2,10

@ Teneur en eau dans les oignons en %

® F calculée par le test de Fisher-Snedecor
°F de la table pour a=0.05

9 t value calculée par le test de Student

¢t value de la table pour a= 0.05

ET Ecart-type

DSR Déviation standard relative
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La comparaison des moyennes sur 10 expériences réalisées pour chaque solvant
(Tableau 33) montre des teneurs en eau (exprimées en % m/m) quasiment équivalentes :
88,4 + 1,5 pour la teneur en eau obtenue par le Dean-Stark conventionnel (DSC) contre
89,4 + 1,1 pour celui utilisant du d-limonene (DSL). La déviation standard relative montre une
trés faible dispersion autour de la valeur moyenne : 1,6 % et 1,3 % respectivement pour le
d-limonéne et le toluéne ce qui a été confirmé par le test de Fisher Snedecor qui donne une
valeur de F calculée de 1,32 & comparer a une valeur de F théorique de 3,18 pour un seuil
de confiance de 0,95. Le test de Student effectué pour tester 'homogénéité des moyennes a
permis de mettre en évidence que les deux moyennes ne sont pas statistiquement
différentes. La valeur de T calculée est de 1,62 donc inférieure a la valeur du T donnée par

la table de Student pour un seuil de confiance de 0,95 (2,10).

5.2.2 Généralisation de la méthode

L'utilisation du d-limonéne pour la détermination de I'eau a été généralisée a différents
types de matrices alimentaires (Tableau 34). Les résultats obtenus montrent qu’aucune
différence significative n’est observable pour les différentes matrices testées et ce pour des

durées équivalentes.

Tableau 34 : Teneur en eau des différentes matrices obtenue par distillation avec le

toluene ou le d-limonene

Matrices alimentaires Toluéne (% eau) d-limonéne (% eau)
Oignons 88,4+15 89,4+14
Carottes 89,3+0,5 89,5+0,7
Al 68,0 £0,7 68,6 £1,9
Mozzarella 61,719 61,8+15
Viande 64,1 £0,5 64,0+£0,3
Romarin 64,1 +£0,6 65,1+1,8
Poireaux 90,6 £1,3 88,0+£1,0
Sauge 71,1+1,0 70,4 +£2,2
Menthe 88,2+1,8 87,6 £1,7
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5.2.3 Bilan

Cette étude montre que le d-limonéne peut étre considéré comme une alternative
originale et intéressante en réponse au toluene, solvant habituellement employé pour la

détermination de la teneur en eau.

5.3 Conclusions sur le Dean Stark

Les deux techniques de Dean Stark développées au cours de ces travaux de these
permettent d’effectuer un suivi de la teneur en eau dans les olives au cours de leur
maturation. Cependant aucun résultat ne permet d'affirmer qu’il existe un lien direct entre le
phénoméne de boues observé et une teneur particuliéere en eau. Le probléme doit donc
probablement avoir une autre origine (changement de structure cellulaire aprés un gel sur
l'arbre...) ou est la résultante de plusieurs facteurs. Si la solution au probleme des boues n'a
pas pu étre trouvée par un simple dosage de l'eau, ces recherches nous ont amenés a

développer des techniques intéressantes dans le domaine de la chimie analytique.

En effet nous avons démontré que des techniques alternatives permettent d’obtenir
les mémes résultats que les méthodes conventionnelles, mais en réduisant I'impact
environnemental et/ou en réduisant le temps d’analyse. D’autres solvants verts tels que I'a-
pinene sont actuellement en cours d'essai et la combinaison des deux techniques, micro-

ondes et agro-solvant, est également en cours de développement.
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Conclusion génerale

L’huile d'olive fait partie de la culture méditerranéenne, tant d’'un point de vue
historigue que d'un point de vue alimentaire. Ses propriétés organoleptiques sont en effet
reconnues par les grands chefs cuisiniers mais si elle se retrouve dans les cuisines depuis la
civilisation grecque, c’est bien pour ses propriétés nutritionnelles. En effet elle est composée
a 85 % d’acides gras insaturés (I'acide gras majoritaire étant I'acide oléique) dont une bonne
proportion d’acides gras poly-insaturés (10 %). Parmi eux on retrouve des oméga 6 tels que
l'acide linoléique (C18:2 n-6) et des oméga 3 tels que I'acide a-linolénique (C18:3 n-3). Ces
acides gras sont dits « acides gras essentiels » car ils ne peuvent pas étre synthétisés par le
corps humain et doivent donc étre apportés par I'alimentation. Le principal atout nutritionnel
de I'huile d'olive réside cependant dans sa richesse en composés phénoliques ayant des
propriétés antioxydantes. S'ils sont capables de prévenir 'oxydation de I'huile d'olive et de
prolonger sa conservation, les scientifiques ont surtout cherché a déterminer leur impact sur
la santé humaine et notamment sur les maladies dégénératives. L'intérét est de déterminer
dans quelle mesure ces molécules peuvent ralentir I'apparition de ces maladies ou réduire
leur impact une fois apparues. L’huile d'olive contient toujours une certaine quantité de

composés phénoliques, mais cette quantité peut étre trés variable d’'une huile a une autre.

La premiere partie de la these a donc été focalisée sur le travail de terrain au sein
méme des moulins fabricant de I'huile d’olive. La premiére étape dans la fabrication de celle-
ci est le broyage des olives. Dans les moulins, deux grands types de procédés existent : le
broyage a la roue de granit et le broyage par des systemes métalliques. Lors du broyage a la
meule tournante, le poids des roues de granit va écraser les olives et leur rotation va
déchirer la pulpe de ces derniéres. Ainsi, au niveau cellulaire, nous retrouvons des
empilements de couches de cellules ou une partie de I'huile peut étre retenue, ce qui justifie
en partie les rendements plus faibles que ceux observés lors d'un broyage métallique. Dans
ce dernier, les bras métalliques situés sur un axe fixe sont entrainés dans une rotation a
environ 3000 tr/min. Cela va provoquer I'éclatement des olives et des coupes franches au
niveau cellulaire. Ces deux phénomeénes vont permettre une libération facilitée de I'huile
d'olive de la pulpe de I'olive. Le broyage plus fin permet également une meilleure extraction
des composés phénoliques et les huiles d’olive sont plus riches en antioxydants en fin de
chaine. Le systéme de broyeurs métalliques est donc a privilégier par rapport & un systeme

a meules tournantes dans un but d’amélioration de la qualité nutritionnelle de I'huile d’olive.
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Le second facteur influencant la teneur finale en composés phénoliques est le type
de procédé de séparation des phases liquides utilisé. En effet, deux types de procédé
peuvent étre utilisés: la décantation et la centrifugation. Lors de la décantation
gravitationnelle, le mélange d’eau et d’huile est placé dans de grandes cuves en inox et la
séparation entre les deux phases se fait par simple différence de densité. Les composés
phénoliques sont alors séparés en fonction de leur affinité a I'une ou l'autre des phases: la
majorité des composés phénoliques sont éliminés dans les margines car ce sont des
composeés polaires, mais une bonne proportion se retrouve également dans I'huile. Lors de
l'utilisation d’'une centrifugeuse, ce coefficient de partage entre les deux phases est modifié
et le passage des composés phénoliques dans la phase aqueuse est accentué. L’huile
d’'olive provenant des systémes utilisant une centrifugation en fin de chaine est donc moins
riche en composés phénoliques qu’une huile ayant subi une simple décantation. Ces
observations posent cependant un certain nombre de problemes techniques puisque le
broyage a marteaux génére trop d’émulsion pour que les phases liquides puissent se
séparer par simple décantation. Les avancées technologiques ont permis le développement
de systemes dits a deux phases pour faciliter le travail des mouliniers, mais nous avons pu

constater que ce systeme constitue également une avanceée sur le plan nutritionnel.

En effet, d'un point de vue technologique, le moulinier a moins de manipulations a
réaliser, notamment au niveau des coproduits générés lors de la trituration des olives. Les
centrifugeuses horizontales a deux phases n’'ont pas ou trés peu besoin d'eau pour
fonctionner contrairement aux systémes a trois phases. La premiére conséquence est une
réduction des codts pour le moulinier, & la fois en entrée et en sortie de production puisque
le faible ajout d’eau en entrée génére moins de coproduits a traiter en sortie. L'impact qui
nous intéressait le plus dans ces travaux était orienté sur l'effet éventuel sur la qualité
nutritionnelle de I'huile et la encore ce systeme constitue un atout. En effet, les fortes
quantités d’eau ajoutées dans les systemes a trois phases ont pour effet de diluer les
composés phénoliques et perturbent également leur coefficient de partage entre I'huile et
'eau. En plus de cet effet de dilution, les huiles issues d’un systéme a trois phases doivent
étre centrifugées afin d’étre séparées des margines. Dans un systeme a deux phases, I'huile
d'olive est directement extraite de la centrifugeuse horizontale donc cette étape de
centrifugation n’est pas nécessaire ce qui préserve les composés phénoliques. La chaine de
fabrication utilisant un broyeur métallique couplé a une centrifugeuse horizontale a deux
phases semble donc étre le meilleur compromis dans le but d'améliorer la qualité

nutritionnelle de I'huile d’olive dans les moulins.
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Une fois sortie des moulins, l'huile dolive doit étre commercialisée. Cette
commercialisation ne posait pas de problémes jusqu’a récemment car la production oléicole
francaise restait faible et méme marginale au niveau européen. Cependant, l'arrivée de
jeunes oliviers a pleine maturité pour la production d'olives a permis d’augmenter fortement
la production francaise. Ainsi, les volumes produits au cours de la campagne 2008/2009 ont
été extrémement élevés et le secteur oléicole a di faire face a un probleme d’écoulement de
stocks. Certains groupements de producteurs avaient demandé la mise en place
d’Appellations d'Origine Contr6lée et d’Appellations d’Origine Protégée de facon a ce que
leurs pratiques soient reconnues. Méme si ces appellations ne faisaient en aucun cas
référence a une qualité supérieure de I'huile d'olive, elles ont tout de méme permis une
meilleure reconnaissance et une meilleure valorisation de ces produits. Cependant les
excédents générés au cours de cette campagne 2008/2009 n'ont pas pu étre absorbés par

de simples appellations.

Au cours de cette thése nous avons donc cherché d’autres applications potentielles
a I'huile d’olive. Dans un premier temps nous avons donc choisi d'utiliser I'huile d'olive en
tant que solvant « vert » d’extraction. Sa composition chimique permet en effet de solubiliser
les molécules liposolubles et la charge en composés antioxydants permet une bonne
protection de ces molécules vis-a-vis de I'oxydation une fois extraites. L'une des molécules
les plus difficiles a extraire est le B-carotene notamment présent dans les carottes. Cette
molécule est trés utilisée dans le domaine de la cosmétique et des compléments
alimentaires car elle posséde une double particularité, celle d’étre une provitamine et celle
d’étre un antioxydant puissant. Le probleme est que cette molécule nécessite I'utilisation de
solvants pétroliers toxiques pour son extraction. Cela implique de grands codts de
purification ensuite pour éliminer toute trace de solvant. L’autre difficulté est la forte
sensibilité de la molécule a la lumiére et a la température. Nous pouvons donc imaginer que
plus les temps d’extraction et de purification sont longs, plus il sera difficile d’obtenir de bon
rendements d’extraction. L'utilisation d’une extraction assistée par ultrasons est I'une des
voies d’étude pour permettre un plus fort rendement d’extraction. Nous avons donc cherché
a optimiser les parameétres d'une extraction du [B-caroténe assistée par ultrasons. Trois
paramétres ont été testés apres optimisation de la proportion entre huile et poudre de carotte
utilisée : le temps d’extraction, la température et la puissance ultrasonore appliquée. Afin de
protéger le B-caroténe de l'oxydation, nous avons volontairement choisi des conditions
d’extraction douces : temps inférieur & 35 minutes et température inférieure a 34C. Ces

conditions permettaient d'éviter une dégradation du 3-carotene. Nous avons ainsi pu obtenir
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des résultats tres encourageants puisque l'extraction assistée par ultrasons a permis
d’obtenir des concentrations de -caroténe de I'ordre de 300 mg/L d’huile sans utilisation de

solvant pétrolier.

Nous avons ensuite décidé d'utiliser ces propriétés d’extraction assistée par ultrasons
dans I'huile & un autre domaine : celui de I'aromatisation. En effet depuis quelques années il
y a un regain d’intérét pour ce procédé car il permet de diversifier la gamme de produits
oléicoles disponibles. L'aromatisation de I'huile d'olive se fait trés majoritairement par des
plantes méditerranéennes telles que le thym, le romarin et le basilic. Ces produits sont trés
prisés des consommateurs, notamment ceux d’Europe du Nord et ils permettent aux
oléiculteurs non seulement de diversifier leur gamme mais surtout d’avoir des produits a forte
valeur ajoutée qui se vendent donc plus facilement. L'aromatisation des huiles se fait
habituellement par de longues macérations d’huiles mises en contact avec la plante désirée
ou par ajout d'arbmes extraits séparément. Les principaux problémes généralement
soulevés par la macération sont ceux des grands volumes nécessaires, du temps de
diffusion des ardmes de la plante vers I'huile d’olive et celui du volume de plante nécessaire.
Afin de répondre en partie a ces problémes, une aromatisation assistée par ultrasons a été
développée au cours de ces travaux de thése. Lors de ces expériences nous avons réeussi a
démontrer que des niveaux d’aromatisation élevés pouvaient étre atteints aprés seulement
15 minutes d’extraction contre plusieurs heures ou plusieurs jours nécessaires par simple

macération.

Les travaux de recherche entrepris au cours de cette these sur I'amélioration des
qualités nutritionnelles de I'huile d’olive ont donc permis d’apporter des avancées sur deux
plans. Tout d’'abord sur celui d’'une meilleure compréhension des phénoménes régissant
I'extraction de I'huile d’olive dans les moulins en ciblant les étapes clés dans I'extraction de
I'huile d'olive. L'utilisation de ces données permettra dans le futur d’extraire des huiles d’olive
naturellement plus riches en antioxydants ce qui leur permettra une meilleure valorisation. La
seconde avancée importante concerne I'enrichissement post récolte assisté par ultrasons.
Cette technologie permet l'aromatisation de [I'huile d'olive ou son enrichissement en
molécules bioactives de facon rapide et peu onéreuse. Ces méthodes sont donc facilement
utilisables par les mouliniers et peuvent leur permettre d’élargir leur gamme de produits issus

de I'huile d’olive.
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