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Introduction

INTRODUCTION

L’extraction des huiles essentielles et des ardmes, pour les industries de la
cosmétique, de la parfumerie et de I’agroalimentaire, est réalisée via deux grandes
techniques : la distillation azéotropique et I’extraction par solvant. Ces méthodes
traditionnelles, éprouvées mais peu coliteuses, sont aujourd'hui remises en cause. Elles
sont extrémement consommatrices en énergie et en solvant. Ces derniers, généralement
issus du pétrole, sont de plus en plus décriés pour leur impact sur la santé et

I'environnement.

Parmi les technologies d’extraction les plus prometteuses, l'extraction par micro-
ondes, est I’une des méthodes les plus récentes pour I’extraction de molécules d’intérét

avec un impact environnemental positif : moins d’énergie, de solvants et des eaux usées.

La technologie de I’extraction par micro-onde parait étre une alternative
intéressante puisqu’elle autorise I’utilisation réduite de solvant, des temps de traitement
plus courts, des rendements plus €levés et une meilleure sélectivité. Dans le contexte

de «chimie et procédés durables »

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes est 1’'une des plus récentes.
Inspirée d'un ancien procédé de distillation dite « seche » utilisé par les alchimistes
arabes pour I’extraction des huiles essentielles, elle consiste en une distillation séche a
l'aide d'un alambic utilisant le soleil comme source de chaleur. L’extraction sans solvant
assistée par micro-ondes (ESSAM) a été développée en remplacant I’énergie solaire par
un chauffage micro-ondes plus performant, plus spécifique et beaucoup moins polluant

qu’un chauffage traditionnel.

L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le goft,
aromatiser et colorer les aliments (Aprotosoaie et al., 2010). D’autre part, les huiles
essentielles posseédent des profils de composition chimique différents permettant de les
utiliser comme agents naturels de conservation des aliments (Holley et al., 2005).

Ces derniéres sont avérées un moyen trés prometteur pour pallier les risques

d’altérations causés par les microorganismes ou par 1’oxydation des lipides. C’est dans
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cette optique que s’articule une partie de la présente étude, dont les principaux objectifs
visent la possibilité d’utilisation de I’huile essentielle de 1’orange douce valencia late
extraite par ESSAM comme agent naturel bioconservateur d’une matrice alimentaire

d’origine animal cas des ovoproduits liquides frais (les ceufs entiers liquides).

Ce manuscrit de thése est composé de quatre parties :

- La premiére partie sera consacrée a 1’étude bibliographique : portera sur les citrus ,
I’extraction par microondes, la théorie du chauffage par micro-ondes ainsi que les bases
de I’¢lectromagnétisme : nature et propagation des ondes, mécanisme de chauffage,
interaction onde — matiére, ainsi que les différents procédés d’extraction des huiles
essentielles par la méthode micro-ondes, la spécificité induite par ce type d’extraction,
’activité biologique des huiles essentielles, et en fin des généralités sur 1’ceuf et les

ovoproduits.

- La seconde partie sera réservée aux matériel et méthodes utilisées au cours de ce
travail.

-La troisieme partie sera destinée aux différentes résultats obtenus et discussion ;
extraction des huiles essentielles des oranges d’Algérie (orange douce) par ESSAM et
comparaison a deux techniques d’extraction conventionnelles, 1’activité antioxydante
des huiles essentielles d’orange ainsi I’application sur les ceufs frais entier liquide et
détermination de la durée de conservation (skel-life) des ceufs frais entier liquide durant

le stockage referegerée illuminée.

-Finalement, la derniére partie est réservée a la conclusion générale.
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L.SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Les citrus

L’histoire des agrumes (Citrus) d’aprés Webber et al. (1967) remonte a 4000 ans avant
J-C. ou le cédratier a poussé en Mésopotamie. La plupart des types d’agrumes sont
originaires des grandes zones a climat tempéré autour des montagnes de I’Himalaya et
du Sud-Est Asiatique. Ils ont été introduits dans le bassin méditerranéen par Alexandre
le Grand a partir de sa grande invasion dans I’Inde. C’est pour cela qu’on les désigne
¢galement sous le nom d’Hespéridé qui provient du grec Esperos « le jardin ou se
trouvaient les fruits succulents ». Plus tard, les agrumes ont été introduits sur la cote est
de I’ Afrique par des échanges commerciaux qu’assuraient les califes arabo-musulmans.
Leur entrée, en Amérique, s’est faite par les européens apres sa découverte par
Christophe Colombe. Selon Benediste et Baches. (2002) le mot «Agrume» quant a lui

provient du latin acrumen qui désignait dans I’antiquité des arbres a fruits acides.

La culture des agrumes représente pour notre pays un segment stratégique. Selon les
dernieres statistiques (MADR, 2011), I’agrumiculture couvre actuellement une
superficie totale de : 64 323 ha, soit environ 8 % de la superficie totale occupée par les
cultures pérennes .La production totale avoisine les 1 100.000 tonnes toutes variétés
confondues pour un potentiel de 1,5 a 2 millions de tonnes dés 1’entrée en production

des jeunes vergers et ’assainissement du vieux verger.

Le niveau de rendement moyen national enregistré (2010 / 2011) est de I’ordre de 172
gx/ha, bien qu’ayant bénéfici¢ d’une évolution réguliere (augmentation de 60 gx/ha
depuis I’indépendance), il demeure insuffisant au regard des résultats obtenus par
certaines agrumiculteurs de différentes régions du pays (de 300 a 400 gx/ha et méme

plus) en mettant en ceuvre un itinéraire technique approprié.

La production mondiale actuelle de Citrus avoisine le chiffre de 121273,2 milliers de

tonnes période 2013/2014 (FAO, 2015).

Les agrumes présentent une importance économique considérable en tant que culture
de rapport dans de nombreux pays, en tant que produit d’exportation dans la plupart

d’entre eux et enfin comme source d’emploi et d’activité économique, aussi bien dans
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le secteur agricole que dans diverses branches auxiliaires (conditionnement, emballage,

transformation, transport etc...).

Parmi les pays producteur du bassin méditerranéen, nous citrons les plus importants :
I’Espagne et I’Italie qui représentent a eux deux plus de 50% de la production de la

région. Dans cet ensemble de pays producteurs d’agrumes, que représente 1’ Algérie !

Selon FAO L’Algérie a produit en 2014 ; 85642 tonnes de citron et limes et 955206
tonnes d’orange, le bassin méditerranéen est en téte pour la production d’oranges
douces, d’oranges ameres ; il partage la premiére place avec I’ Asie pour les mandarines

et avec I’Amérique du Nord pour les pamplemousses.

Si la région méditerranéenne offre des conditions excellentes pour la croissance des
Citrus, I’ Amérique du Nord peut également étre considérée comme une grande région
de culture pour ces arbustes, produisant un quart de la récolte mondiale de citrons,

d’oranges douces et de mandarines (Trovato, 1978).

1.2. Les variétés de Citrus

Selon Padrini et Lucheroni (1996), la classification des citrus est la suivante :
Régne : Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Eudicotylédones
Ordre : Sapindales
Famille : Rutaceae
Genre : Citrus

Le genre Citrus est celui qui renferme le plus d’espéces et de variétés d’agrumes
consommeées, commercialisées et utilisées industriellement partout dans le monde :
(Praloran, 1971 ; Fleisher et Fleisher, 1991 ; Dung et al., 1996 ; Benediste et
Baches, 2002). Les plus importants sont :

e [D’oranger doux Citrus Sinensis, natif du Sud-Est asiatique, qui s’est répandu
dans la plupart des régions tropicales et subtropicales et dont les trés nombreux
cultivars occupent une place prépondérante dans le commerce et I’industrie

sssssssssss fruits frais, jus de fruits, essences et parfums.
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e le bigaradier Citrus aurantium, ou oranger amer dont on tire différentes
essences (néroli, petit-grain, fleur d’oranger) et dont le fruit est utilisé en
confiturerie.

e labergamote Citrus Bergamia, dont en extrait de 1’acide citrique et une essence
qui entre dans la fabrication de 1’eau de Cologne. Parmi les autres Citrus
importants, il faut signaler le cédratier Citrus medica, le citronnier Citrus
Limonum, qui contient de fortes quantités d’acide citrique.

o lalime Citrus Aurantifolia aux fruits trés acides (7 a 8% d’acide citrique), riche

en vitamine C.

1.2.1. Le Citronnier

Craignant le froid mais aussi les températures trop élevées, le citronnier s’est
développé dans les régions tempérées. Les climats caractérisés par des étés relativement
frais et des hivers d’intensité moyenne favorisent les floraisons remontantes et leur
nouaison et, par conséquent, la production de fruits est échelonnée sur toute 1’année.
C’est pour ces raisons que les principales régions productrices de citrons sont situées
dans les zones cdtieres de la Sicile, de I’Espagne, de la Grece et de la Californie du sud
(Lota , 1999).Les fruits récoltés au stade de coloration « vert-jaunatre, vert-clair ou
vert-foncé » peuvent €tre conservés pendant 6 mois alors que ceux cueillis « jaunes »

ne peuvent I’étre que pendant quelques semaines.

Le groupe de citrons est constitué¢ de plusieurs especes : Citrus limon (L.) Burm.
la plus riche en variétés appelées citrons vrais, C. lumia Risso & Poit., C. meyeri Y.
Tan., C. pennivesiculata (Lush.) Tan., C. jambhiri Lush., C.aurata Risso, C. pyriformis
Hassk., C. assamensis Dutta & Bhatt.

Parmi les nombreuses variétés de citron a pulpe acide, on trouve 1’« Euréka » originaire
de Los Angelés (USA) d’un semis effectué en 1858 de graines de provenance italienne
(Figure 1). L arbre a port étalé est de taille et de vigueur moyenne. La floraison trés
remontante a tendance a produire des fruits au printemps et en été. Les fruits,
généralement rassemblés en bouquet a I’extrémité des rameaux, sont de taille moyenne
et ont quelquefois une peau un peu rugueuse (Praloran , 1971). La classification des

citrons selon San Giuiliano (1997) :
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Genre : Citrus
Groupe : Citron

Especes : C. limon, C.lumia, C. sp, C. assamensis, C. aurata, C. jambhiri,
C.meyeri, C. pennivesiculata.

Figure 1 : Variét¢ Euréka.

1.2.2. Le Bigaradier

Le bigaradier est passé successivement de la Chine vers 1’Inde, I’ Arabie et enfin
I’Egypte. Son introduction en Europe s’est faite grace aux Arabes qui I’introduisirent
en Sicile au XI*"*siécle. Le bigaradier, dont le fruit est communément appelé « orange
amere », est cultivé en Amérique Centrale et en Amérique du Sud ainsi que dans le
bassin méditerranéen. Tanaka (San Giuiliano, 1997) rassemble tous les bigaradiers au

sein de quatre especes :

Genre : Citrus
Groupe : Bigardier

Especes : C. aurantium, Variétés : Apepu Brazilian Doux amer, Sae Algérie,
Bougquetier de Nice a fruit dur, Menton, Santucci.

Espéces : C. myrtifolia, Variétés : Chinois a Grandes feuilles, Chinensis.
Especes : C. natsudaidai, Variétés : Natsudaidai.

Especes : C. neo-aurantium, Variétés : Tosu.
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L’espece C. aurantium est caractérisée par un grand nombre de variétés. Par
contre, C. neo-aurantium Tan., C. natsudaidai Hay. et C. myrtifolia Raf. ne sont
composées que d’une a deux variétés. Bien que ressemblant assez étroitement a
I’orange, le fruit du bigaradier se différencie par ’acidité de la pulpe et I’amertume

prononcée de 1’albédo comme le montre la Figure 2.

Figure 2 : Variété Bouquetier de Nice a fruit dur.

1.2.3. Le Bergamotier

Le bergamotier (Citrus bergamia Risso & Poit.), la bergamote est le fruit du
bergamotier Figure 3, est connu dans le bassin méditerranéen depuis le X VIII®™ sicle,
a ne pas confondre avec la poire bergamote ou ses variétés L’origine génétique de la
bergamote reste aujourd’hui incertaine. Swingle (1967) la considérait comme une
variété du bigaradier (C. aurantium L.) tandis que Tanaka, en 1961, I’¢levait au rang
d’espece (C. bergamia Risso & Poit.) (Tanaka, 1961 ; Swingle et Reece , 1967).
Aujourd’hui, la plupart des auteurs considerent le bergamotier comme un hybride.
Cependant, ses parents encore méconnus sont 1’objet de nombreuses controverses. Sur
des critéres pomologiques, le bigaradier est trés probablement I'un des parents, le
second pouvant étre soit un limettier C. aurantifolia (Christm.) Swingle (1967), soit un

cédratier C. medica L. (Chapot, 1962 ; Scora, 1988).



Synthese bibliographique

Figure 3 : La bergamote.

1.2.4. L’oranger

L’oranger ou Citrus sinensis (L.) Osbeck. est ’espece du genre Citrus la plus
importante, tant par le nombre de variétés qu’elle renferme, que par I’importance de ses
productions. Pour Tanaka, la culture de 1’Oranger se serait implantée en Chine vers le
IIT éme siecle apres J. C. et I’Inde aurait ignoré son essence fruitiere. Son introduction
tardive a la fin du 16°™ siécle, dans le bassin méditerranéen est diie aux Portugais, et
cette espéce porte encore le nom des portugais, « bourtougan » en Arabe, « porthogal »
en persan. Il existe plusieurs variétés dites « portugaise » sur la cote européenne de la
Méditerranée. L'oranger est un agrume trés décoratif, pouvant atteindre 10 metres
environ, avec un feuillage vert sombre persistant. Il nécessite une température moyenne
de 14°C. Les fruits sont de forme et de coloration variable suivant les variétés, ce qui
permet de classer les oranges en quatre groupes : les oranges blondes Navel, les oranges

blondes, les oranges Sanguines et les oranges sans acidité.

Les oranges navels se différencient des autres par deux caractéristiques bien
distinctes: la présence au sein de 1’apex d’un petit fruit rudimentaire appelé « navel »

et I’absence de pépins qui lui confere un grand intérét commercial. « Washington » est
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la variété la plus cultivée et la plus appréciée des consommateurs (Figure 4). Le fruit
est relativement gros (200 a 250g) et de forme sphérique. Cette variété est appréciée
pour sa précocité ; elle se récolte de novembre a février et fait I’objet d’un important

commerce d’exportation (Praloran, 1971).

Figure 4 : Washington Navel.

La variété « Thomson » se distingue de Washington par une maturation plus
précoce, (de 10 a 15 jours environ) et une peau plus fine. Ses fruits ont une chair plus
grossiére et moins juteuse. Surtout présente en Algérie et au Maroc, la culture de cette

variété est en régression au profit de la Washington.

Le groupe des oranges blondes est composé d’une part des oranges blondes
communes et, d’autre part, des oranges blondes fines. Les oranges blondes communes
regroupent toutes les oranges communes multipliées traditionnellement par semis direct
(non greffés). Leur culture reste limitée aux jardins familiaux car la présence de pépins
et le petit calibre des fruits ne permettent pas d’assurer leur commercialisation vers les
marchés d’exportation. Les oranges blondes fines regroupent les variétés sélectionnées
pour la qualité des fruits (sans pépins), leur productivité et leur époque de production.
Les variétés les plus cultivées en Méditerranée sont : Salustiana, Hamlin, Cedenera,
Shamouti et Valencia late. Cette derni¢re est probablement la variété d’orange la plus

cultivée dans le monde pour sa tardiveté (récolte d’avril-mai jusqu’en juin-début juillet)
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et pour ses grandes facultés d’adaptation (Figure 5). Aux Etats-Unis, elle représente a

elle seule, plus de la moiti¢ de la production d’oranges (Praloran , 1971).

Figure 5 : Variété Valencia late.

Les Oranges sanguines ne se distinguent des blondes que par la présence des
pigments anthocyaniques dans 1’épiderme et la pulpe. Parmi les variétés les plus
cultivées, on peut citer la variété « Double fine améliorée ». Le fruit est de forme
allongée ; il a un poids moyen de 170 g, sa maturation s’effectue en hiver. La variété
« Moro » est la plus précoce des oranges sanguines et certainement aussi la plus
richement colorée en ce qui concerne la pigmentation de la pulpe qui est uniformément
sombre violacé & maturité. Quant a la variété « Tarocco », le fruit est de grande taille,

de forme ovale avec un col trés caractéristique (Figure 6).

Les oranges sans acidité comme les limettes, limonettes et citrons doux sont insipides.
Ce groupe posséde quelques variétés « Impérial », « Réal », « Lima » qui sont surtout
cultivées au Brésil,en Espagne, en Afrique du Nord et au Moyen Orient (Praloran,

1971).

10
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Figure 6 : Variété Tarocco.

I.3. Caractéres spécifiques des Citrus

Depuis plus de 300 ans, de nombreuses classifications botaniques furent créées
dans le but de structurer le genre Citrus. 1l existe a ’heure actuelle 1300 variétés
attribuées a ce genre, et chaque variété porte diverses appellations. La classification des
agrumes est un probléme que les spécialistes s’accordent a qualifier de complexe. Des
divergences en la matiére se manifestent entre les opinions des taxonomistes tels que
Swingle, Tanaka, Hume et Chapot (Praloran, 1971). En effet, I’absence d’une
classification admise par tous provient non seulement des particularités de ce groupe
mais aussi de la difficulté¢ de réaliser une étude globale. La complexité taxonomique
des agrumes s’explique également par de larges possibilités d’hybridation intra- et
interspécifique générant de nouvelles espéces, par la polyembryonie qui peut fixer ces
structures hybrides et par I’étendue de ’aire de culture ou les structures génétiques
auraient pu évoluer indépendamment par le biais des différentes pressions

environnementales (De Rocca Serra et Ollitrault, 1992).

Deux grandes classifications existent et sont généralement utilisées pour le
genre Citrus : celle du japonais Tanaka (Praloran, 1971) comprend 156 espéces tandis
que celle de Swingle et Reece. (1967), n’en distingue que 16. Tanaka éléve au rang
d’especes de nombreux hybrides intra- ou interspécifiques et sa classification liste
toutes les variétés d’agrumes existantes en lui attribuant son nom latin. Ceci a pour but
de standardiser et d’identifier les nombreuses variétés fruitieres d’agrumes. Les
agrumes appartiennent a la famille des Rutaceae, sous famille des Aurantioideae, tribu

des Citreae et sous-tribu des Citrinae (De Rocca Serra et Ollitrault , 1992). Dans

11
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cette dernicre, on distingue trois groupes dont les agrumes vrais et parmi ceux-ci, les

trois genres botaniques les plus connus : Citrus, Poncirus et Fortunella.

Le genre Poncirus ne contient qu’une espece Poncirus trifoliata. Elle présente des
fruits impropres a la consommation mais sa grande résistance au froid lui confeére des
propriétés intéressantes en qualité de porte-greffe. Le genre Fortunella comprend deux
a quatre espeéces désignées sous le nom commun de « Kumquats» et servant
essentiellement a la fabrication de fruits confits. Le genre Citrus est constitué¢ d’un large
¢ventail d’agrumes dont les principaux sont les oranges, les mandarines, les
clémentines, les citrons, les limes, les cédrats, les pomelos, les pamplemousses, les

bigaradiers et les bergamotes.

Les Citrus sont des arbustes de couleur verte, de longueur variant de 3 a 15 m
et dont le bois est trés dur. A 1’aisselle des pétioles ailés peuvent apparaitre deux épines
obtues ou aigues. Les fruits sont de couleur vive, généralement jaune ou orange, leur
chair est composée de vésicules a jus ou pulpe. L’écorce du fruit contient des poches
sécrétrices contenant des essences pouvant étre extraites selon différents procédés. Leur
taille est également trés variable et leur poids peut atteindre un kilogramme. Le
mésocarpe, en général assez épais par rapport a la taille du fruit, peut en constituer la
plus grande partie. Il renferme dans sa partie externe le flavedo (8 a10% du fruit) coloré
par des pigments caroténoides et I’albédo (30% du fruit) qui est une couche blanche et

spongieuse plus ou moins épaisse.

Selon le type d’agrume, 1’épicarpe et le mésocarpe adhérent plus ou moins
fortement a I’endocarpe. Ainsi, a maturité, le zeste de la mandarine est totalement
séparé de I’endocarpe. Ce dernier est formé de quartiers remplis de vésicules, gorgés
de jus, il est appelé «pulpe», représentant 40 a 45% du fruit comme le montre la
Figure 7 Les matiéres insolubles sont estimées de 20 a 30% du fruit (Blondel, 1978).
A la surface des fruits dans ’écorce se trouvent les glandes ol¢iferes remplies d'huiles
essentielles. La coupe transversale du fruit permet de distinguer les parties suivantes

(Figure 7) :

- Une peau ou une écorce plus connue sous le nom d'épicarpe (ou flavedo),
- Un mésocarpe (ou albedo) blanc, épais et spongieux, qui forme avec I'épicarpe, le

péricarpe ou peau du fruit.

12



Synthese bibliographique

- segments de pulpe (carpelle) ou se concentre le jus (avec ou sans pépins selon les
variétés) .

- une enveloppe radiale épaisse (ou endocarpe). Cette partie, riche en sucres solubles,
renferme des quantités significatives de vitamine C, de pectine, de fibres, de différents
acides organiques et de sel de potassium, qui donnent au fruit son acidité caractéristique

(Hendrix et Redd, 1995 ; Guimaraes et al., 2010).

Cuticule

Flavedo (épicarpe)

Albedo (mésocarpe)
Sac a jus

Glandes a huile

Placenta (Columelle septa)
Pépin

Carpelle (Segment)

Membrane Carpellaire

Figure 7: Coupe transversale d’une orange (Hendrix et Redd, 1995 ; Guimaraes et al.,
2010).

1.4. Les huiles essentielles et essences de Citrus

Les fleurs par distillation vont donner de I’huile essentielle de néroli parmi
les plus cheres du marché des huiles essentielles et les plus demandées en parfumerie
pour I’introduire en note de cceur dans les parfums féminins. La distillation génére un
sous-produit « I’eau de fleur d’oranger » qui est trés utilisé en agroalimentaire aussi
bien dans I’industrie que pour la consommation des ménages. Il faut noter que seule
I’eau issue de la distillation a le droit a I’appellation « eau de fleur d’oranger », la
plupart des contrefacons bon marché trouvées dans les commerces, mélanges d’eau et

d’arémes de synthése, n’ont droit qu’a I’appellation « ardbme de fleur d’oranger ».

13



Synthese bibliographique

Selon Bernard et al. (1988), le nom d’essences ou huiles essentielles désigne
les principes volatiles généralement odoriférants synthétisés par I’organisme végétal.
Ces composés ont la propriété de se solubiliser dans les huiles et les graisses. Par
conséquent, ils ont recu empiriquement le nom d’huile essentielle. Le terme « huile »
souligne le caractere visqueux et hydrophobe de ces substances et le terme« essentielle»

désigne la caractéristique principale de la plante a travers ses exhalaisons.

L’association francaise de normalisation (AFNOR, 2000) définit une huile
essentielle comme étant un produit obtenu a partir d’'une matiére végétale, soit par
entralnement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques, soit par distillation a
sec a partir de I’épicarpe des Citrus. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase

aqueuse par des procédés physiques.

1.4.1. Composition chimique des essences et huiles essentielles de Citrus

La nature des composants aromatiques ainsi que leur proportion en huile
essentielle différent d’une espéce a I’autre. Une huile essentielle ou une essence est
composée de multiples constituants ; par exemple, I’essence de bergamote est
composée de 135 composés chimiques différents (Cocorin et Guerin, 2003). Les
huiles essentielles de Citrus contiennent une proportion relativement importante
d’hydrocarbures terpéniques, dont le plus abondant est le limonéne alors qu’il ne
participe que peu a I’arome. Par contre, I’arome est da a des aldéhydes, alcools ou esters
terpéniques, a des aldéhydes aliphatiques et parfois a de 1’anthranilate de méthyle. Les
essences obtenues par expression a froid renferment de plus des constituants non

volatils comme les coumarines.

Les essences de Citrus possédent de nombreux dérivés dont la nature et la
présence dans I’essence varient d’une espéce de Citrus a une autre Tableau 1. Ces

dérivés appartiennent a cinq grands groupes de substances :

e dérivés terpéniques : monoterpenes et sequiterpenes.

e dérivés hydroxylés : alcools aliphatiques, alcools terpéniques
e constituants carbonylés : aldéhydes, cétones

e acides et esters : acides aliphatiques, acides terpéniques, esters

e dérivés de la benzopyrone : coumarines, furo-coumarines, flavones.

14
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L’essence d’orange douce et de pamplemousse possedent respectivement 96,5% et
92,5% d’hydrocarbures terpéniques dont 95% de limonene. L’essence de bergamote a
un pourcentage beaucoup plus faible en dérivés terpéniques : 38,5% dont 25% de
limonene. Les alcools terpéniques constituent 22,5% de I’huile essentielle, avec 20%
de linalol. C’est I’acétate de linalyle (un ester) qui, avec un pourcentage ¢élevé (30%),
peut sans conteste étre considéré comme le principal élément de I’essence de
bergamote. L’essence de néroli bigarade a une composition chimique trés voisine de
celle de I’essence de bergamote : 35% de dérivés terpéniques, 30% de linalol, 4%
d’esters. Le linalol est également présent de facon notable dans les autres essences
d’agrumes : 0,5% dans 1’orange douce, 2% dans la mandarine et 5% dans 1’orange
amere. Les autres essences d’agrumes possédent également, en faible quantité, des
dérivés de la benzopyrone comme le citopténe (5,8-diméthoxy-coumarine) et le

bergapténe (5-méthoxypsoraléne) selon Praloran. (1971).
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Tableau 1 : Principaux constituants des essences et huiles essentielles de citrus.
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1.4.1.1. L’huile essentielle de citron

De facon générale, on peut dire que I’essence de citron est composée de 92 a
93% de terpenes dont le d-limonéne est le plus abondant. Le parfum est surtout
déterminé par les éléments oxygénés dont le citral ou le géranial C10H160 a raison de 3
a 5% et le citronellal C10H130 (Goris ef al., 1949). Le développement des techniques
modernes d’analyses a permis de déceler dans 1’essence de citron plus de 341 composés
volatils. Des différences significatives peuvent étre appréciées lors de l’examen
comparatif d’essences d’origines diverses, soit en ce qui concerne les concentrations
relatives de certains composants, soit aussi par la présence de certains composés

spécifiques (Jumenter, 1984).
1.4.1.2. L’huile essentielle du Bigaradier

Dans I’essence d’orange ameére, le d-limonéne est le plus abondant. Comme
pour toutes les essences, ce sont les composants oxygénés qui sont responsables de leur
parfum caractéristique(Praloran, 1971).La composition chimique de I’huile essentielle

du bigardier montre la présence de :

e Terpeénes (d-limonéne) 92%

e Alcools libres (Linalol, Terpinéol) 0,37%
e Aldéhydes (nonylique, décylique, dodécylique) 0,78%
e Esters (acétate de linalyle 1%) 2,10%
e Phénols 0,09%
e Sesquiterpénes (non identifiés) 0,03%

e Acides libres (formique, acétique, cinnamique)  0,05%

1.4.1.3. L’huile essentielle d’orange douce

L’essence d’orange douce posséde wune teneur en hydrocarbures
monoterpéniques que I’on peut évaluer a environ 90%. Le composant dominant de la
fraction monoterpénique est le d-limonéne, suivi de loin par le myrcéne, le sabinene et
I’a-pinene. Les composants oxygénés sont responsables du parfum caractéristique de

I’essence avec notamment 1’aldéhyde décylique qui a une odeur d’orange. Une liste non
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exhaustive des constituants rencontrés dans 1’essence d’orange est présentée dans le

Tableau 2.

Tableau 2 : Les composants rencontrés dans I’essence d’orange douce (Di Giacomo, 1974).

myrcene
d-limonéne
terpinoléne

a- terpinéne
B-terpinéne

Y- terpineéne

a- phellandréne
- phellandréne
a- thujéne
sabinéne
Ascaréne

o- pinéne

- pinéne
campheéne

p-cymeéne ; 2,4-p-Menthadiéne

B-farnésene
B-elémene
a-humuléne
B-humuléne
A-cadinéne
caryophylléne
a-copaéne
B-copaéne

o-cubébéne

aldéhyde formique
aldéhyde acétique
aldéhyde capronique
aldéhyde énantique
aldéhyde caprilique
aldéhyde pélargonique
aldéhyde caprique
aldéhyde décylique
aldéhyde laurique
aldéhyde nonylique
citronellal

néral ; Nootkatone
géranial ; Sinensal
acétone ; Méthyl hepténone

pipériténone ; Carvone

acide acétique

acide formique

acide proprionique
acide butyrique
acide isovalérianique

acides gras saturés (de Csa
Cog)

acides gras monoinsaturés Cig,

Cis, Cao

phytoéne
phytofluéne
o-caroténe
B-caroténe
cryptoxanthine
lutéine
zéaxanthine
B-citraurine
réticulotaxanthine
valenciaxanthine
violaxanthine
lutéoxanthine
auroxanthine
sinensiaxanthine

valenciacrome

citropténe
meranzine
bergaptol
auraptene
isoimpératorine
tangérétine
nobilétine
espérétine

sinensétine
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valenceéne

acides gras polyinsaturés (Cig:
2etCis: 3

bergapténe

Alcools

Esters

Divers

citronellol ; linalol

géraniol ; nérol
terpinéne-4-ol ; a- terpincol
isopulégol

trans-carvéol ; cis-carvéol
bornéol ; farnésol

elémol ; nérolidol
1-p-menténe-9-ol

alcool méthylique, éthylique,
propylique, butylique,
isobutylique, amylique,
isoamylique, heptylique,
esylique, octylique, nonylique,
décylique, undécylique,

dodécylique, cérylique

butyrate d’éthyle
capronate d’éthyle
capronate de méthyléthyle
caprilate d’éthyle
caprilate de nonyle
acétate d’octyle
acétate de nonyle
acétate de décyle
acétate de citronellyle
acétate de géranyle
acétate de néryle
acétate de terpényle
acétate de linalyle
formiate de terpényle

acétate de bornyle

linalyle-oxyde, cis
linalyle-oxyde, trans
furfurol

[B-sitostérol

fridéline
citrostadiénol

anthranilate de méthyle

1.4.2. Les procédés d’extraction des huiles essentielles de Citrus

1.4.2.1. L’expression a froid

La pression a froid est le moyen le plus simple mais aussi le plus limité. Cette
technique d'extraction est utilisée pour obtenir des essences d'agrumes contenues dans
les zestes. Les huiles essentielles d’agrumes sont les seules a étre extraites par le
procédé d’expression a froid, qui est basé sur la rupture des parois des sacs oléiferes ;
cette essence est ensuite entrainée par un courant d’eau froide. Une émulsion constituée

d’eau et d’essence se forme. L’essence est alors isolée par décantation. Diverses
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techniques manuelles ou mécaniques, traitant le fruit entier ou seulement les écorces,

sont utilisées.

Autrefois, les fruits étaient frottés manuellement sur des parois garnies de picots
d'une écuelle de bois. L'huile exprimée était recueillie a 'aide d'une éponge. Elle était
ensuite soigneusement filtrée. Quatre a cinq heures sont nécessaires pour traiter une

centaine de kilo d'écorces, sans compter les pertes de rendement

Afin d'augmenter le rendement et de réduire les colits, de nombreux essais ont été
effectués pour mécaniser le procédé. En 1908, Perroni-Paladini suivi de Lo Castro,
Marisca et, plus tard, Spéciale et Indelicato ont inventé des machines ayant une capacité
de traitement supérieure (environ 1 tonne/heure). De concepts mécaniques différents,
ces machines consistent en deux rouleaux sur lesquels tourne une chaine spéciale, avec
des ¢léments déformables. Aprés extraction du jus par "birillatrice", les écorces sont
entrainées en tournant entre la chaine et un plateau horizontal nervuré fixe. Des jets
d'eau permettent de récupérer l'essence et I'émulsion est ensuite centrifugée. Ces
machines (Figure 8) sont appelées « Sfumatrice ». En appliquant des systémes plus
performants, Speciale et Indelicato ont mis au point de nouvelles machines telles que

la "Super-Sfumatrice" et, plus récemment "AZS-204 permettant l'extraction
automatique et simultanée du jus et de 1'huile essentielle, avec des capacités supérieures
a 2 tonnes/heure. Le fruit est coupé en deux par une lame fixe et les moitiés tombent
dans des coupelles dans lesquelles elles sont pressées par des tétes rotatives pour
récupérer le jus. Elles sont ensuite entrainées entre un rouleau et un plateau fixe ou

l'essence est récupérée avec des jets d'eau. L'émulsion eau - essence est séparée par

centrifugation (Dugo et Di Giacomo, 2002).
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. Chargement des fruits

' Centrifugeuse

: Collecteur d'hulle i\
: Tanks de décantation

JOWEPR

Sfumatrice type AZS-204 Speciale's Sfumatrice

Figure 8 : Schéma des différents Sfumatrices.
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Poursuivant leurs travaux de recherches pour améliorer I'extraction de 1'essence a partir
du fruit entier, Ando, Avena, et plus récemment Speciale et Indelicato, ont développé
une nouvelle méthode d'extraction appelée « Pelatrice » largement diffusée dans le
monde (Figure 9). Les fruits sont envoyés dans une machine comportant trois couples
de rouleaux en acier inox percés de trous comme une rape, tournant en sens contraire
et forcant les fruits a tourner sur eux-mémes afin d'en raper toute I'écorce. Des jets d'eau
récuperent l'essence formant une émulsion. Celle-ci est séparée puis clarifiée dans

plusieurs centrifugeuses (Kimball, 1999 ; Dugo et Di Giacomo, 2002).

Figure 9 : Photos a gauche d’une Pelatrice et a droite d’une centrifugeuse séparatrice de
I’essence de citrus des eaux résiduelles.

La société américaine FOOD MACHINERY CORPORATION (F.M.C.), est ensuite
arrivée sur le marché avec sa "FMC- IN-LINE", qui extrait simultanément le jus et
l'essence (Figure 10). Les extracteurs sont équipés de quatre tétes d'extraction, chacune
d’elles étant constituée d'un bol inférieur et d'un bol supérieur mobile qui compriment
le fruit. Des couteaux supérieurs et inférieurs tranchent le fruit pendant le mouvement
de descente du bol supérieur. Le jus est ainsi pressé dans un tuyau tamiseur qui se
comprime pendant le mouvement ascendant synchronisé du tuyau d'écoulement.
Parall¢lement, I'essence obtenue est écoulée latéralement lorsque les cellules du zeste

(flavedo) éclatent lors de la descente du bol supérieur (Kimball, 1999).
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Figure 10 : Schéma représentatif de 1’extraction par FMC in line.

I1 convient de mentionner une autre technique utilisée avec succes par l'industrie. Elle
consiste en deux vis qui forcent les écorces a libérer 1'essence a une pression donnée

(Figure 11). L'émulsion est envoyée dans un filtre-presse pour €liminer les principaux

résidus (Dugo et Di Giacomo, 2002).

Sortie des peaux

Peaux fraiches

Pulverisateur

Vers le
broyeur

Presse a vis

Emulsion (Huile & Eau)
vers la centrifugeuse

Figure 11 : Schéma représentatif de 1’extraction par pression.
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1.4.2.2. Extraction par entrainement a la vapeur

Il est important aussi de bien faire la distinction entre le terme « huile
essentielle », issue de 1’entrainement a la vapeur et le terme « essence » issu de
I’extraction par I’expression a froid. Cette derniére est chimiquement identique a
I’essence naturelle contenue dans les poches oléiferes de 1’écorce du fruit, tandis que
I’huile essentielle est 1’essence transformée par la chaleur du procédé de distillation.
Basé sur le fait que la plupart des composés volatils odorants sont susceptibles d’étre
entrainés par des aérosols de vapeur d’eau du fait de leur point d’¢ébullition relativement

bas et de leur caractére hydrophobe (Cocorin et Guerin , 2003).

La distillation par entralnement a la vapeur est une technique utilisable pour
certains agrumes, et est réalisée dans certains pays uniquement. Pour Ila
commercialisation des huiles essentielles d’agrumes distillées, le procédé d’extraction
doit donc figurer sur le flacon, étant donné que la composition chimique est différente
de celle exprimée a froid. Les parties de plantes utilisées (écorce, fruit entier) sont
déposées sur des grilles dans un récipient appelé alambic, sans que le matériel végétal
ne soit en contact avec 1’eau. La vapeur d’eau produite par une chaudiére traverse les
fruits. Ainsi les huiles parfumées contenues dans ces fruits se mélangent a la vapeur
d’eau. Celle-ci s’¢leve alors et entraine avec elle les parfums. Elle quitte la chaudiére
en passant dans un col de cygne puis dans un serpentin glacé. Au contact du froid, la
vapeur parfumée se condense et devient liquide. Ce liquide qui est donc formé d’un
mélange d’eau et d’huile parfumée tombe dans un vase florentin. L huile essentielle est
ensuite isolée et récupérée par décantation. La Figure 12 présente les deux principes

d’extraction par entrainement a la vapeur descendante et ascendante.

L’hydrodiffusion est une des variantes du procédé d’extraction a la vapeur
d’eau, mais elle n’est que rarement utilisée par certains producteurs pour obtenir une
qualité spécifique des huiles essentielles selon la demande des parfumeurs (Meyer et
Warnod, 1984). Le principe de I’extraction est basé sur ’action descendante d’un flux
de vapeur sur le végétal, par utilisation de la pesanteur, pour extraire et condenser le
mélange « vapeur d’eau — huile essentielle » dispersé dans la matiére végétale, ce qui

permet un gain de temps d’extraction et une économie d’énergie.
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Figure 12 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante (Cocorin et Guerin ,

2003).

Cette technique d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau présente
différents avantages. On peut recueillir les essences de maniére fractionnée en
récupérant et séparant régulierement les huiles essentielles pendant 1’extraction. Ceci
est trées important pour les huiles essentielles ayant une valeur marchande différente
selon qu’elles proviennent du début ou de la fin de la distillation. De plus, 1’addition
d’une pompe a vide permet d’opérer sous pression réduite lorsqu’une élévation de
température vers 100° C risque de dégrader certains constituants fragiles. Sa mise en
ceuvre facile et 1’utilisation de la vapeur d’eau, disponible a bas prix, comptent parmi
ses avantages. Par ailleurs, pendant I’entrainement a la vapeur d’eau, la maticre végétale
est exposée a une température €levée et a 1’action chimique de 1’eau, et dans ces
conditions la fragilité thermique des constituants de I’huile ou I’hydrolyse de certains

d’entre eux conduisent a la formation d’artéfacts.

1.4.2.3. Hydrodistillation

La distillation a la vapeur, ou L’hydrodistillation demeure la technique la plus
utilisée pour la production d’huile essentielle et elle reste sans doute la plus rentable,
compte tenu de I’investissement matériel relativement peu important par rapport a celui

des autres techniques et de 1’utilisation du bois comme combustible parfois gratuit pour
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les agriculteurs. Le procédé correspond a une distillation hétérogéne, et consiste a
immerger la matiere premiere végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté
a ¢bullition, généralement a pression atmosphérique. La chaleur permet I’éclatement du
lieu de sécrétion et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules
végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau un mélange
azéotropique. Sachant que la température d’ébullition d’un mélange est atteinte lorsque
la somme des tensions de vapeur de chacun des constituants est égale a la pression
d’évaporation, elle est donc inférieure a chacun des points d’ébullition des substances

pures.

Les usines de faible production utilisent cette méthode pour retirer les huiles
essentielles des fleurs, des feuilles ainsi que des petits rameaux de diverses variétés de
Citrus. Une distillation permet d’obtenir de I’essence de néroli, ainsi que de 1’eau de
fleur d’oranger dont on peut retirer de ’absolue de fleur d’oranger grace a une

extraction par un solvant volatil tel que I’hexane ou I’éther de pétrole (Laruelle, 1993).

L’opération s’effectue dans un alambic en cuivre ou les parties de plante a
extraire sont recouvertes d’eau tiede et laissées ensuite en macération durant quelques
heures. La température a I’intérieur de 1’alambic est ensuite €élevée progressivement
jusqu'a 100°C. La vapeur d’eau produite entraine les huiles essentielles avec elle, puis
elle se condense dans un serpentin a I’extrémité duquel le distillat est recueilli dans un
récipient, type vase florentin. Ce distillat se décante en deux parties, I’huile essentielle
se trouvant dans la partie supérieure et la partie inférieure étant constituée par de 1’eau.
L’hydrodistillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue
apres séparation de 1’huile essentielle lors de la décantation. Le principe de recyclage
est communément appelé cohobage. La Figure 13 présente le systéme industriel
d’hydrodistillation. Au laboratoire, le systéme de référence pour I’extraction des huiles
essentielles est le Clevenger publi¢ en 1928, équipé d’un ballon pour la distillation
d’eau et de la matiére végétale, d’un condenseur, d’une colonne de récupération et de

décantation d’huile essentielle et d’une cohobe (Clevenger , 1928).
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Figure 13 : L’hydrodistillation industrielle.

En placant dans I’alambic le méme poids d’eau que de fleurs puis en maintenant
une ¢bullition afin de procéder a une infusion prolongée, on obtient I’essence de néroli
bigarade avec un rendement d’1 gramme d’huile essentielle pour 1 kg de fleurs. Si on
procéde avec 150 litres d’eau pour 100 kg de fleurs placés dans 1’alambic, puis en
amenant rapidement 1’ensemble a ébullition, on obtient I’essence et de 1’eau de fleur
d’oranger (Baud, 1951).Elle est appelée aussi hydrolat de fleur d’oranger ou eau de
naphé (Praloran, 1971). A partir des feuilles ou des rameaux du mandarinier, du
citronnier ainsi que de I’oranger, on obtient par distillation 1’essence de petit-grain
(Miquey, 1995). L’origine du terme « petit-grain » est peu claire, mais il semble certain
que, dans un premier temps, il se rapportait uniquement a de petits fruits pas mirs et
c’est seulement plus tard qu’on utilisa les autres parties comme les rameaux et les

feuilles.
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L.5. Extractions assistées par micro-ondes des huiles essentielles et des molécules
aromatiques

Les huiles essentielles et les ardmes extraits a partir des herbes aromatiques et
des épices sont le résultat d’'un mélange complexe de substances volatiles. Ils sont
généralement présents a de trés faibles concentrations dans les plantes a parfum. Avant
de pouvoir utiliser ou analyser de telles substances, il est nécessaire de les extraire de
leur matrice. Plusieurs méthodes d’extraction ont ¢t¢ mises au point telles que
I’hydrodistillation, I’entrainement a la vapeur, 1’hydro-diffusion et la distillation-
extraction simultanée. Cependant les composés volatils sont connus comme étant
thermo-sensibles et vulnérables aux réactions chimiques. La perte de certains
constituants, la dégradation de certains composés insaturés par effet thermique ou par
hydrolyse, ainsi que la présence de résidus de solvants organiques plus ou moins
toxiques peuvent étre engendrés par ces techniques d’extraction. Ces désavantages ont
attiré 1’attention de plusieurs laboratoires de recherche et ont permis la mise au point
de nouvelles techniques d’extraction des huiles essentielles et d’ardmes beaucoup plus
¢cologiques utilisant des solvants moins toxiques et en moins grande quantité. Parmi
ces nouvelles techniques figurent : I’extraction par fluide supercritique, la détente
instantanée contrdlée, ’extraction par solvants sous pression, la flash détente,

I’extraction par ultrasons et I’extraction assistée par micro-ondes.

1.5.1. Historique de I’extraction par micro-ondes

Depuis 1986 avec les travaux de Ganzler et coll. (Ganzler et al., 1986),
I’extraction assistée par micro-ondes a connu de profonds changements. A 1’heure ou
«rapidité », «efficacité », et «sélectivité » sont devenus les caractéristiques
principales d’une bonne technique d’extraction, les travaux sur 1’extraction assistée par
micro-ondes ne cessent de croitre et les nouvelles techniques de fleurir. La chimie
analytique a permis ces derni¢res années de réduire considérablement les temps
d’analyse grace au développement des techniques chromatographiques en partie. La
chimie préparative, telle que 1’extraction solide-liquide a laquelle nous nous intéressons
dans le cadre de I’extraction de molécules aromatiques volatiles issues de matieres
végétales, se devait de réduire elle aussi ces durées, tout en conservant son efficacité et
sa s¢lectivité. Les micro-ondes ont apporté une solution de choix. Grace a un chauffage

sélectif, sans inertie et rapide, les micro-ondes combinées a des techniques d’extraction
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classique ont permis de remédier aux problémes des temps d’extraction souvent trop

longs.

1.5.2. Principe du chauffage micro-ondes

Les rayonnements micro-ondes ou hyperfréquences sont des ondes
¢lectromagnétiques qui se propagent dans le vide a la vitesse de la lumiére. Elles sont
caractérisées par une fréquence comprise entre 300 MHz et 30 GHz, c'est-a-dire par
une longueur d’onde comprise entre 1 m et 1 cm. Sur le spectre électromagnétique
(Figure 14), elles sont situées entre les radiofréquences et les infrarouges (Kingston et

Haswell, 1997).
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Figure 14 : Spectre ¢lectromagnétique.

La fréquence la plus utilisée est de 2450 MHz, ce qui correspond a une longueur d’onde
dans I’air de 12,2 cm. Le mécanisme du chauffage micro-ondes repose sur le fait que
les molécules polaires, telles que 1'eau, ont des extrémités négatives et positives : ce
sont des dipdles. En I’absence de champ électrique, les dipdles se trouvent orientés au

hasard. Sous l'effet d'un champ électrique continu, les molécules tendent a s'orienter
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dans la direction du champ ¢lectrique. Sous 1'effet d'un champ électrique alternatif de
fréquence f, les dipdles s'orientent dans la direction du champ sur une demi alternance,
se désorientent lorsque le champ s'annule et se réorientent dans 'autre sens pendant la
seconde demi alternance : c'est la rotation dipolaire.

L'énergie ¢lectrique est convertie en énergie cinétique par cette rotation
dipolaire. L'énergie cinétique est ensuite transformée partiellement en chaleur.
L'alignement des dipdles par rapport au champ électrique est contrari¢ par les forces
d'interactions entre molécules (les forces de liaison par pont hydrogéne et les forces de
liaisons de Van der Waals) pouvant étre assimilées a des forces de frottement internes
qui existent dans les contacts solide-solide. Ces forces vont s'opposer a la libre rotation
des molécules et de la friction produite, nait le dégagement de chaleur (Metaxas et

Meredith, 1983 ; Roussy et Pearce, 1995).

Le transfert de chaleur sous chauffage micro-ondes est complétement inversé
par rapport au chauffage conventionnel. Alors que le transfert de chaleur classique se
transmet de l'extérieur vers ’intérieur du récipient, sous chauffage micro-ondes, le
volume trait¢ devient lui-méme source de chaleur : on parle de dégagement de la
chaleur de I’intérieur vers I'extérieur du récipient. La paroi externe du réacteur est plus
froide que le milieu du réacteur dans le cas du chauffage micro-ondes, et inversement
pour le cas du chauffage conventionnel par double enveloppe, plaque chauffante et
flamme. C’est un mode de chauffage instantané en volume et non en surface. Les
phénomenes thermiques de conduction et de convection ne jouent plus qu’un role
secondaire d'équilibrage de la température. La Figure 15 illustre ces deux modes de
chauffage et présente le mécanisme du chauffage par micro-ondes et 1’inversion des

phénomenes de transfert de chaleur induit.
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Figure 15 : Transferts thermiques sous chauffage conventionnel et micro-ondes.

1.5.3. Les procédés d’extraction assistés par micro-ondes

1.5.3.1 L’extraction par solvant assistée par micro-ondes (ESMO)

Ganzler et al. (1986) en Hongrie, furent les premiers a présenter une technique
d’extraction par solvant assistée par micro-ondes en vue d’une analyse
chromatographique. Ce procédé consistait a irradier par micro-ondes de la maticre,
végétale ou non, broyée au préalable en présence d’un solvant absorbant fortement les
micro-ondes (le méthanol) pour I’extraction de composés polaires ou bien en présence
d’un solvant n’absorbant pas les micro-ondes (hexane) pour I’extraction de composés
apolaires. Cette technique se présentait, pour beaucoup, plus efficace quune méthode
conventionnelle et permettait de réduire les temps d’extraction et donc les dépenses en
énergie.

Les travaux sur I’extraction par solvant assistée par micro-ondes ont continué

d’avancer, et c’est en 1990 que I’équipe canadienne de Par¢ (Paré et al., 1990) a déposé
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le premier brevet européen sur « I’extraction de produits naturels assistée par micro-
ondes ». Ils proposaient d’irradier le matériel végétal en présence d’un solvant
transparent aux micro-ondes de type hexane et ou les micro-ondes atteindraient

directement les systémes glandulaires et vasculaires du végétal.

Des essais effectués par cette nouvelle technique notamment sur la menthe,
soulignent a nouveau le gain de temps ainsi qu’une qualité similaire des produits a celle
obtenu par entrainement a la vapeur classique. Par la suite, de nombreux brevets seront
déposés par Paré¢ et son €quipe tant au niveau américain qu’au niveau européen (Paré
et al., 1990 ; Paré et al., 1991 ; Paré, 1994). Le procédé original sera par la suite
quelque peu modifié et enrichi et sera dénommé: MAP™ (Microwave Assisted
Process). Il a pour vocation d’étre une méthode d’extraction utilisable pour un grand
nombre de matrices solides ou liquides telles que les végétaux mais aussi les tissus
animaux, les sols, les cosmétiques ou les eaux polluées. Actuellement 1’extraction
assistée par micro-ondes (MAE: Microwave Assisted Extraction)est plus
généralement citée dans les travaux publiés. En réalité, la MAE et MAP™ sont toutes
deux des techniques d’extraction par solvant assistée par micro-ondes. Un pilote

d’extraction des épices et aromates par la technique MAP™

16.

est présenté dans la Figure
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Figure 16 : L’extraction par solvant assistée par micro-ondes (ESMO).
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1.5.3.2. L’entrainement a I’air assistée par micro-ondes (EAMOQO)

Craveiro et al. (1989) ont proposé une technique originale d’extraction de
I’huile essentielle de Lippia sidoides par chauffage micro-ondes sans solvant en
utilisant un compresseur a air. L’huile essentielle extraite en 5 minutes sous chauffage
micro-ondes était présentée comme qualitativement identique a celle obtenue par
entrainement a la vapeur en 90 minutes. Le systéme proposé est inspiré du procédé
d’entrainement a la vapeur d’eau classique. Il se compose en fait de trois parties : un
compresseur envoyant de 1’air dans le ballon ou se trouve la mati¢re végétale placée

dans un four micro-ondes domestique, comme le montre la Figure 17.

Four micre-ondes

|l'- I\.\.l

! . ;.\
ey -
Compresseur & air g I\_._/f

Ballon de récupération,
circuit de refroidissament

Figure 17 : Entrainement a I’air assisté par micro-ondes (EAMO).

1.5.3.3. L’hydrodistillation par micro-ondes sous pression réduite (VMHD)

Le procédé « VMHD » ou Vacuum Microwave HydroDistillation a été élaboré
et breveté par la société Archimex dans les années 1990, avant d’étre racheté par
I’équipementier Pierre Guérin (Mengal et Monpon, 1994). Cette technique
d’extraction, dont 1’origine est 1’hydrodistillation classique, est basée sur 1’utilisation
conjointe des micro-ondes et d’un vide pulsé. Le matériel végétal traité, frais ou sec
(auquel cas on lui rajoute la quantité d’eau requise) est soumis aux micro-ondes dont le
role est d’assurer le transfert de maticre, puis a un vide pulsé qui permet I’entrainement

azéotropique des substances volatiles a une température inférieure a 100°C. Cette
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opération peut étre répétée plusieurs fois selon le rendement souhaité. D’apres les
concepteurs du VMHD (Figure 18), I’extraction serait dix fois plus rapide que
I’hydrodistillation pour un rendement équivalent et un extrait de composition identique.
Les notes «crues », les plus thermosensibles, semblent étre conservées apres une
extraction par VMHD contrairement a une hydrodistillation classique (Mengal et al.,

1993 ; Toursel, 1997).

Condenseur
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Température

Réfrigérant

)

— Vide

Générateur
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——Huile
essentielle
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\ Double

enveloppe

chauffante
Thermostat

Figure 18 : Hydrodistillation assistée par micro-ondes sous pression réduite (VMHD).

1.5.3.4. L’hydrodistillation assistée par micro-ondes (HDMOQO)

Stashenko ef al.(2004a,b), utilisent un procédé d’hydrodistillation par micro-
ondes. Ce procéd¢ basé entierement sur le principe de 1’hydrodistillation classique
consiste a placer une partie du montage d’hydrodistillation dans le four & micro-ondes
(Figure 19). Le matériel végétal est donc placé en présence d’une quantité¢ d’eau
suffisante dans un ballon disposé dans I’enceinte du four a micro-ondes. Le systéme de

réfrigération ainsi que la partie prévue pour la récupération des essences sont situés a
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I’extérieur du four. Les avantages cités sont la rapidité et la similitude de la composition

de I’huile par rapport a une hydrodistillation classique.

l_‘_l__'_'_'_‘—‘—-—-—._

M skt e

Figure 19 : L’hydrodistillation assistée par micro-ondes (HDMO).

1.5.3.5. L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM)

En 2004, une méthode originale d’extraction des produits naturels assistée par
micro-ondes sans solvant et sans eau a pression atmosphérique a été¢ développée et
brevetée (Chemat et al., 2004a,b). Basée sur un principe relativement simple, cette
méthode décrit une distillation séche assistée par micro-ondes qui consiste a placer le
matériel végétal dans un réacteur micro-ondes sans ajouter ni eau ni solvant organique.
Le chauffage de I’eau interne a la plante permet la rupture des glandes contenant 1’huile
essentielle. Cette étape libere 1’huile essentielle qui est ensuite entrainée par la vapeur
d’eau produite a partir de 1’eau de la matiére végétale. Un systeme de refroidissement
a I’extérieur du four micro-ondes permet la condensation du distillat, composé d’eau et

d’huile essentielle, de facon continue et le retour de I’excés d’eau a I’intérieur du ballon
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afin de maintenir le taux d’humidité propre au matériel végétal (Figure 20). La
distillation séche assistée par micro-ondes, a ¢été appliquée a deux types de plantes, les
épices (Lucchesi et al., 2004b) et les herbes aromatiques (Lucchesi ez al., 2004a,b).
Pour les plantes aromatiques, les rendements en huiles essentielles obtenus par ESSAM
apres seulement 30 minutes d’extraction sont identiques a ceux obtenus apres 6 heures
d’hydrodistillation. D’un point de vue qualitatif, on retrouve dans les huiles essentielles
obtenues par ESSAM une proportion plus importante de composés oxygénés, les plus

valorisables sur le plan olfactif.

Réfrigérant & boules

Systéme de piégeage du
mélange huile essentielle

vapeur d’eau

Eszsencier muni Parois

d’un systéme de
cohobation

isoldes

Four micro-ondes ETHOS 1500

Figure 20 : Extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM).

1.5.4. Application de I’extraction micro-ondes dans les produits naturels

Depuis 1986, de nombreuses matrices, dont la matiere végétale, ont été
soumises a une extraction assistée par micro-ondes et ont fait 1’objet de plusieurs
expériences. En effet, le monde végétal nous offre une multitude de plantes a valoriser

d’un point de vue alimentaire, certes, mais aussi d’un point de vue thérapeutique
P 5 5 p p que,
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cosmétique et dans le domaine de la parfumerie. Une grande partie des plantes extraites
par les techniques assistées par micro-ondes appartiennent a la famille des Lamiacées.
La menthe, le romarin, le basilic ou le thym sont vraisemblablement les plus souvent
cités. De grandes familles au caractére aromatique comme les Ombelliféres, les
Cupressacées ou encore les Magnoliacées ont été étudiées. De la méme facon, diverses
parties de plantes susceptibles de contenir des glandes a huile essentielle, ont fait 1’objet
d’une extraction : les rhizomes du gingembre, les feuilles ou feuillages de Lamiacées
et le bois de cedre. La composition des parties aériennes des végétaux reste toutefois la
plus étudi¢e. Le Tableau 3 recense quelques plantes ayant fait 1’objet d’une extraction

de leurs huiles essentielles ou des extraits aromatiques par extraction micro-ondes.
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Tableau 3 : Recensement de quelques plantes soumises a une extraction par micro-ondes.

Famille - Espéces végétales Type Résultats de I’extraction Réf.
d’extraction
Alliacées
Ail (Allium sativum L.) ESMO 2-vinyl-1,3-dithi-4-éne : 49,4% (HD : 0%, Hdiff : Paré, 1994.
1,84%)
Apiaceae
Eryngium foetidum L MAHD Rdt: 0,061 % en 27 min (HD ; 0,053% en 6h) Thi et al., 2008.
Annonacées
Xylopia aromatica Lam. HDMO Rdt: 1,5% en 30 min ( HD: 1,5% en 2h) Stashenko et al., 2004a.
Composées
Estragon (Artemisia dracunculus L.) ESMO Jean et al., 1992.
Tanaisie (Tanacetum vulgare L.) ESMO Collin et al., 1993.
Cupressacées
Cédre (Thuja occidentalis L.) ESMO Paré et al., 1991.
Citrus
Citrus (Citrus sinensis L.) MAD Rdt : 0.42% en 30 min (HD : 0,39% en 180 min). Ferhat et al., 2006.
Citrus (Citrus sinensis L.) MSDf Rdt: 1.54 % en 12 min (SDF: 1.51% en 40 min). Farhat et al., 2011.
Lauraceae
Cinnamomum Camphora MAHD Rdt : feuille 1,73 % en 45 min (HD 1,71% en 150 min) Weil et al., 2013.
Lamiacées
Lavande lavandula intermedia var. grosso MHG Rdt : 5,4 % en 15 min (HD 5,4% en 60 min) Perino-Issartier et al., 2013.
Basilic (Occiumum americanum L.) EAMO Rdt:2,1% (EV : 2,1%) DeVaconcelos et al., 2003.
Basilic (Occiumum basilicum L.) ESSAM Rdt équivalent, ESSAM : 30 min et HD 4h30 Lucchesi et al., 2004a.
Basilic (Occiumum gratissimum 1.) EAMO De Vaconcelos et al., 1999.
Hysope (Hyssopus officinalis L.) ESMO Rdt: 0,4% en 50s (Hdiff: 0,5% en 2h) Jean et al., 1992.
Romarin (Rosmarinus officinalis L.) SFME Rdt : 0,39 % en 40 min (HD 0,31 % en 3 h) Okoh et al., 2010.
Rosemary (R. officinalis L.) MHG Rdt: 0,33% en 15 min (HD: 0,35% en 180 min) Bousbia et al., 2009.
Marjolaine (Origanum marjorana L.) ESMO Rdt: 1,17% en 50s (Hdiff: 1,00% en 2h) Jean et al., 1992.
Menthe poivrée (Mentha piperita L.) VMHD Rdt :1,01% en 15 min. (HD: 1,04% en 2h) Mengal et al., 1993.
ESMO Rdt : 0,296% a 0,474% (EV: 0,3% en 2h) Paré et al., 1991; Spiro, 1995.
Menthe des jardins (Mentha crispa L.) ESSAM Rdt équivalent, ESSAM : 30 min et HD 4h30 Lucchesi et al., 2004a.
Monarde (Monarda fistulosa L.) ESMO Rdt : 1,49% (EV : 0,94%) Paré, 1994.
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Origan (Origanum vulgare L.) ESMO Rdt : 0,3% en 50s (Hdiff: 0,5% en 2h) Jean et al., 1992.

Romarin (Rosmarinus officinalis L.) ESMO Chen et Spiro, 1995.

Sariette (Satureja hortensis Hort.) ESMO Rdt : 0,5% en 50s (Hdiff: 0,4% en 2h) Jean et a.l, 1992.

Sauge (Salvia officinalis L.) ESMO Rdt : 1,05% en 50s (Hdiff: 1,5% en 2h) Jean et al., 1992.

VMHD Rdt:2,55mL d’HE/100g mat. seche (2,77mL d’HE/100g  Mengal et al., 1993.

mat. séche)

Thym (Thymus vulgaris L.) ESSAM Rdt équivalent, ESSAM : 30 min et HD 4h30 Lucchesi et al., 2004a.

Magnoliacées

Anis étoilée (Illicium anisatum H.f..) ESSAM Rdt: 1,38% en 1h (HD : 4,16% en 8h) Lucchesi et al., 2004b.

Myricacées

Myrte des marais (Myrica gale L.) ESMO Nanocosane : 71,2% (HD : 0%) Bélanger et al., 1997.

Ombelliféres

Ajowan (Carum ajowan L.) ESSAM Rdt: 1,41% en 1h (HD : 3,34% en 8h) Lucchesi et al., 2004b.

Aneth (Anethum graveolens L.) ESMO Rdt : 0,25% en 50s (Hdiff: 0,75% en 2h) Jean et al, 1992.

Carvi (Carum carvi L.) ESMO Rdt : 0,22% en 50s (Hdiff: 0,23% en 2h) Jean et al, 1992.

Coriandre (Coriandrum sativum L.) ESMO Jean et al, 1992.

Cumin (Cuminum cyminum L.) ESMO Rdt : 0,63% en 1h (HD : 4,3% en 8h) Lucchesi et al., 2004b

Fenouil (Foeniculum vulgare Mill.) ESMO Rdt : 0,25% en 50s (Hdiff: 0,60% en 2h) Jean et al, 1992.

Persil (Petrosilum crispum Mill.) ESMO Rdt : 0,25% en 50s (Hdiff: 0,50% en 2h) Paré et al., 1991 ; Jean et
Rdt : 0,18% en 60s (EV: 0,225% en 2h) al, 1992.

Verbenacées

Lippia alba. Mill HDMO Rdt: 0,69% en 30 min. (HD: 0,7% en 2h) Stashenko et al., 2004b

Lippia sidoides Cham. EAMO Extraction totale: 5 min (EV: 90 min.) Craveiro et al 1989.

Zingibéracées

Gingembre (Zingiber officinale Rosc.) ESMO Rdt : 1,97% (Soxhlet 2h : 1,00%) Alfaro et al., 2003.

L.5.5. Paramétres régissant les extractions assistées par micro-ondes

La synthese des travaux effectués montre que plusieurs paramétres doivent étre

pris en considération lors d’extractions assistées par micro-ondes.

Actuellement, la technique d’extraction par micro-ondes la plus utilisée est

incontestablement ’extraction par solvant assistée par micro-ondes (« MAE », ou

« MAP »). Si sa rapidit¢ de mise en ceuvre en fait une technique de choix pour

I’extraction et plus particulierement pour celle de composés aromatiques d’origine

végétale, le produit obtenu n’est en aucun cas une huile essentielle. De plus, I'utilisation
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de solvant organique, présente certains inconvénients : contamination du produit fini,
probléme pour son élimination totale et sa valorisation future. Rappelons que 1’industrie

agro-alimentaire applique des lois trés strictes sur 1’origine des produits utilisés.

I.5.5.1. Rapidité de ’extraction

Pour la majorité des plantes ¢étudiées (Tableau 3), le parametre le plus
valorisable est incontestablement le temps d’extraction. Alors que I’ordre de grandeur
temporel des extractions classiques réalisées (hydrodistillation, hydrodiffusion, ou
entrainement a la vapeur d’eau) est I’heure, celui des extractions assistées par micro-

ondes est en général la minute.

1.5.5.2. Choix du solvant

Les solvants les plus utilisés dans 1’extraction par solvants sous micro-ondes
sont I’hexane, le toluéne, le tétrachlorure de carbone, le dichlorométhane et 1’éthanol.
Si le solvant est transparent aux micro-ondes, c'est-a-dire s’il posséde une permittivité
faible, c’est le matériel végétal qui captera directement le rayonnement micro-ondes.
En revanche, si le solvant absorbe les micro-ondes, le chauffage sera plutét un
chauffage de type conductif : les micro-ondes vont permettre le chauffage du solvant et
ce dernier par conduction chauffera le matériel végétal. Le choix du solvant va donc
déterminer le type de chauffage et par conséquent le mécanisme d’extraction et la

composition du produit final.

D’apres Spiro et Chen. (1995) lors de I’extraction des constituants aromatiques des
feuilles de menthe poivrée, 1’utilisation de I’hexane (solvant apolaire et transparent aux
micro-ondes) donne des résultats exceptionnellement élevés pour les concentrations en
1,8-cinéole et en menthol. L’observation au Microscope Electronique a Balayage
(MEB), arévélé la rupture d’un grand nombre de glandes sécrétrices contrairement aux
autres extractions ou les glandes sont déformées ou endommagées mais ou aucune

rupture n’est notée.

1.5.5.3. Puissance micro-ondes appliquée

A quelques exceptions pres, les puissances appliquées sont relativement élevées
(supérieures a S00W) par rapport a la quantité de végétal a traiter (inférieure a 100g).
Cependant la quantité de puissance appliquée est étroitement liée au temps d’extraction

ainsi qu’a celle de la température de la matrice. Au cours de I’extraction par solvant
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assistée par micro-ondes, les puissances appliquées sont jusqu'a 45 fois supérieures a la
masse de végétal a traiter, mais les temps d’extraction varient entre 10 secondes et une
minute. L’hydrodistillation assistée par micro-ondes sous vide puls¢ (VMHD) nécessite
des puissances sensiblement plus élevées (1200W) pour des temps d’extraction de 15

minutes.

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes applique des puissances en
rapport direct avec la quantit¢ de matiere végétale a traiter d’ou la notion plus
appropri¢e de « densité de puissance ». Cette valeur est généralement de 1 a 2 Watts

par gramme de maticre végétale traitée en fonction de son degré d”humidité.

1.5.6. Composition chimique

D’un point de vue quantitatif, I’extraction assistée par micro-ondes dans son
ensemble, apporte des résultats extrémement intéressants par rapport aux méthodes
classiques utilisées comme références. Dans les travaux cités dans le Tableau 3 ces
méthodes de référence sont 1I’hydrodiffusion, 1’entrainement a la vapeur d’eau ou bien
I’hydrodistillation. Dans tous les cas, les temps d’extraction des techniques de référence
sont supérieurs a 90 minutes. Les rendements en huiles essentielles ou en extraits
aromatiques obtenus par les techniques assistées par micro-ondes sont généralement du
méme ordre de grandeur ou supérieurs a ceux obtenus par des méthodes de références
pour des temps d’extraction beaucoup plus faibles (10 s a 15 minutes). D’un point de
vue qualitatif, les différences interviennent surtout au niveau des pourcentages de
certains composés aromatiques. Lors de I’extraction des feuilles de myrte des marais,
le pourcentage de nonacosane dans I’extrait micro-ondes s’¢léve a 71,2%, alors qu’il
est nul dans I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation. Au contraire, le
pourcentage de myrcene tres faible dans 1’extrait micro-ondes (0,4%), passe a 17,4%

dans I’huile essenticlle (Bélanger ef al., 1997).

1.5.7. Effet des micro-ondes sur le matériel végétal

Des photographies au Microscope Electronique a Balayage de graines de
cardamome soumises aux deux techniques d’extraction ESSAM et HD ont été réalisées.
Cette étude a permis d’observer 1’état des canaux avant et aprés 1’extraction (Paré et
Bélanger, 1997). Les changements relevant de 1’extraction assistée par micro-ondes
apres 60 minutes, sont spectaculaires. Ils montrent des parois cellulaires endommagées.

Ceci confirme I’explosion signalée par (Paré et Bélanger, 1997 ; Lucchesi, 2005),
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produite au niveau de la paroi cellulaire conséquente a 1’augmentation soudaine de la
température. Ceci concorde avec le mécanisme propos¢ par (Chen et Spiro, 1995 ;
Paré et Bélanger, 1997 ; Lucchesi, 2005 ;) pour ’extraction assistée par les micro-
ondes des extraits de feuilles de romarin en présence d’hexane. Par ailleurs, la
micrographie de I’hydrodistillation signale que quelques parois cellulaires sont toujours

uniformes et que leurs contenus sont toujours inchangés.

1.6. Activités biologiques des huiles essentielles

Les vertus des HEs sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et
rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités
antimicrobiennes et antioxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques
(Djenane et al., 2011a,b ; Camo et al., 2011 ; Sanchez-Escalante et al., 2011).

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) et a leurs effets synergiques (Dorman et Deans, 2000).
Certains antimicrobiens naturels comme le thymol, le carvacrol et eugénol
respectivement extrait du thym et du clou de girofle ont démontré leur intérét pour la
conservation des aliments (Nazer et al., 2005 ; Guillier ez al., 2007).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes

aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongiques (Moleyar et
Narasimham, 1986 ; Soliman et Badeaa, 2002 ; Jazet Dongmo et al., 2009),
antibactériens (Burt, 2004 ; Bourkhiss ef al., 2007; Magina et al., 2009 ; Avlessi et
al,, 2012 ; Djenane et al., 2012a,b ), antioxydants (Stefanovits-Banyai ez al, 2003;
Jukie et Milos 2005; Bouzouita et al., 2008; Djenane et al., 2016 ; Mechergui et al.,
2014 ) et insecticides (Erler et al., 2006; Tang et al., 2007; Cheng et al., 2009). D’ou
les huiles essentielles peuvent servir d’agents antimicrobiens ou d'antioxydants, comme
agents antimicrobiens, elles empéchent la croissance des moisissures, levures et
bactéries, comme agents antioxydants, elles empéchent les aliments de rancissement,
brunissement et développement de black spots, par la suppression de la réaction qui se
produit lorsque les aliments se combinent avec l'oxygéne en présence de lumicre, la
chaleur et certains métaux afin de minimiser les dommages a certains acides aminés

essentiels et la perte de certaines vitamines (Okoh, 2010).
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1.6.1. Activité anti microbienne des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont gagné beaucoup d’attention et ont donné naissance a
diverses investigations sur leur potentiel antimicrobien alternatif en industrie
agroalimentaire. Les substances synthétiques ont été employées couramment.
Cependant, en raison du souci croissant des consommateurs aux denrées contenant de
tels additifs chimiques, la recherche des additifs naturels, particulierement d’origine
végétale, a notamment augmenté ces derniéres années. Par conséquent, le
développement des produits naturels possédant une activité antibactérienne s’avere
nécessaire et utile (RoZman et Jersek, 2009 ; Djenane et al., 2012¢). Les huiles
essentielles sont connues pour posséder l'activité antimicrobienne et, certaines sont
classées comme des substances siires et pourraient donc étre employées pour empécher
la croissance des microorganismes pathogenes et contaminants (Gachkar et al., 2007;
Rasooli et al., 2008 ; Djenane et al., 2013 ; Djenane, 2015). De nombreux auteurs ont
rapporté que les extraits d’herbes ont des composés chimiques capables d’avoir une
activité antimicrobienne (Dorantes et al., 2000 ; Djenane et al., 2002,2006 ; Kuda et
al., 2004 ; Bousbia, 2004 ; Bousbia et al ., 2009 ; Djenane et al.,, 2011a). Les
constituants des huiles essentielles sont actifs contre une large gamme de bactéries,
levures et champignons. Omidbeygi ef al. (2007) ont démontré que les HE de thym, de
la sarriette et du clou de girofle présentent une activité antifongique « in vitro » contre
Aspergillus flavus. Les HEs d’Eucalptus saligna et d’Eucalptus camalduiensis ont
montré un effet fongistatique vis-a-vis de Phaeoramularia angolensis (Jaset-dongmo
et al., 2008). Belleti e al. (2004) ; Fisher et al. (2007) ont démontré que les HEs de
Citrus sont efficaces contre les bactéries pathogenes, les spores bactériennes, mais
¢galement sur certaines bactéries responsables de toxi-infection alimentaire telles que :
Mycobacterium jejuni, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7, Staphylococcus
aureus, Salmonella Thyphimurium, et Acrobacter butzleri. Selon les travaux de
Prudent ez al. (1995) ; Sharma-tripathi, (2006) ; Viuda-martos et al. (2008), les HEs
de Citrus : d’orange douce, de citron, de mandarine et pamplemousse exercent une
activité antifongique contre Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium chrysogenum et P.

verrucosum.
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1.6.1.1. Mécanismes d’action antibactérienne

Les mécanismes par lesquels les HEs exercent leur activité antibactérienne sont mal
connus ou encore insuffisamment élucidée (Lakhdar er al., 2012). Du fait de la
complexité de leur composition chimique, il est difficile de donner une idée précise sur
le mode d’action des HEs. Il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas
attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire
(Dorman et Deans, 2000 ; Carson et al, 2002 ; Bakkali et al.,2008). De fagon
générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des huiles essentielles sur les
bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la
force motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des
cellules (Rafi, 1994 ; Pattnaik, 1995 ; Davidson, 1997).

Burt. (2004) a signalé que la caractéristique importante des HEs est attribuée a
I’hydrophobicité de certains de ces composants qui leur permet de traverser facilement
la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire en altérant sa perméabilité et
entrainant des pertes anormales d’ions, voire méme des macromolécules. Oussalah et
al. (2006) suggere que, I’action des HEs sur la prolifération microbienne se fait a travers
I’altération de la perméabilité membranaire des bactéries en perturbant les systémes de
transport ionique, le transport des €lectrons et la production d’énergie.

Le mode d’action des HEs dépend aussi du type de microorganisme. En général, les
bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives grace a
la structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs
est plus riche en lipo-polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui
empéchent les terpenes hydrophobes d’y adhérer (Cristiani ez al., 2007).

1.6.1.2. Facteurs déterminants le degré d’activité antimicrobienne des huiles
essentielles

Plusieurs facteurs influencent la détermination de 1’activité antimicrobienne des
HEs ou de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation antimicrobienne,
le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le type de

microorganisme ciblé et leur éventuelle adaptation aux HEs.

44



Synthese bibliographique

1.6.2. Activité anti oxydante des huiles essentielles

Au cours de ces derni€res années, il y a eu un intérét croissant pour la recherche
d'antioxydants naturels. Les propriétés antioxydantes de nombreuses herbes et épices
ont été signalées pour étre efficace (Djenane et al., 2012d).

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement
les rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés
sensorielle et nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la
qualité et d’augmenter la durée de conservation du produit (Djenane et al., 2016). En
outre, I’antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les graisses, efficace a
faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable,
résistant aux processus technologiques, il est stable dans le produit fini (Poknory et al.,
2001).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention. Ils bloquent I’initiation, en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres. Ils agissent en formant des produits
finis non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation
ou en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent
réagir avec un nouvel acide gras (Berset et Cervelier, 1996).

Un antioxydant ¢’est toute substance qui peut retarder ou empécher I’oxydation des
substrats biologiques (Boyd et al., 2003). Ce sont des composés qui réagissent avec les

radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004).

Les antioxydants sont présente a faible concentration par rapport au substrat
oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation de ce substrat. Cette
définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro-
ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence
d’antioxydants dans tous les compartiments de 1’organisme, qu’ils soient

intracellulaires, membranaires ou extracellulaires (Cano ef al., 2006).

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante (« libre») en contenant un ou
plusieurs €lectrons célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confere

une grande réactivité donc une demi-vie trés courte. En effet, ce radical libre aura
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toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable
: il va donc se réduire en oxydant un autre compos¢ (Goudable et Favier, 1997).Les
mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygéne
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction

de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

1.6.2.1. Antioxydants de synthése et antioxydants naturels

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent
dérivés des antioxydants naturels (Lee et al, 2009). 1ls sont dotés de propriétés
antioxydantes anti radicalaires ou préventives pour leur utilisation dans les produits
alimentaires.

Pour une utilisation pratique, les antioxydants doivent remplir les conditions
suivantes : IIs ne doivent pas étre toxiques, ils doivent étre hautement actifs a des faibles
concentrations (0,01-0,02%) et doivent étre présents a la surface ou dans la phase grasse
de I’aliment (Bauer et al., 2010).

A noter que les antioxydants de synthése sont efficaces, mais leurs doses autorisées sont
largement limitées pour éviter tout probléme de toxicité. Les additifs antis oxygenes les

plus utilisés a travers le monde sont les :

e Produits de synthése le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne
(BHT), les gallates et le tert-butylhydroquinone (TBHQ). Le plus grand
avantage de ces derniers est li¢ a leur coit bas d’une part, leurs propriétés
chimiques et technologiques bien étudiées, qui satisfont dans la plupart des cas

la demande des producteurs (Petkov et al., 1984). Figure 21.

HO OH OH
(H3C)sC C(CHa)s C(CHs); C(CHs);
CHj OCH; OH
BHT BHA TBHQ

Figure 21 : Structures de BHT, BHA, TBHQ.

46



Synthese bibliographique

e Produits d’origine naturelle ou existant normalement dans certains aliments,

mais souvent produits par synthese : les tocophérols, 1’acide ascorbique et son

dérivé le palmitate d’ascorbyle, et I’acide citrique (Figure 22).

Acide ascorbique Tocophérol
OH o O @) HO
o J o
O(‘/\ T H I
/) \ 0 HO OH
HO OH OH
Palmitate d'ascorbyle Acide citrique

Figure 22 : structures d’acide ascorbique, tocophérol, palmitate d’ascorbyle et 1’acide

citrique.

1.6.2.2. Méthode d’évaluation de ’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits naturels est évaluée par de nombreuses
méthodes physicochimiques, (Decker et al., 2005 ; Chemat et al., 2007 ). Cependant
il n’existe pas de test universel. Tenant en compte la nature diversifiée des antioxydants,
ainsi que la complexité des processus d’oxydation, les valeurs de I’activité antioxydante
d’un composé différent d’un test a I’autre. Ce qui rend difficile une comparaison entre
les méthodes et par la suite une certaine standardisation. Il faut combiner les réponses
des tests susceptibles d’étre réalisés afin d’avoir une indication aussi précise que
possible sur la capacité antioxydante d’un échantillon. L’activité antioxydante peut étre

¢valuée soit par des méthodes directes en dosant des produits formés (les
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hydroperoxydes par exemple), soit par des méthodes indirectes ou 1’efficacité d’un
antioxydant est révélée en mesurant sa capacité a piéger des radicaux libres grace a

I’utilisation de sonde intermédiaire (Shahidi et Zhong, 2005).

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre de nombreuses méthodes
spectrométriques de détermination de I’activité antioxydante. Parmi les tests les plus
utilisés, nous présenterons ceux couramment cités et qui ont été utilisés au cours de
notre étude : la méthode au DPPHe (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl), et la méthode de
SR-TBA.

1.6.2.2.1. Evaluation de ’activité antioxydante en utilisant la méthode DPPH

Ce test permet de mettre en évidence d’une fagon simple la capacité anti

radicalaire d’un antioxydant.

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (capteur de proton) est un radical libre, stable au
cours du temps et largement utilisé pour évaluer I’activité antioxydante d’un composé
quelconque (Cotelle et al., 1996 ; Trouillas et al., 2003). Le radical DPPH en solution
est coloré¢ en violet. En présence d’antioxydant (donneurs de proton) ; le radical DPPH
est réduit en formant une liaison moléculaire stable (Figure 23). Le produit réduit
présente une coloration qui tire vers le jaune. On mesure a I’aide d’un spectrométre UV
a 517 nm, la diminution de coloration de la solution qui est proportionnelle a la quantité
d’antioxydant. L’activit¢ antioxydante de D’extrait est comparée a celle d’un

antioxydant de référence en termes d’équivalence ou en termes d’inhibition.

| ] C0
“x/i“\ Pt Ry ko ' ol
| |
N + X H=0 *H NH
OsN ] NOso — 0ol /LQ‘ MNOs
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I::IEN :t "N.Dz OzN i NO,
DPPH (radical capté) DPPH’(radical libre)

Figure 23 : Principe du test DPPH.

1.6.2.2.2. Evaluation de P’activité antioxydante par la méthode SR-TBA
(substance réactive avec I’acide thiobarbiturique)

Cette méthode est couramment utilisée pour doser les produits secondaires de
I’oxydation des lipides tels que les aldéhydes et par conséquent évaluer I’activité
antioxydante d’un composé¢ (Wang et al, 2002 ; Djenane et al., 2016). L’acide [-
thiobarbiturique (TBA) réagit avec le dialdéhyde malonique (MDA) Figure 24, pour
former un complexe de couleur rose détecté par spectroscopie UV-visible a 532 nm
(Ohkawa et al, 1979 ; Djenane et al, 2001,2002,2003). La diminution de
I’absorbance traduisant 1’inhibition de 1’oxydation peut étre observée sous 1’action des

antioxydants.

L’activité antioxydante est déterminée par le pourcentage d’inhibition de la
formation du MDA. La décomposition des produits primaires de 1’oxydation lipidique
produit des mélanges complexes comprenant des époxydes, des cétones, des
hydrocarbures et des aldéhydes saturés et insaturés tels que I’héxanal. C’est ainsi que
plusieurs mesures de ces produits finaux ont été utilisés dans le but d’évaluer la capacité
antioxydante. Par exemple I’indice d’anisidine a ét¢é couramment employé pour
mesurer la formation de 2-alcéne au cours de 1’oxydation des lipides. Les composés
comportant dans leurs structures des groupements carbonyles en incluant le pentanal,
et ’octa 3,5-dien-2-one semblent étre les principaux responsables du mauvais gotlt

associ¢ a la rancidit¢ dans plusieurs produits alimentaires (Corbo et al, 2000).
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L’hexanal est le produit final le plus abondant, et par conséquent le plus employé

comme marqueur de la propagation du processus d’oxydation lipidique.

oH
TEBA Malondialdehyde
l H.
S ™ ~OH HO N ~SH
N . N + 2 HLO

Chromogen

Figure 24 : Formation du complexe chromogéne par réaction de TBA et MDA

(Antolovich, 2002).

1.6.3. Toxicité des huiles essentielles

Bien que d’origine naturelle et leurs effets bénéfiques, les HEs les peuvent se révéler
dangereuses pour la santé et méme toxique. La majorité des huiles essentielles, a de trés
fortes doses, causent des effets toxiques (Hammer et Carson, 2011). Par leur
composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisées avec une
extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de trés graves dangers lors d'une
utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité
d'emploi de ces essences en absorption interne ou en application externe (Bernadet,
1983). Les huiles essentielles de Citrus sont photo-toxiques a cause des furocoumarines
qui sont photosensibilisantes. IIs provoquent une décoloration de la peau en un rouge
lors d’une application externe avec une exposition au soleil sous I’action des rayons

ultraviolets. Cependant, I’ingestion des huiles essentielles du Citrus limon extraites soit
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par hydrodistillation soit par expression a froid ne présente aucun risque de toxicité, ni

aigué ni chronique (Robert et Lobstein, 2005).

1.6.4. Application des huiles essentielles dans les industries alimentaires

Les HEs disposent de nombreux atouts. Elles sont utilisées, pendant de nombreux
siécles dans la plupart des civilisations, a des fins religieuses, cosmétiques et médicales.
Les HE des plantes sont largement utilisées dans la conservation des aliments (Djenane
et al, 2006). Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques
reconnues (Amarti, 2010 ; Schelz et al., 2010).

Dans ces derniéres années, une attention croissante est tirée vers I’exploration des
ressources naturelles a cause de la demande élevée des aliments sans additifs chimiques
synthétiques, les HEs par leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes sont

considérées le leader pour répondre a cette tendance (Wang et al., 2010a,b).

Les HEs peuvent servir d'additifs alimentaires ou d’agents de conservation qui
soutiennent la production, la transformation et maintiennent les propriétés
organoleptiques désirées. Elles peuvent assurer plusieurs fonctions dans l'industrie
alimentaire tel que I’amélioration de la valeur nutritive des aliments ; le maintien de la
salubrité¢ des aliments et I’appétibilité ; le contrdle d'acidité/alcalinité ; I’amélioration
de la saveur et la couleur (Foulk et al, 2002 ; Sacchetti et al., 2011). Ces agents
naturels viennent réduire ou remplacer les agents de conservation chimiques ou
synthétiques qui présentent des effets néfastes sur la santé (Viuda-Martos, 2009 ;
Miguel, 2010).

En effet, I’utilisation des antioxydants synthétiques tels que 1’hydroxytoluéne butilé
(BHT), ainsi que I’hydroxyanisole butilé (BHA) est suspectée a long terme d’effets
mutagenes et cancérigenes (Mimica-dukic, 2003 ; Burt, 2004 ; Olmedo et al., 2012).

1.7. Les ceufs
1.7.1. Définition des ceufs

La dénomination « ceufs » sans indication d’espéce animale est réservée aux
ceufs de poule ou espece Gallus domesticus. Lorsqu’il s’agit de I’ceuf d’une autre
espece d’oiseau, il est nécessaire de préciser I’espece (ceuf de cane, ceuf de ’oie, etc.).

Le terme ceuf concerne par ailleurs les ceufs propres a la consommation humaine, donc
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commercialisables et garantissant la totale innocuité quel que soit le mode de cuisson

(Sauveur, 1988).

1.7.2. Structure de I’ceuf

Dans I’ordre de leur dépot, les principales parties de I’ceuf sont :
- le jaune ou vitellus ;

-le blanc ou albumen ;

- les membranes coquilliéres qui délimitent la chambre a air ;

- et la coquille recouverte d’une cuticule (Figure 25).
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blanc liquide externe blastoderme

blanc épais membrane vitelline

blanc liquide interne latébre

. aune
couche chalazifére ‘

membrane
coquilliere interne

membrane
coquilliére externe

chambre a air
coquille

cuticule

Figure 25 : structure interne de I’ceuf (Sauveur, 1988).

L’ceuf ¢laboré par la poule est destiné a assurer la survie et le développement
d’un embryon dans ’enceinte close que constitue la coquille. Les barri¢res naturelles
de I’ceuf (Figure 25) sont la coquille, avec ses membranes externe et interne et le
blanc qui contient le lysozyme, de D’avidine et de 1’ovalbumine. Le lysozyme
inhibe la croissance des bactéries Gram+. L’avidine bloque la biotine qui est un
facteur de croissance nécessaire pour de nombreux micro- organismes. La conalbumine
complexe le fer et en prive ainsi les micro-organismes. Le pH élevé de ’ceuf entre
9,3 et 9,6 est aussi peu favorable a la croissance des micro-organismes (Nys et
Sauveur, 2004). Les micro-organismes qui pourraient contaminer les ceufs doivent
étre capables de traverser ces barrieres et ensuite de poursuivre leur croissance
a Dintérieur. La pénétration des micro-organismes dans la coquille est plus facile
quand la coquille est humide, car les pores de cette derniére permettent les
¢changes gazeux. Apres la ponte, la température de I’ceuf passe de 40 °C a 1la
température ambiante 25 °C, la différence de température crée une force de
succion qui permet 1’entrée des micro-organismes a ’intérieur. Si 1’ceuf n’est pas
proprement nettoy¢ et entreposé, la pénétration peut étre rapide et la détérioration

est alors possible (Gast et al., 2005a).
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1.7.3. Stockage des ceufs coquilles

D’aprés De Pury (1968), il est important de refroidir les ceufs justes apres la
pente, si possible a 10 °C pendant 24heures. Les ceufs devraient étre entreposés dans
des conditions qui limiteront le risque de maladie humaine en réduisant la possibilité
de contamination microbienne, chimique ou physique et en minimisant la propagation
excessive de pathogenes microbiens, les conditions d'entreposage devraient réduire au
minimum l'humidité sur la surface de la coquille (Commission codex alimentarius

CX/FH, 2002).

Les ceufs sont stockés dans des locaux climatisés (en général a 15 °C) ou en chambre
froide a 4 °C, selon la durée du stockage. Des bonnes conditions de stockage
(notamment températures basses et constantes, hygrométrie contrdlée, locaux
hygiéniques) sont essentielles pour limiter I’apport de microorganismes, la pénétration,

la migration et la multiplication des microorganismes dans I’ceuf (Baron et Jan, 2010).

D’aprés Copin et al. (1994) si la durée de stockage des ceufs avant cassage est
inférieure a 7 jours, il convient de maintenir une température inférieure a 13 °C ; au

dela de cette durée, une température proche de 7 °C est fortement préconisée.

1.7.4. Production des ccufs

Selon les estimations de la FAO (organisation des nations unies pour I’alimentation
et ’agriculture), la production d’ceufs de poules dans le monde a atteint 68,3 millions
de tonnes en 2013 (ITAVI, 2015). La Chine est le premier producteur mondial, suivie
de 1’Union européenne, des Etats-Unis, de I’Inde et du Japon. Au sein de I’Europe, c’est

la France qui est le majeur contributeur avec 14,8 milliards d’ceufs en 2013/ 2014.

Sur le plan international, la consommation moyenne d'ceufs était estimée par la FAO
a environ 145 ceufs par habitant et par an en 2009, soit autour de 8,9 kilos per capita
chaque année. En France la moyenne est de 216 ceufs par an entre 2012 et 2014 (Nau

et al., 2016).

La production algérienne d’ceufs s’est accrue par la forte demande en ceufs de
consommation suite au renchérissement du prix des viandes. Les investissements

consentis dans ce cadre ont permis d’obtenir des niveaux de consommation de 120 ceufs
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par habitant et par an (Felliachi, 2003). EN 2016 Les Algériens figurent parmi les plus
grands consommateurs d'ceufs, avec une moyenne de 300 ceufs par habitant et par an,

soit le double de la moyenne mondiale (communication orale MADR, 2016).

Selon les statistiques productions FAO 2014, I’ Algérie a produits 351512 tonne
d’ceufs en coquille en 2014 (FAOSTAT, 2014).

1.7.5. Valeur nutritionnelle de I’ceuf

L’ceuf est connu depuis toujours comme un aliment d’une valeur nutritionnelle
exceptionnelle pour ’homme, de par sa richesse en protéines d’excellente qualité
biologique, deux ceufs équivalent a 100g de viande. Cette caractéristique fait de 1’ceuf
un aliment plastique, indispensable au renouvellement cellulaire plus qu’un aliment

énergétique (Gast ef al., 2005b).

L'ceuf peut étre défini comme une source peu énergétique de protéines parfaitement
équilibrées et de lipides de trés bonne digestibilité, assurant par ailleurs 20 a 30 % du
besoin journalier de 'homme en de nombreux minéraux et vitamines (pour 100g d’ceuf)
Tableau 4 et S .I1 est cependant déficient en glucides, Calcium et vitamine C. Ces
qualités font de I'ceuf un aliment particulierement indiqué pour les populations sensibles
a 1'équilibre de leur ration enfants, personnes agées ou convalescentes. L'ceuf est enfin
le seul aliment d'origine animale capable d'étre conservé a I'état cru pendant une période

notable a température ambiante (Nys et Suveur, 2004).

L’ceuf présente 1’avantage d’€tre un aliment peu onéreux, sir, qui ne souffre d’aucun
interdit culturel ou religieux. Cependant son image nutritionnelle est sujette a croyance
et polémique aupres du grand public. Source de protéines , lipides de qualité, d’acides
gras essentiels, de vitamines et minéraux biodisponibles, la perception du risque
cardiovasculaire lui reste néanmoins et injustement associée, 1’ceuf est un aliment de

choix (Nau et al., 2016).

La composition globale de 1’ceuf a été plusieurs fois décrite par plusieurs hauteurs
(Bourgeois et al., 1994 ; Nys et Sauveur , 2004 ; Seuss-Baum, 2007). En moyenne,
I’ceuf est composé de 60% de blanc (solution saline comprenant 11% de protéines),
30% de jaune (50% d’eau, 16% de protéines et 34% de lipides) et 10% de coquille (Nau
et al., 2010). L’ceuf entier (sans coquille) contient en moyenne 75% d’eau, 12,5% de

protéines et de 10 a 11% de lipides. Les constituants comestibles majeurs de 1’ceuf sont
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rapportés (Tableau 4 et 5), pour 100 g de produit consommable. Ils sont considérés
comme relativement stables et sont modulés principalement par la proportion de blanc
et de jaune dans 1’ceuf, proportion elle-méme dépendante de I’origine génétique mais
surtout de 1’age de la poule et, pour un age donné, du poids de I’ceuf. Cette variabilité
physiologique de la proportion blanc/ jaune explique probablement une part des écarts
observés entre données publiées par les pays européens ; mais il est probable que la
diversité des méthodes analytiques employées pour quantifier les différents nutriments
explique une autre part de ces écarts Un échantillon «d'ceuf standard» devrait étre défini
sur la base d’une proportion moyenne de blanc et de jaune, ce qui n’est
malheureusement jamais indiqué dans les tables de composition actuellement
disponibles. La comparaison des tableaux établis dans les différents pays fait aussi
ressortir une variabilité plus importante des constituants mineurs, ce qui est en accord
avec 1’observation classique selon laquelle il est possible de faire varier de maniere
importante leur teneur dans 1’ceuf par modification de I’alimentation de la poule

pondeuse (Bouvarel et al., 2010).
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Tableau 4 : Composition moyenne de 1’oeuf (par 100 g ; oeuf sans coquille), d’aprées
Suveur, 1988; Gittins et Overfield, 1991 ; Blum et Suveur, 1996 ; Yamamoto et
al.,1997) Cité par (Nys et Suveur, 2004).

Nutriments Blanc |Jaune |@Euf (COZ)(Z) ANC® 1133(% ceuf %
Proportion part comestible ) 60 30,7 90,7
Eau (g) 88,6 49 74,4 1,2
Calories (Kcal) 47 364 154 2700 6
Protéines (g) 10,6 16,1 12,3 4,7 42 29
Glucides (g) 0,8 0,5 0,7
Cendres (g) 0,5 1,6 0,9 4,6
Lipides (g) 0,1 34,5 11,9 6,9
Triglycérides (g) 22,9 7,7
Phospholipides (g) 10 3,4
Acides gras saturés (g) 13 4,4
16 :0 acide palmitique 7,3 2,5 21,4 19.5 22,5
18 :0 acide stéarique 2,5 0,86 23
Acides gras insaturés (g) 20,7 7 49,5 14
16 :1-acide palmitoléique 1,1 0,4 30,4
18 :1- acide oléique 12 4,1 18
18 :2- acide linoléique (n-6) 3.6 1,25 40 10 12,5
18 :3-acide linolénique (n-3) 0,12 0,04 2 2
20 :4-acide arachidonique (n-6,
AA) que ( 0,6 0,2
20 :5-acide eicosapentaénoique
(n-3) 0 0
22 :6-acide docosahéxaénoique 0.4 0.15 0.12 125
(n-3)
Cholestérol (g) 0 1,2 0,42 9,5
Lécithine (Phosphatidylcholine) 72 2.3
(2
Céphaline
(plfosphatit()%l)éthanolamine) 1.4 0,46
Acide aminés indispensables, mg
Histidine mg/j
Isoleucine 240 410 290 840 34
Leucine 560 870 660 1400 47
Lysine 880 1390 1040 2400 44
Méthionine+cystine 660 1170 820 2450 33
Phénylalanine+tyrosine 670 660 640 1400 45
Thréonine 1020 1420 1150 2240 51
Tryptophane 470 850 590 1120 52
Valine 170 240 190 280 68

(1)  uf'sans coquille.

(2)  Coefficient de variation, Gittins et Overfield 1991.

(3) ANC, recommandations journaliéres pour [ 'homme adulte, mdle de 70 kg (Martin et al., 2001).
(4)  Par rapport a ['ceuf entier (avec coquille).
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Tableau 5 : composition moyenne de I’ceuf (100g de produit frais) en vitamines et minéraux et
couverture de besoin de I’homme adulte (Nys et Suveur, 2004).

Nutriments Blanc/100g | Jaune/100g | (Euf entier CVD (%) | ANC® | 100g ceuf
/100g frais % ANC

Minéraux (mg/100g) 500 1600 700
Sodium 155 50 120 8-11 7000 2
Chlore 175 162 172 5000 3
Potassium 140 100 125 8-11 600 21
Calcium 8 133 50 8-11 900 5,5
Phosphore 18 530 193 8-11 750 26
Fer 0,1 4,8 1,7 12 9 19
Magnésium 10 15 12 350 3
Soufre 163 165 164 18
Zinc 0,12 3.9 1,3 28 9-14 11
Cuivre 0,02 0,14 0,06 40 2 3
Manganese 0,007 0,11 0,04 28 1-2,5 2
Iode 0,003 0,14 0,05 0,15 33
Vitamines (pg/100g)
Acide Ascorbique 0 0 0 110000 0
A, Rétinol Equivalent 0 450 150 37 800 19
D 0 4,5 1,5 95 5 30
E 0 3600 1300 46 12000 11
Thiamine B1 10 250 91 17 1300 7
Riboflavine B2 430 480 447 21 1600 28
Niacine B3 90 60 79 14000 0,6
Biotine B8 7 60 25 50 50
Vitamine B6 10 370 138 1800 8
Vitamine B12 0,1 2,8 1 45 2,4 41
Acide folique B9 12 140 60 35 330 18
Acide pantothénique B5 250 4500 1700 32 5000 34

(1) Coefficient de variation, Gittins et Overfield 1991.
(2)  ANC, recommandations journaliéres pour [’homme adulte, mdle de 70 kg (Martin et al., 2001).
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1.7.6. Les ovoproduits

1.7.6.1. Définition des ovoproduits

De tout temps, dans 1’alimentation humaine, 1’ceuf a occupé et occupe encore
une place importante tant sur le plan nutritionnel qu’économique. Grace aux nouvelles

technologies, une filiére industrielle est apparue, celle des ovoproduits.

Ce terme désigne les produits obtenus a partir de tout ou partie de 1’ceuf apres
¢limination des coquilles et des membranes (Figure 26). L’essentiel des ovoproduits
résulte de procédés industriels faisant intervenir a minima une étape de cassage, avec
¢ventuellement séparation du blanc et du jaune, une filtration et une pasteurisation avant
conditionnement ; ils peuvent ¢également étre formulés (rajout de: sels, sucre,
texturants,....), restauration hors domicile, pour lesquels ils permettent une facilité
d’emploi et de stockage et une garantie sanitaire. Mais il existe également toute une
gamme d’ovoproduits cuisinés (ceufs durs, omelettes, ceufs pochés. . .) a destination du

consommateur, soit directement, soit via la restauration collective (Nau et al., 2016).

Quand on parle des ovoproduits des ceufs, la coquille et les membranes sont alors
enlevées. Durant les étapes de préparation (Figure 26), les ceufs liquides sont
sujets aux contaminations provenant des micro-organismes présents sur la coquille,
sur les équipements, sur les mains et les vétements des manipulateurs, dans les

ingrédients ajoutés et dans I’emballage final.
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Production et stockage des ceufs

i

Lavage et decontamination
des coquilles

Sous-produits

[\

Cassage I

(Eufs liquides entiers

Separation des Blanc et jaunes

\

Filtration

4

Traitements thermiques (pasteurisation,
séchage ....) ou autre traitements (ionisation,
ajout des additifs, sucre, sel.....)

J

Refroidissement

U

Conditionnement

4

Stockage et commercialisation

Figure 26: Diagramme de fabrication des ovoproduits selon (Copin et al., 1994 ; Galet et al.,

2010).
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Les ceufs sont aussi transformés pour prolonger leur conservation et faciliter leur
utilisation dans les industries alimentaires. C’est ainsi que [’utilisation des ceufs
liquides pasteurisés, frais ou congelés et déshydratés facilite la manutention

entraine des économies de temps et d’argent.

L'ovoproduit est une denrée alimentaire composée par I'ceuf en partie ou en totalité,
(glucides, lysosyme) ou additionné d'ingrédients tels que sucre, sel, conservateurs,
anticoagulant, et enfin commercialisé sous forme de denrée réfrigérée, congelée ou
déshydratée , ...... ayant subi une pasteurisation. Les ovoproduits font passer 1’ceuf
de I’état coquille a 1’état transformé, selon des normes trés strictes d’hygiéne et de

sécurité.

1.7.6.2. Les ovoproduits liquides

On peut distinguer 5 types de produits issus de 1’opération de cassage (Figure 26):
les 3 ovoproduits & proprement parler, c’est-a-dire le blanc d’ceuf liquide, le jaune
d’ceuf liquide et I’ceuf entier liquide, et deux sous-produits que sont les coquilles et les
ovoproduits non utilisables pour la consommation humaine. Les ovoproduits subissent
différentes opérations de séparation, de transformation et/ou de stabilisation, en
fonction de leur destination : pasteurisation, sucrage, salage, congélation,
concentration, séchage. Ces opérations ont un effet stabilisant, soit par destruction, soit
par inhibition du développement des microorganismes présents.

Dans [D’industrie des ovoproduits, la destruction des microorganismes est
essentiellement réalisée par traitement thermique. Les traitements généralement
appliqués en France sont de I’ordre de 65 a 68 °C pendant 5 a 6 min pour I’entier et le
jaune. Pour le blanc liquide, le traitement est beaucoup plus faible, de I’ordre de 55 a
57 °C pendant 2 a 5 min, en raison de la trés grande thermosensibilité des protéines.
Ces barémes permettent des niveaux de destruction satisfaisants pour les flores
végétatives, mais sont inefficaces sur les flores thermorésistantes et notamment les

formes sporulées (Baron et Jan, 2010).

1.7.6.2.1. L’ ceuf entier liquide (OEL)

On appelle OEL le mélange de blanc d’ceuf et de jaune d’ceuf. Si les proportions

naturellement présentes dans 1’ceuf coquille sont respectées, on obtient une teneur en
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maticre seéche variant de 23 a 25%. Cependant, par le biais de I’enrichissement en blanc
ou en jaune, on peut obtenir toute une gamme de teneurs en maticres séche adaptées
aux différentes utilisations possibles de ces ovoproduits.

Le pH de I’ceuf entier a 24% de maticre séche peut varier de 7,0 a 7,6 selon 1’age de
I’ceuf et les conditions dans lesquelles il a été stocké avant cassage (température
notamment).Comme pour le blanc d’ceuf, le pH est en effet fonction de la qualité de

dioxyde de carbone CO; au moment du cassage.

La Date limite de consommation (DLC) a +4 °C, fixée a 5 jour pour I’ceuf entier liquide
nature pasteurisé (24% de matiére séche), peut aller jusqu’a a 12 jours pour I’entier salé

a 4% et 1 an pour I’entier sucré a 50% (Copin et al., 1994).

1.7.6.2.2. Le blanc d’ceuf liquide (BOL)

Apres cassage et séparations du jaune on obtient le blanc liquide, la teneur en maticre
séche du BOL est habituellement trés proche de 12%. Le seul moyen de modifier ce
taux est de « sélectionner » la matiére premicre, a savoir les ceufs coquille, et méme
dans ce cas la variation obtenue ne pourra jamais €tre supérieure a 1%. Les ceufs ayant
perdu beaucoup de leur contenu en eau (c.a.d. les ceufs présentant une « chambre a air »
importante) et les petits ceufs de début de ponte sont ceux qui offrent les teneurs en
maticre séche les plus élevées dans le blanc. En revanche, des ceufs frais de poules plus
agés donneront des teneurs en matieres seche plus faibles. De méme, des périodes de
grande chaleur peuvent étre a I’origine d’une baisse de la teneur en matiere seche du

blanc d’ceuf.

Le pH du blanc d’ceuf peut varier de 7,6 a 9,3, mais est plus communément situé entre
8,4 et 9,2, sachant par ailleurs que le blanc d’ceuf est habituellement commercialisé a
pH de 9,0 2 9,1. Ces variations sont en fait directement liées a la quantité de CO2 perdu
par I’ceuf, cette perte étant elle-méme dépendante de la température de 1’ceuf et de la

quantité de dioxyde de carbone présent dans son environnement (Copin et al., 1994).

1.7.6.2.3. Le jaune d’ceuf liquide (JOL)

Apres la séparation du blanc on récupere le jaune liquide, Le jaune d’ceuf obtenu par
cassage manuel d’une teneur en matiére séche comprise entre 51,8 et 52%, et ce de
facon trés constante. L’age de 1’ceuf, c’est-a-dire la quantité d’eau ayant migré du blanc

vers le jaune, est le seul facteur affectant significativement la teneur initiale en matiére
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seche du jaune. En revanche, la teneur en matiere seche du jaune d’ceuf issu d’une
machine a casser est toujours inférieure a cette valeur et peut varier de 42 a 48% selon
le matériel et sa cadence d’utilisation, 1’age et la taille de 1’ceuf. Toutefois, la plupart du

jaune d’ceuf est commercialisé apres standardisation a 43-44% de matiére seche.

Le pH du jaune d’ceuf pur est environ de 6,0 et ne change que trés peu au cours du
vieillissement de I’ceuf coquille, car il contient trés peu de CO». Le jaune d’ceuf obtenu
industriellement, et qui contient de ce fait un peu de blanc d’ceuf, présente un pH

légérement supérieure, voisin de 6,5 lorsque la teneur en matiere séche est de 44%

La couleur du jaune d’ceuf peut constituer un critére de commercialisation dont il faudra
s’assurer la maitrise par le tri des élevages d’origine et de I’alimentation qu’ils utilisent

(Copin et al., 1994).

1.7.7. Microbiologie des ceufs

Les ceufs sont habituellement considérés stériles a l'intérieur de la coquille, & moins
que l'animal ne soit malade. Le contenu de 1'ceuf est protégé par la coquille, par les
membranes protectrices a l'intérieur de 1'ceuf et par des inhibiteurs chimiques dans
I'albumen de I'ceuf, ils disposent d’un arsenal remarquable de défenses destinées a
préserver I’embryon de toute invasion microbienne au cours de son développement,
mais il peut toutefois étre contaminé par une flore diversifiée contenant des
microorganismes d'altération et parfois pathogeénes (Burley, 1990 : Baron et Jan,

2010).

Apres cassage, les ovoproduits subissent différentes opérations de séparation, de
transformation et/ou de stabilisation, en fonction de leur destination : pasteurisation,
sucrage, salage, congélation, concentration, séchage. Ces opérations ont un effet
stabilisant, soit par destruction, soit par inhibition du développement des

microorganismes présents.

Les micro-organismes qui pourraient contaminer les ceufs doivent étre capables de
traverser ces barrieres et ensuite de poursuivre leur croissance a l'intérieur. La
pénétration des micro-organismes dans la coquille est plus facile quand la coquille est
humide, car les pores de la coquille permettent les échanges gazeux. Apres la ponte, la

température de 1'ceuf passe de 40 °C a la température ambiante, la différence de
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température crée une force de succion qui permet l'entrée des microorganismes a
l'intérieur. Si l'ceuf n'est pas proprement nettoyé et entreposé€, la pénétration peut étre

rapide et la détérioration est alors possible (Messens et al., 2005).

Durant les étapes de préparation, les ceufs liquides sont sujets aux contaminations
provenant des micro-organismes présents sur la coquille, sur les équipements, sur les
mains et les vétements des manipulateurs, dans les ingrédients ajoutés et dans
I'emballage final. Les analyses microbiologiques faites sur des coquilles d'ceuf ont
révélé la présence de moisissures : Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Rhizopus
et Mucor, de levures: Rhodotorula, et de bactéries: Pseudomonas, Micrococcus,
Bacillus, Proteus, Alcaligenes, Flavobacterium, Citrobacter, Escherichia, Enterobacter,
Salmonella (Humphrey et al., 1994 ; Okamura et al., 2001; De Reu et al.,2006 ; Gast
et al., 2007). La pourriture noire des ceufs se retrouve dans les ceufs entreposés a 20 °C.
Elle est causée par Proteus et Aeromonas, ayant réussi a pénétrer par la force de succion.
En plus du noircissement, il y a formation d'un gaz le sulfure d'hydrogene (H»S), qui a
une odeur de putréfaction. La pourriture blanche des ceufs est due a Citrobacter,
Salmonella et Alcaligenes, dont la croissance rend le blanc terne et incolore.
Pseudomonas fluorescens laisse 1'ceuf plutdt blanchatre avec production d’acidité ; sa
détection est faite par la fluorescence de l'intérieur de 1'ceuf. La formation d'une
décoloration rougeatre de I'ceuf est causée par Serratia marcescens et elle est
accompagnée d'une odeur de putréfaction. La pourriture blanche est causée par
Citrobacter et Proteus vulgaris, le jaune devient épais et il y a des pigments vert-olive
qui apparaissent ; le blanc devient d'une couleur orangée. Une fois que la coquille de
I';euf est cassée, il peut se produire d'autres types de défauts causés par les micro-
organismes décrits plus haut comme des odeurs désagréables, le développement
d'acidité et la putréfaction. Malgré tout, 1'ceuf peut se protéger contre l'invasion de
certains micro-organismes ; en effet, a I'intérieur se retrouve une enzyme, le lysozyme,
qui peut détruire la paroi cellulaire de certains micro-organismes qui ont su franchir les

barriéres naturelles de 1'ceuf (Nau et al., 2003).

1.7.7.1. Les bactéries psychrotrophes

La conservation des denrées alimentaires par 1’emploi de la technique de la
réfrigération connait un important essor, notamment dans le domaine des plats cuisinés,

au détriment des procédés de congélation et surtout d’appertisation. L’intérét de la
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réfrigération est de ne pas induire de modification organoleptique des produits
alimentaires, alors que les autres procédés physiques ne conservent pas toujours aux
denrées un aspect de produits frais. L’amélioration constante des performances
techniques des moyens frigorifiques de transport et d’entreposage, ainsi que la mise au
point de techniques nouvelles d’¢élaboration et de conditionnement des produits ont
favorisé la commercialisation de produits réfrigérés dont la durée de conservation peut
atteindre plusieurs semaines voire plusieurs mois. Cette évolution technologique fait
actuellement 1'objet d'une large remise en cause. La recherche d’une conservation tres
prolongée des produits contribue a réaliser la sélection de flores microbiennes

spécifiques, qualifiées de psychrotrophes.

1.7.7.1.1. Définition des bactéries psychrotrophes

Les bactéries psychrotrophes sont définies sur la base de leurs caractéristiques
spécifiques en matiere de thermosensibilit¢ (Tableau 6). Elles sont définies par leur
aptitude a se développer a des températures inférieures a +7 °C et caractérisées par une
croissance permettant la production de colonies sur gélose a 7 °C en 10 jours. Agents
de toxi-infections alimentaires ou d'altération de la qualité marchande des denrées, elles
constituent un facteur limitant la conservation des produits réfrigérés (Bornert, 2000 ;
Branger, 2007).

La maitrise de ce type de flore passe principalement par une amélioration des
performances des moyens frigorifiques, permettant de garantir une réfrigération des
denrées entre 0 °C et +2 °C, ainsi que par une validation de la durée de vie des produits

alimentaires sur la base d'études scientifiques adaptées (Bornert, 2000).

Tableau 6 : Bactéries et température de croissance (LEYRAL et VIERLING 1997).

Groupe Température Température Température
Minimale Optimale Maximale
Psychrotrophes 0as°C 25a35°C 37°C

Indépendamment de ces considérations relatives a la température optimale de
croissance, il est d'usage de qualifier de psychrotrophes les micro-organismes qui
conservent une activité notable a des températures inférieures ou égales a+7 °C

(Rozier, 1995 ; Catteau, 1999).Selon cette définition, les bactéries psychrophiles
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appartiennent aussi au groupe des psychrotrophes, mais en pratique les principales
bactéries psychrotrophes d’intérét alimentaire sont mésophiles. Il faut noter que le
monde des micro-organismes psychrotrophes ne se limite pas aux seules bactéries. On
rencontre aussi un nombre trés important d’espeéces de micromycetes, agents de
I’altération au froid des denrées alimentaires.

A des températures proches de 0 °C, les micro-organismes subissent des désordres
métaboliques et des 1ésions cellulaires pouvant étre importants. Cet état physiologique
de "stress froid" (Druesne, 1996b) est principalement la conséquence d'une
fragilisation des liaisons hydrophobes, induite par la réfrigération. Il en résulte une perte
de fonctionnalité des protéines enzymatiques, par modification de leur conformation
dans I’espace. La structure quaternaire est profondément modifiée, avec une
dissociation des complexes polymériques. L’assemblage des ribosomes est inhibé, ce
qui provoque une diminution des syntheses protéiques. La fluidité des membranes est
réduite et I’ensemble des fonctions membranaires telles que le transport des ions ou des
nutriments s’en trouve affecté¢ (Gounot ,1991). Les bactéries psychrotrophes possedent
une relative capacité de résistance au «stress froid», mettant en jeu des mécanismes
dont les principaux sont la synthése d’enzymes adaptées a fonctionner a basse
température, 1’adaptation de la composition des membranes en acides gras insaturés et

la synthése de protéines «de choc thermique» (Gounot, 1991 et Druesne , 1996a).

Des écarts trés faibles de température peuvent avoir une incidence notable sur
I’activité de la flore psychrotrophe. Ainsi, si une température de +2 °C exerce un effet
inhibiteur trés net, une activité bactérienne trés significative peut étre constatée des +4
°C. Il faut aussi noter que les différentes capacités métaboliques ne subissent pas toutes
une inhibition identique. Ainsi, a +4 °C, les Pseudomonas ont une croissance lente mais
présentent une importante activité de synthése d’enzymes qui réalisent 1’hydrolyse du

substrat alimentaire (Bourgeois et al.,. 1996).

Les bactéries psychrotrophes présentent une sensibilité particuliére au stress
«chaudy», caractérisée en particulier par une température maximale de croissance
inférieure a +45°C et une température létale inférieure a +50 °C. On peut ainsi citer les
températures limites de croissance suivantes : +35 °C pour Acinetobacter, +40 °C pour
Alcaligenes,  +43 °C pour Pseudomonas et +45 °C pour Listeria monocytogenes
(Larpent, 1995).
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En ce qui concerne I’influence du pH, il faut noter que la plupart des bactéries
psychrotrophes sont neutrophiles. Seules font exception a cette régle les bactéries
lactiques et Listeria monocytogenes qui tolérent des pH acides jusqu’a une valeur limite
de 5 (Larpent, 1995).Le genre Pseudomonas est trés exigeant en eau libre et ne se
développe bien que pour des valeurs d’activité de l'eau (aw) supérieures a 0,98
(Bourgeois et al.,. 1996).Au contraire, Listeria monocytogenes résiste a des conditions
hostiles. Elle tolére jusqu’a 10% de chlorure de sodium (Larpent, 1995) et son aw
limite de croissance est de 0,86.

Il faut enfin retenir la forte production de bactériocines (antibiotique naturel) par les

lactobacilles, qui intervient dans les phénomenes de compétitions bactériennes.

Baron et al. (2007) ont étudié¢ le comportement, dans de ’OEL, d’une souche
psychrotrophes appartenant au groupe Bacillus cereus isolée d’un lot d’OEL altéré. La
population bactérienne augmente de 2 unités logarithmiques apres 7 jours a 8 °C et 14
jours a 6 °C, contre 4,5 unités logarithmiques a 10 °C en moins de 7 jours. En revanche,

aucun développement n’est observé a 4 °C.

1.7.7.1.2. Influence des bactéries psychrotrophes sur la conservation des denrées
alimentaires

De nombreux types d’altérations des denrées dues a I’action de bactéries
psychrotrophes ont été décrits. Ils sont le résultat de I’activité d’enzymes microbiennes
exocellulaires et affectent, selon les cas, la consistance, la couleur, 1’aspect, 1’odeur et

la saveur du produit.

Exemple pour les bactéries du groupe Bacillus cereus qui occupent une place de
premier plan parmi les micro-organismes préjudiciables a la filiére ovoproduits en
raison de leur ubiquité et de leur capacité a résister sous forme de spore aux barémes
de pasteurisation pratiqués dans les industries (Payne ef al., 1979). De plus, certaines
souches de ce groupe sont psychrotrophes et peuvent se développer au cours du
stockage des ovoproduits a faible température (Andersson et al., 1995). Or, le danger
engendré par ce groupe de bactéries est de deux natures : elles ont la capacité¢ de

produire des enzymes et des toxines, respectivement susceptibles d’altérer la qualité
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des produits, et d’engendrer des possibilités de maladie alimentaire (Granum et al.,

1996).

a) Protéolyse et lipolyse

La protéolyse conduit a la formation d’acides aminés libres puis de produits de leur
décarboxylation ou de leur désamination. Les amines volatiles et I’ammoniac formés
sont a I'origine d’odeurs et de saveurs désagréables et exceptionnellement d’une
toxicité¢ de l'aliment. Ce type de métabolisme est rencontré en particulier chez les
bactéries des genres Pseudomonas, Shewanella, Alcaligenes, Acinetobacter et
Flavobacterium, mais aussi chez les Lactobacillus, Micrococcus, Bacillus et les
entérobactéries. A 1’exception des lactobacilles, ces différentes bactéries se
caractérisent aussi par une activité lipolytique importante. La lipolyse conduit a la
libération d’acides gras libres. Elle modifie les propriétés technologiques et gustatives
des graisses, avec apparition du goit de rance, et favorise le phénomene d’oxydation
des acides gras insaturés en méthylcétones. Si de nombreuses bactéries psychrotrophes
sont treés facilement détruites lors d’un traitement par la chaleur, les lipases et surtout
les protéases sont pour la plupart beaucoup plus thermorésistantes. Certaines résistent
quelques dizaines de secondes a des températures de +140 a +150 °C et ne seront donc

pas détruites, par exemple, lors de la stérilisation du lait (Mahieu, 1984).
b) Autres types d'altérations
Parmi les autres types d’altérations, on peut aussi citer (Bornert, 2000) ;

- les modifications de la consistance du produit, notamment par production
d’exopolysaccharides a 1’origine par exemple d’une consistance filante des laits décrite

avec les genres Micrococcus et Alcaligenes ;

- les phénomenes d’acidification, par fermentation des sucres, activité caractéristique
du groupe des bactéries lactiques, soit les genres Lactobacillus, Carnobacterium,
Pediococcus, Leuconostoc et Lactococcus. Lors de processus hétérofermentaire, la
formation de gaz, d’aldéhydes et de cétones est a I’origine de modifications du gott et

de I’odeur du produit.

- I’apparition de colorations, d'odeurs et de saveurs anormales dont quelques exemples

figurent dans le Tableau 7.
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Au plan macroscopique, le type d’altération observé varie, d’un produit a un autre, en
fonction de la nature et de I’importance de la contamination microbiologique initiale et
des conditions écologiques offertes a cette flore, du fait de la composition de la denrée

: aw, nature des principaux constituants, pH, potentiel d'oxydoréduction...

De ce fait, certains produits alimentaires réfrigérés ne constituent pas, par nature, un
substrat favorable a la croissance des bactéries psychrotrophes, en particulier les laits
fermentés. Pour ces produits, les agents d’altérations seront alors non pas des bactéries
mais des micromycetes beaucoup plus tolérants a des conditions extrémes

d’environnement telles que I'acidité des yaourts.

Tableau 7 : Exemples d'altérations des denrées par des bactéries psychrotrophes (Bornert,

2000).

Produit concerné Modification constaté Agent
Lait Coloration bleu Pseudomonas aeruginosa
Beurre Couleur verte Pseudomonas fluorescens
Toutes denrées Amertume Pseudomonas fluorescens
Enterococcus faecalis
Toutes denrées Gout fruité (« de fraise ») Pseudomonas fragi
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II. MATERIELS ET METHODES
I1.1. Matériel végétal

Nous avons réalis¢ un échantillonnage sur les agrumes cultivés a la Station
Expérimentale dépendant de I’Institut des Techniques d’Arboriculture Fruiticre de
Boufarik (ITAF). En fonction de leurs critéres botaniques mais également de leur intérét

¢conomique, nous avons sélectionné la variété d’agrume siuivante :

Espece : Citrus sinensis (L.) Osbeck.
Variété : Valencia Late

Dénomination usuelle du fruit : Orange douce

11.2. Extraction des huiles essentielles

I1.2.1. L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM)

Les extractions sans solvant assistées par micro-ondes ont ¢té réalisées dans un
four micro-ondes ménager puis validées avec le four micro-ondes de laboratoire Dry
Dist commercialisé par la société Milestone (Italie). Les deux fours ont les mémes
caractéristiques :

e Cavité multimode
e Fréquence de 2450 MHz
e  Magnétrons délivrant une puissance maximale de 800 W

Le montage ¢laboré est présenté dans la Figure 27. Il est constitué d’un réacteur
placé dans I’enceinte du four micro-ondes surmonté d’une colonne assurant la liaison
avec la partie du montage située a I’extérieur de la cavité du four. Le systéme de
condensation des « vapeurs aromatiques » est composé d’un réfrigérant a boules,
relativement long orienté verticalement afin de respecter 1’orientation initiale du flux
de vapeur provenant du réacteur, d’assurer une condensation maximale des vapeurs
saturées en molécules aromatiques et d’obtenir un condensat le moins chaud possible
pour éviter une dégradation thermique éventuelle des molécules aromatiques.
L’orientation verticale du réfrigérant a nécessité de placer le retour du pié¢gé de vapeur
directement a la sortie du four situé¢ entre le réfrigérant et le réacteur. Elle permet au

mélange « vapeur d’eau — huile essentielle » de se diriger vers le réfrigérant afin d’étre
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condens¢ avant d’€tre piégé, puis de se diriger vers I’essencier équipé du systeme de
cohobation.

Le protocole expérimental de I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes
s’articule autour de trois points importants :

e la qualité de la maticre végétale traitée,

e la puissance micro-ondes appliquée,

e la durée totale de I’extraction.

La quantité¢ de matiere végétale a été fixée de manicre a obtenir une quantité
d’huile essentielle suffisante pour une séparation par simple décantation, le but de ce

protocole étant d’éviter I’usage de solvant organique afin d’obtenir le produit le plus «
propre » possible.
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Pour les variétés d’agrumes étudiées, le protocole expérimental est identique :
200g d’écorces rapées fraiches a I’aide d’un robot électrique sont introduites, sans ajout
d’eau ni de solvant organique, dans un réacteur de type ballon d’une contenance de 500

ml placé dans la cavité multimode du four micro-ondes présenté dans la Figure 27.

Condenzeur

Huls ezszentielles  _

Phaze aogueuse

Eszzancier mumi d'un svetéme de cohobation

Four 2 microondes

L1
L1 ]
L1

Flacon d’achantilion - H

hiatérie] vézstale

Figure 27 : Schéma du montage expérimental de 1’extraction sans solvant
assistée par micro-ondes.

La durée de I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes a été fixée apres
les observations de la cinétique d’extraction de I’huile essentielle. Il est apparu qu’aprés
trente minutes d’extraction, 1’huile essentielle est pratiquement extraite et le flavedo
vidé de ses essences. La durée totale d’une extraction sans solvant assistée par micro-
ondes a donc été fixée a dix minutes comprenant I’étape de chauffage comme

I’indique le Tableau 8.

Grace au systeme de cohobation, le taux d’humidité au sein du ballon reste constant
tout au long de I’extraction. La température initiale au sein du réacteur est voisine de la
température ambiante du laboratoire soit 20 °C. Par la suite, grace au chauffage, la

température de la matrice augmente jusqu’a atteindre la température d’ébullition de
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I’eau 100°C. Les expériences d’extraction sans solvant assistée par micro-ondes
menées lors de ce travail sont exclusivement réalisées a pression atmosphérique.
L’huile essentielle obtenue est séparée de 1’eau par simple décantation. Aucun solvant

organique n’est utilis¢ au cours de ce protocole.

L’huile essentielle est au préalable placée sur desséchant de type sulfate de
sodium (Naz SOg), afin d’éliminer toute trace éventuelle d’eau, puis pesée afin de
calculer le rendement de 1’extraction par rapport a la masse du fruit entier. Les huiles
essentielles sont conservées au réfrigérateur a 1’abri de la lumicre et a une température

de 4 °C.

La puissance micro-ondes appliquée lors de 1’extraction sans solvant assistée
par chauffage micro-ondes est obligatoirement fonction de la quantit¢ de matiere
végétale a traiter. Ainsi nous parlerons plutot de densité de puissance avec cependant
une puissance limite applicable de 1000 Watts compte tenu des parametres fournis par
le constructeur. Cette grandeur représente la quantité de puissance appliquée en Watts
par kilogramme de matériel végétal traité, sachant que 1’extraction d’un point de vue
thermique se déroule en deux parties : la premiere étant consacrée au chauffage
proprement dit et ou la température doit atteindre le palier de 100 °C (température
d’¢ébullition de I’eau), la seconde étant dévolue a I’extraction se déroulant al00°C

température de distillation des molécules organiques aromatiques.

A la suite de multiples expériences préliminaires sur les écorces des variétés

étudiées, tous ces parametres ont été fixés (Tableau 8).

73



Materiel et Méthodes

Tableau 8 : Conditions opératoires de ’ESSAM.

Type de végétales variétés de Citrus (écorces)

Masse initiale (g) 200

Pourcentage d’humidité (%) 95

Réacteur De type ballon, contenance de 500 ml
Puissance MO (W) 800

Durée totale de I’extraction (min) 10

Séparation par simple décantation sans ajout de solvant
Séchage sur Na; SO4 anhydre

Pesée sur balance de précision : Analytical Plus
OHAUS

Rendement (%) masse huile essentielle / Masse du fruit entier
Conservation a I’abri de la lumiére, a une température de 4 °C
Analyse CG CG/SM

I1.2.2. L’extraction par hydrodistillation (HD)

L’extraction par hydrodistillation a été réalisée par un appareil de Clevenger
modifié (Clevenger, 1928) a pression atmosphérique. Le schéma du montage utilisé est
présenté dans la Figure 28. Afin de mettre en place un protocole applicable aux variétés
choisies et d’optimiser les rendements de I’extraction tout en conservant la qualité de
I’huile essentielle, plusieurs expériences préliminaires ont ét¢ menées. La charge de
matiere végétale traitée, la durée de I’hydrodistillation, ainsi que la quantité d’eau a
utiliser sont les paramétres qui ont été optimisés au fil des expériences dans le but de

trouver le meilleur compromis.

Pratiquement, pour chaque variété étudi¢e (Tableau 9), 200g d’écorces rapées
et fraiche sont introduits dans le ballon, accompagnés de 2 litre d’eau distillée, puis

chauffés pendant 3 heures aprés obtention de la premicre goutte d’huile essentielle.
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Grace au systéme de cohobation, la quantité d’eau au sein du ballon est quasiment la
méme tout au long de la distillation. L’huile obtenue est séparée de I’eau par simple
décantation. Aucun solvant organique n’est utilisé au cours de ce protocole. L’huile
essentielle est au préalable placée sur desséchant de type sulfate de sodium, afin
d’¢liminer toute trace éventuelle d’eau, puis est pesée afin de calculer le rendement de
I’extraction par rapport a la masse du fruit entier. Les huiles sont conservées au

réfrigérateur a 1’abri de la lumicre et a une température de 4 °C.

= E— Réfrigérant

I==!| +— Huile essentielle

Phase aqueuse

Végétal + eau

Calotte chauffante

Figure 28 : Schéma du montage d’hydrodistillation sur un appareil de Clevenger modifié.
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Tableau 9 : Conditions opératoires de HD.

Type de végétales variétés de Citrus (écorces)

Masse initiale (g) 200

Pourcentage d’humidité (%) 95

Réacteur de type ballon, contenance de 2,5 L
Chauftfage chauffe ballon ¢électrique de puissance 1000 W
Durée totale de I’extraction (min) 180

Séparation par simple décantation sans ajout de solvant
Séchage sur Na, SO4 anhydre

Pesée sur balance de précision : Analytical Plus
OHAUS

Rendement (%) masse huile essentielle / Masse du fruit entier
Conservation a I’abri de la lumiére, a la température de 4 °C
Analyse CG-FID CG/SM

I1.2.3. L’extraction par expression a froid (CP)

Les fruits sont lavés a I’eau pour éviter une éventuelle contamination. Les agrumes
provenant d’une plantation peuvent transporter jusqu’a 500 000 micro-organismes par
cm? (Di Giacomo, 1978). Les huiles essentielles d’écorces réparties dans les cellules
oléiferes sont obtenues par expression a froid a I’aide d’un appareil d’extraction semi
industriel (BREVET SCHAUB). Chaque fruit préalablement pesé et lavé est placé dans
I’appareil d’extraction qui le fait tourner sur lui-méme. Une aiguille racle le péricarpe
afin de percer les poches contenant les essences. Les huiles essentielles sont alors
recueillie grace a un filet d’eau, centrifugée pour enlever les matiéres solides et pectines
puis desséchée par du sulfate de sodium afin d’éliminer toute trace éventuelle d’eau.
L’essence recueillie est alors pesée afin de calculer le rendement de I’extraction par

rapport a la masse du fruit entier. Les huiles sont conservées au réfrigérateur a I’abri de
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la lumicre et a une température de 4°C. Le Tableau 10 résume les conditions

opératoires de I’expression a froid.

Tableau 10 : Conditions opératoires de I’expression a froid.

Type de végétales variétés de Citrus (fruit entier)

Masse initiale (kg) 1

Pourcentage d’humidité (%) 95

Durée totale de 1’extraction (min) 60

Séparation par centrifugation

Séchage sur Na, SO4 anhydre

Pesée sur balance de précision : Analytical Plus
OHAUS

Rendement (%) masse huile essentielle / Masse du fruit entier
Conservation a I’abri de la lumiére, a une température de 4 °C
Analyse CG CG/SM

I1.3.Analyse par Chromatographie en phase Gazeuse (CG) et Chromatographie
en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CG/SM)

Les huiles essentielles récupérées par les trois procédés ont été analysées par
chromatographie en phase gazeuse seule sur appareil de marque Hewlett Packard 6890
et par couplage de celle-ci a la spectrométrie de masse (appareil Hewlett Packard
5973A). Deux colonnes capillaires, I’une polaire (Stabilwax) et I’autre apolaire (HP5
MS), ont été utilisées. Les Tableau 11 et Tableau 12 résume les Conditions opératoires

des analyses en chromatographie.
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Tableau 11 : Conditions opératoires des analyses en chromatographie en phase gazeuse.

Paramétres
Colonne capillaire HP5 MS Stabilwax
Longueur 30 m 60 m
diameétre interne 0,25 mm 0,25 mm
épaisseur de phase 0,25 pm 0,25 um
Température 320°C 320°C
du détecteur (FID)
Gaz vecteur Azote Azote
Débit 0,3 ml 0,3 ml
Température de I’injecteur 250°C 250°C
2°C/min de 60°C a 280°C 2°C/min de 60°C a 280°C
Programmation du four 8 min a 60°C 8 min a 60°C
15 min & 280°C 15 min a 280°C
Concentration des échantillons pur pur
Quantité injectée 1 ul 1l
Mode d’injection Split 1 :20 Split 1 :20
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Tableau 12 : Conditions opératoires des analyses en CG/SM.

Paramétres
Mode de détection : Impact électronique
Courant d’ionisation 70 eV 70 eV
Colonne capillaire HP-5MS Stabilwax
Longueur 30 m 60 m
diameétre interne 0,25 mm 0,25 mm
épaisseur de phase 0,25 um 0,25 um
Gaz vecteur Hélium Hélium
Débit 0,7 ml 0,3 ml
Pression en téte de colonne
Pression (source, analyseur) 10”7 mbar 10”7 mbar
Température d’interface 280°C 280°C
Température de 1’injecteur 250°C 250°C
2°C/min de 60°C a 280°C 2°C/min de 60°C a 280°C
Programmation du four 8 min a 60°C 8 min a 60°C
15 min a 280°C 15 min a 280°C
Concentration des échantillons pur pur
Quantité injectée 0,1 ul 0,1l
Mode d’injection Split 1 :20 Split 1 :20

La préparation de la table des n-alcanes pour la mesure des indices de Kovats
des composées identifiés dans les huiles essentielles a été faite comme suit : Solution
des n-alcanes de Cg a Ca6 (origine : Aldrich et Fluka Chemicals) a 5% dans le pentane.
Soit 0,1 g de chaque alcane dans 20 ml de pentane, conservé au réfrigérateur.
L’identification des composés a été effectuée par comparaison de leurs indices de

rétention (indices de Kovats) et des spectres de masse ions-fragments caractéristiques
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obtenus expérimentalement a ceux cités dans la littérature (Adams, 2007) et/ ou

inventoriés dans les banques de librairies spectrales (Wiley7, Nist 2002).

I1.4. Analyses physico-chimiques
11.4.1.Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité de la matiere végétale a été déterminé par la méthode physique
de peser et disication en introduisant 10 g broyés d’échantillon et placés dans une
coupelle tarée, elle-méme positionnée dans une étuve réglée a 103 °c + 2 °C. Les
¢chantillons sont ensuite pesés avec précision toutes les vingt-quatre heures, apres avoir
été refroidis a température ambiante dans un dessiccateur, et ce jusqu’a obtention d’un

poids constant.

11.4.2.Rendement en huile essentielle Rdt HE

Le rendement en huile essentielle est estimé par le rapport des masses de I’huile

essentielle et de la matiere végétale séchée. Il est exprimé en pour cent (%).

Muse
Rl = + 100
= MVS

RdtuE : Rendement en huile essentielle (%) ;
Mue : Masse de I’huile essentielle (g) ;
MVS : Masse de la matiere végétale seche (g).

11.4.3. Mesure de la densité selon la norme NF T 75-111

Elle est effectué¢e a 1’aide d’un pycnometre de volume 1ml a la température de 20 °C.

11.4.4. Mesure de I’indice de réfraction selon la norme NF T 75-112

A D’aide d’un réfractomeétre de type Bellinghame permettant la lecture directe des

indices de réfraction situés entre 1,3000 et 1,7000 avec une précision de + 0,0002.
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Mode opératoire :

- régler le réfractomeétre en mesurant les indices de réfraction des produits étalons (eau
distillée, d’indice de réfraction 1,3330 a 20 °C).

- vérifier que le réfractometre est maintenu a la température a laquelle les lectures
doivent étre effectuées, la température de référence étant de 20 °C.

- placer I’échantillon pour essai dans le réfractometre, attendre que la température soit

stable, puis effectuer la mesure.

I1.4.5. Mesure du pouvoir rotatoire : NF T 75-113

A ’aide d’un polarimétre de type JASCO 1010 (réglé de fagon a donner 0° et 180° avec
I’eau).

- source lumineuse (lampe a vapeur de sodium), permettant d’obtenir une lumiere de
longueur d’onde 589,3 nm = 0,3 nm.

- tube d’observation, de 100 mm + 0,5mm de longueur.

Mode opératoire :

- concentration en essence d’écorces : 0,25g/ 100 ml d’éthanol.

- remplir le tube avec 1’échantillon pour essai, en s’assurant qu’il ne reste aucune bulle
d’air interposée.

- placer le tube dans le polarimétre et lire I’angle de rotation de I’échantillon pour essai

sur 1’échelle de 1’appareil.

I1.4.6. Teneur en matiére grasse

La teneurs en matieres grasse des échantillons de I’ceufs entier liquide (OEL), le blanc

et le jaune ont été analysées selon la méthode de Folch ez al.(1957).

11.4.7. Le pH

La mesure du pH a été réalisée avec un pH-métre pH-modele 2001 (Crison Instruments,
Barcelone, Espagne) en introduisant directement les deux sondes (pH et température)
dans les échantillons aprés homogénéisation de 3 g du produit dans 27 ml de eau
distillée pendant 10 s a 1300 tr / min en utilisant un macérateur Ultra-Turrax T25 (Janke

& Kunkel, Staufen, Allemagne). Chaque valeur est la moyenne de trois déterminations.
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11.4.8. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

L’activité antioxydante de I’huile essentielle d’orange a été évaluée par la méthode
SR-TBA et la méthode de I’activité anti-radicalaire au radical DPPHe (2,2-Diphényl-
1-picrylhydrazyl).

11.4.8.1. Evaluation de la stabilité oxydative ; Test des substances réactives a
I’acide thiobarbiturique SR-TBA

Cette méthode permet de quantifier la peroxydation lipidique, dans le plasma et les
aliments, en mesurant la libération du malondialdéhyde (MDA), un des produits
majeurs de dégradation des lipides (Botsoglou et al., 1994). Le MDA réagit avec
I’acide thiobarbiturique pour donner des pigments de coloration rouge mesuré a une
longueur d’onde de 532 -535 nm.

Pour mesurer la capacité antioxydante potentielle de I'HE étudiée et pour évaluer
l'extension de l'oxydation lipidique sur les échantillons d’OEL, on a entrepris la
détermination de la quantité de substances réactives a I'acide 2-thiobarbiturique formées
(SR-TBA), selon un protocole développé par Djenane et al. (2012b). Un volume (9
ml) de L’OEL a été prélevé dans un tube a essai de 50 ml et homogénéisé dans 20 ml
d'acide trichloroacétique (10%) avec un Ultra Turrax Mixer T25 (Janke & Kunkel,
Staufen, Allemagne) et centrifugé a 4000 rpm pendant 15 minutes en utilisant une
centrifugeuse Megafuge 1.0 (Heraeus Sepatech, Espagne). Une solution fraiche (20
mM) d'acide thiobarbiturique a été préparée. Le surnageant a été filtré a travers un
papier filtre Whatman No. 1 (MN 640 W, Machinery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,
Allemagne). 2 ml du surnageant ont ¢té recueillis et 2 ml de solution de TBA (20 mM)
ont été ajoutés dans des tubes a essai. Les tubes ont été chauffés dans un bain marie (B.
Braun, Melsungen, Allemagne) a 100 °C pendant 15 minutes puis refroidis pendant 20
min.

L'absorbance de la solution a ét¢ mesurée a 531 nm en utilisant un spectrophotometre
UV-Visible (Shimadzu UV-1603, Shimadzu, Kyoto, Japon) avec des témoins contenant
2 ml de H>O déionisé et 2 ml de TBA.

Les résultats ont été¢ exprimés en mg de MDA/kg de I’OEL et calculés en utilisant
une courbe standard ANNEXE 2, préparée avec du 1, 1, 3,3-tétraméthoxypropane. Pour
la courbe d'étalonnage de la MDA, nous préparons la gamme de concentration du MDA

en utilisant la solution de TMP standard Malonaldehyde tétraméthyl acétal (Sigma,
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Aldrich, Chemistry-GmbH, Allemagne) qui est un précurseur de MDA. L'évolution des
valeurs de SR-TBA exprimées en mg de MDA/kg de I’OEL. Les moles/l ont ensuite

été converties en mg/ kg suivant les formules :

A = 150093 C + 0,049 1)
C = (A - 0,0499) / (150093) @)
mg MDA/kg = 2,96 x [(A - 0,049) /1,5] (3)

A : est I'absorbance mesurée a 531 nm, 150093 (1,5x10°) est le coefficient d'extinction

molaire.

C : est la concentration de TMP (moles/l), et 0,049 est la constante.

Le pourcentage de taux d'inhibition (I%) par rapport au contrdle a été calculé comme

suit :

1% = [(C (échantillon) -T (échantillon)) /C (échantillon)] x100

C: est le nombre de SR-TBA dans les échantillons non traités OEL préparé sans

addition HE : témoin et T est le nombre de SR-TBA dans les échantillons traités.

11.4.8.2. Test au DPPH

Le DPPHe est un radical libre stable de couleur violacée. En présence de composés
anti-radicalaires, le radical DPPHe est réduit et change de couleur en virant au jaune.

Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du
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radical DPPHe, qui est proportionnel au pouvoir anti radicalaire de I’échantillon
(Gachkar et al., 2007).

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphényl picryl-hydrazine, dont I'intensité de la couleur
est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu

a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

Procédure expérimentale

L’activité antioxydante de I‘huile essentielle extraite a été évaluée in Vitro par la
mesure du pouvoir de pi¢geage du radical DPPHe comme un radical libre relativement
stable.

Le protocole suivi est celui décrit par Lagha-Benamrouche et Madani, 2013.
Avec des petites modifications. Une solution mére de départ a été préparée en
dissolvant I’HE pure d’orange dans une solution a 5% (v/v) de diméthylsulfoxyde
(DMSO), puis différentes dilutions ont été préparées pour obtenir a la fin des
concentrations en HE allant de 50 a 450 pg/ml.

Cependant, la solution DPPHe a ét¢ fraichement préparée tous les jours, stockée dans
un flacon recouvert de papier d'aluminium et maintenue dans l'obscurité a 4 °C avant
tout usage.

Dans des tubes a essai secs, une quantité¢ de 4 ml de chaque dilution d’HE (50 a 450
ug/ml) a été mélangée avec 4 ml de solution de méthanol DPPHe (100 pg/l). Le mélange
est bien homogénéisé a I’aide d’un mélangeur a vortex (Cyclo-mixer) puis maintenu a
’obscurité pendant 30 min a une température ambiante (25 = 1 °C) pour que la réaction
accomplisse. La diminution de I'absorbance des mélanges testés a été surveillée toutes
les minutes pendant 30 min a 517 nm en utilisant un (spectrophotomeétre Perkin-Elmer

Lambda 25 UV / Vis). L'absorbance de méthanol pur a été aussi lue a 517 nm.

Détermination du pourcentage d’inhibition

Les résultats ont été exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire (AA) exprimée en

pourcentages d’inhibition (%) calculée par la formule ci-dessous :
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% d’inhibition du DPPHe (AA%) = [(Abs mrru:) —AbsmE)) / Abs ppae)|x 100

Abs = absorbance a 517nm.

Tel que : Abs pppu-) : Absorbance mesurée sur la solution méthanolique DPPHe témoin.
Absmry  : Absorbance mesurée sur les échantillons contenant de I’HE d’orange.

Détermination d’1Csp :

L’ICso est inversement li€¢ a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.
Plus la valeur d’ICso est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande
(Aghel et al., 2004).

Un antioxydant de synthése ; 'hydroxytoluéne butylé (BHT) a été préparé pour son
effet sur le pouvoir anti-radicalaire comme témoin positif.

Pour normaliser les résultats de DPPHe, l'indice d'activité antioxydante (AAI),

proposé par Scherer et Godoy (2009) a été aussi déterminé :

AAI = DPPHe dans le mélange réactionnel (ug/ml) / ICso (ug/ml)

L’activité antioxydante est considérée faible lorsque AAI < 0,5,
L’activité antioxydante est considérée moyenne lorsque 0,5 < AAI < 1,0,
Forte activité antioxydante lorsque 1,0 < AAI <2,0

Et tres forte lorsque AAI > 2,0.

4 ml de chaque dilution HE / DMSO (différentes concentrations)

Ajouter 4 ml DPPH (100 pg/1)

Incuber a I’abri de la lumiére

Jl

Lire I’absorbance a A=517
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11.4.9. Evaluation de la couleur

La couleur est un attribut perceptif, subjectif, élaboré dans notre systéme visuel a
partir de la lumicre renvoyée par les objets et par leur environnement. La colorimétrie
consiste en un ensemble de données et de méthodes permettant de quantifier la couleur
objectivement. L’espace chromatique CIE L* a* b*, définit par Commission
Internationale de I’Eclairage (CIE), est un espace a trois dimensions
approximativement uniforme du point de vue des écarts chromatiques (Robertson,
1977). Les trois coordonnées de CIELAB sont des correspondants de la Luminance

(L*), de la balance « vert-rouge » (a*) et de la balance « jaune-bleu » (b*) (Figure 29).

100 |

+b
L*

-
-b’: :‘-i-a

Figure 29 : Espace chromatique CIE L*a*b*.

Le profil de couleur des OEL a été¢ mesuré a l'aide des coordonnées de 1'espace de
couleur CIE (L*, a* et b*) par un colorimetre (Mini XE, Portable type, USA)
conformément aux recommandations de la Commission internationale sur
l'illumination (CIE, 1978). L'instrument a été étalonné au départ a l'aide des étalons
noir et blanc. Les échantillons ont été placés a l'intérieur des boites de Pétri en verre
(diametre et hauteur de 100 x 15 mm) en trois exemplaires, puis I’évaluation de la
couleur a été déterminée sur six points (zones) différents en surface de chaque boite de

Pétri. La moyenne (n = 18) et l'erreur standard pour chaque parameétre ont été estimées.
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I1.5. Effets biopreservateurs sur les OEL
I1.5.1. Préparation des OEL (Matériel d’origine animale)

Avant le début de I’expérimentation, les ceufs ont été inspectés pour l'intégrité de la
coquille, les ceufs tachetés de sang, souillés ou fissurés ont ét¢ préalablement éliminés.
Les ceufs ont été désinfectés en surface par immersion pendant 1 min dans une solution
diluée d'éthanol (70%) (Djenane et al., 2012b). Lavés deux fois par immersion dans de
l'eau distillée stérile, et laissés dans un endroit sec pour ¢éliminer l'exces d'eau sur la
surface jusqu'a utilisation in vivo "Essais".

Juste avant I’expérimentation, apres le cassage des ceufs on procede a la séparation,
des blancs et les jaunes d'ceufs dans des conditions aseptiques et recueillis dans des
récipients stériles. Lorsque I'albumine a été séparée du jaune d'ceuf, on a pris soin de
s'assurer que l'albumine n'était pas contaminée par le contenu en jaune. Le pH des
¢chantillons a été¢ contr6lé avant de procéder aux expériences et les ceufs ont été
considérés comme frais lorsque le pH était d'environ 7,3 £ 0,2 pour le blanc d'ceuf et de
6,3 £ 0,2 pour le jaune d'ceuf. La chalaze a été éliminée et les fractions d'ceufs séparées
ont ensuite ¢t¢ homogénéisées pendant 2 min a 4000 tr/min, en utilisant un mélangeur

commercial (31BL44, Waring, Etats-Unis).

Pour préparer 100 ml d'échantillons d’OEL, 33,25 ml de jaune d'ceuf ont été
mélangés avec 66,75 ml de blanc d’ceuf ; cette proportion est la composition moyenne
normale de I'ceuf entier et a été utilisée pour atteindre une relation constante entre le
blanc et le jaune. La proportion d'albumine et de jaune d'ceuf affecte grandement les
caractéristiques technofonctionelles du produit durant les process technologiques et
cette proportion se caractérise principalement par différents pourcentages d'humidité,

teneur totale en maticres solides et matieres grasses (Jin et al., 2015).

L’OEL total obtenu a été centrifugé a 103 x g pendant 2 minutes en utilisant un
(Heraeus Megafuge 1.0R) pour éliminer les poches d’air résiduelles. Les échantillons
de I’OEL obtenus ont été répartis au hasard en cinq lots incluant des témoins. L'HE a
¢té ajoutée directement dans plusieurs volumes de 50 ml de OEL a une concentration
finale comprise entre 0,1 et 0,5%. Tous les échantillons ont été placés sous éclairage
continu (1000 lux) (Promolux® Platinum L36w; Market Group Ventures Inc.,

Shawnigan Lake, BC, Canada) dans des vitrines a 4 £ 1°C pendant 8 jours, simulant
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des conditions réelles de vente au détail dans des vitrines illuminées. L'intensité
lumineuse a la surface des échantillons OEL a ét¢ mesurée par un luxmeétre 810
(Chauvin Arnoux, Paris, France). Les positions des échantillons dans les vitrines (~ 80
cm sous le tube fluorescent) ont été repositionnées pour minimiser 1’effet de la lumiére

abusive et les intensités de température a la surface du produit.

I1.5.2. Analyse des bactéries psychrotrophes dans OEL

Dans notre étude, les échantillons sont préparés comme suit : un échantillon de 10
g a été pesé de maniere aseptique et transféré dans un sac stomacher stérile contenant
90 ml d'une solution stérile d'eau peptoné (EP) (0,1%) et a été homogénéisé a
température ambiante. Des dilutions décimales en série ont été préparées en solution
EP (0,1%). Les dilutions appropriées ont ensuite été utilisées pour 1'énumération des
microorganismes. Le nombre total de bactéries psychrotrophes a été déterminé a l'aide
d’un dénombrement sur boite d’agar PCA apres incubation a 7 °C pendant 10 jours
(ICMSF, 1986 ; Bornert, 2000 ; Branger, 2007). La moyenne des résultats est

exprimée en logio ufc/ml.

I1.6. Analyse sensorielle

Les tests utilisés couramment dans les laboratoires pour l'analyse sensorielle des
produits alimentaires comprennent 1'étude de la différence, du classement par rang de
l'intensité, de 1'attribution des cotes d'intensité et les analyses descriptives (Watts et al.,
1991). Les tests appliqués sur nos échantillons sont le test de comparaison par paire, et
le test hédonique.

Les échantillons de I’OEL ont ét¢ évalués pour détecter 1'odeur de fraicheur, par un
panel formé de six membres formés selon les directives de Djenane et al. (2001). Trois
séances de discussions ouvertes ont été organisées pour familiariser les membres avec
les attributs et I'échelle utilisé. L attribut "odeur d'HE" se réfere a l'intensité de 1'odeur
d'HE d’orange perceptible apres 1'ouverture de I’emballage contenant I’échantillon : 1
= aucune ; 2 = légere ; 3 = faible ; 4 = modéré ; et 5 = extréme. Les scores pour
«mauvaises odeursy» se réferent a l'intensité des odeurs associées a la détérioration du
produit : 1 = aucune ; 2 = légéere ; 3 = faible ; 4 = modéré ; et 5 = extréme. Un score de
3 ou plus (= 3) dans les deux attributs indiquait que le produit est inacceptable pour la

vente ou la consommation.
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I1.7. Détermination de shelf life du produit

Pour confirmer la détermination de shelf life (la durée de conservation) des OEL,
l'analyse de I’effet d’un traitement avec de I’HE sur les attributs chimiques, microbiens
et sensoriels a ¢été estimée durant la période de stockage en vitrine illuminée.
L'évolution des microorganismes liés a la détérioration et du degré d'oxydation a été
comparée aux ¢Echantillons témoins (OEL sans HE). L’¢tude sur la durée de
conservation a été réalisée sur une période de stockage d'une semaine, qui est la durée
de vie actuelle appliquée aux OEL sans traitement thermique. Pour une étude sur la
durée de conservation, des directives chimiques ont été utilisées suite aux
recommandations de Djenane ef al. (2009) pour les aliments d’origine animale : valeur
SR-TBA : limite ~ 2 mg MDA/kg. Les directives microbiennes supplémentaires ont
¢galement été utilisées suite aux recommandations de Gonzalez et al., 2009 pour I'ceuf

entier : ~ 6 logio UFC / ml concernant le nombre seuil en flore psychrotrophes.

I1.8. Analyses statistiques

Pour optimiser et évaluer la performance de 'ESSAM la procédure
expérimentale de type Box-Wilson (Plan Composite Centré PCC) a été realiser.
Cette analyse permet d’utiliser la méthodologie des surfaces de réponses (MSR), qui
repose sur l'¢laboration d'une série de tests expérimentaux ayant pour but d'étudier
limpact des parametres opératoires impliqués dans l'optimisation du procédé
d'extraction par ESSAM. Cette étude multivariée permet, non seulement
l'identification des conditions optimales de 1'extraction, mais ¢également la
détermination des facteurs qui influencent le processus d'extraction, en minimisant
le nombre d'expériences requis et en maximisant le rendement en métabolites ciblés,
tout en offrant une compléte exploitation du domaine expérimental étudié. Ce
dernier pourra étre représenté sous la forme d'un carré, lorsque deux facteurs sont

sollicités, ou encore sous la forme d'un cube lorsque trois facteurs seront testés.
Trois variables ont été retenues comme pertinentes et sont définies ci-apres :

- T : Temps requis pour effectuer I’étape d’extraction ;
- M : Masse de I’échantillon ;

- W : puissance du four a micro-ondes.
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Les plans composites sont, parmi les plans du second degré, les plus employés. Ces

plans présentent trois parties :

- Le plan factoriel : C’est un plan factoriel complet ou fractionnaire a deux niveaux
par facteur. Les points expérimentaux sont aux sommets du domaine d’étude :
carrée, cube ou hypercube.

- Le plan en étoile : Les points du plan en étoile sont sur les axes qui représentent
les facteurs et ils sont en général tous situés a la méme distance du centre du
domaine d’étude. Cette distance est appelée alpha (a). Celle-ci joue un role
important pour la qualité du modele et ne pas étre choisie au hasard.

- Les points au centre du domaine d’étude : on rajoute toujours des points
expérimentaux situés au centre du domaine d’étude, et cela aussi bien pour les plans
factoriels que pour les plans en étoiles. Ces points servent a obtenir une estimation
de I’erreur expérimentale.

On a choisi exactement le plan central composite a faces centrées ou CCFC ou les

points en étoiles sont sur les faces du cube.la valeur codée d’alpha (a) égale a I’unité.

Le nombre d’essais du plan factoriel ns: 2~
k = nombre de facteurs : 3

23 =8 essais

Le nombre d’essais du plan en étoiles no : 2k

2 x 3 = 6 essais

Le nombre d’essais au centre no . choisi par I’expérimentateur
Nous avons choisi 4 points au centre.
Le nombre total d’essais n :

n=ny+ ng+np
n=8+6+4 =18 essais
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Calcul des valeurs réelles des parameétres

Les variables codées appliquées aux valeurs naturelles des trois variables du PCC sont
données au Tableau 13. Ces parametres ont été étudiés de maniere a optimiser la

réponse a laquelle on s'intéresse, qui est le rendement maximum d’extraction.

Tableau 13 : Variablesnaturelles etcodées, appliquées aux facteurstestés.

Facteur Puissance Temps Masse
Unité W min g
+a 600 25 125
+1 600 25 125
0 450 20 100
-1 300 15 75
-0l 300 15 75

Matrice d’expérience

La matrice d’expérience est le tableau qui indique le nombre et 1’ordre des
expériences a réaliser ainsi que la fagon de faire varier les facteurs. Ce tableau est, donc,
composé pour k facteurs de k colonnes, plus les colonnes d’interactions entre facteurs
et 2K lignes plus les lignes des points en étoiles et points centraux dans le cas du plan
composite. Cette matrice a ¢ét¢ obtenue a 1’aide d’un logiciel statistique
STATGRAPHICS, qui sert aussi a proposer un modéle mathématique idéal au
phénomene ¢étudié, puis il fait une analyse des résultats expérimentaux obtenus, en les

comparants au modele proposé.

-Pour la partie de I’application des HEs sur les OEL toutes les données ont été
analysées selon la procédure du modele linéaire général (GLM) du paquet statistique
pour le logiciel des sciences sociales (SPSS version 21, IBM Corporation, Etats-Unis).
Les résultats sont présentés comme une valeur moyenne de trois expériences
indépendantes + écart-type avec trois répétitions. Le test t de Student a été utilisé pour
comparer l'efficacité du traitement avec ’HE d’orange et pour déterminer les
différences significatives entre les traitements a un intervalle de confiance de 95% (p

<0,05).
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ITII. RESULTATS ET DISCUSSION
ITII.1. EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

En général, une procédure analytique des HEs extraites des plantes comprend
deux étapes : extraction et analyse chimique au laboratoire. Bien que I'étape d'analyse
soit réalisée pendant seulement 10 a 30 minutes, 1'extraction prend au moins plusieurs
heures. Elle se fait souvent par un chauffage prolongé avec de I'eau bouillante.
L'extraction de I'HE de la matrice végétale consiste a transférer les composés chimiques
dans I'eau bouillante suivie d'une distillation azéotropique, d'une condensation et enfin
d'une séparation physique. Les HEs sont constituées non seulement des composés
d’intéréts (majeurs et mineurs), mais aussi des composés co-extraits (par exemple de
I'eau, des composés endogenes et d'autres contaminants) qui peuvent facilement
interférer lors d’une analyse chimique au laboratoire. Il deviendrait nécessaire de les
purifier, concentrer et les diluer. Avant toute analyse le choix de la technique
d’extraction doit étre le résultat d'un compromis entre 1’efficacité, reproductibilité, la
praticité, ainsi que des considérations de colt, du temps d’extraction, de degré
d'automatisation et de sécurité. Tous ces facteurs ont permis, durant cette dernicre
décennie, d’opter pour des nouvelles techniques dites «propres" dans l'extraction des
HEs, utilisant moins de solvants synthétiques et avec une moindre consommation

d'énergie.
II1.2. Extraction de I’huile essentielle d’orange douce « valencia late »

II1.2.1. Rendement d’extraction

Les rendements obtenus par les deux méthodes, ESSAM et HD, sont similaires, mais
la différence réside au niveau du temps d'extraction (p < 0.05). En utilisant la méthode
d’extraction ESSAM, on obtient durant seulement 10 minutes d’extraction un
rendement équivalent a 3 heures d’extraction par la méthode conventionnelle HD. Les
rendements d’extraction sont respectivement, 0,40% pour les deux méthodes (ESSAM)

et HD) et 0,16% pour la méthode expression a froid (CP) (Tableau 14).
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Tableau 14 : Rendement en huile essentielle de L’orange la variété Valencia late selon 3

méthodes d’extraction.

Rendement de I’extraction (g HE/100g fruits)

ESSAM HD CP
Durée de ’extraction (min) 10 180 60
Rendement (%) 0,40 0,40 0,16

L’orange douce Valencia Late est la variété qui offre par ESSAM, HD et CP les
plus importants rendements (0,40% ; 0,40% ; 0,16% respectivement) contre (0,24% en
ESSAM, %, 0,21% en HD et 0,054% pour CP.

L’extraction par microondes sans solvant (ESSAM) est clairement plus rapide que
ces homologues conventionnels. L'extraction a duré 10 min, tandis que des périodes de
1 heure et 3 heures ont été enregistrées pour CP et HD, respectivement. Dans le cas de
CP, un temps additionnel de centrifugation (30 min.) de I'émulsion contenant I’HE
pourrait €tre ajouté au temps d'extraction réel (1 h). Pour les cas d’extraction HD et
ESSAM, la température d'extraction est égale a la température d'ébullition de I'eau a la
pression atmosphérique (100 °C). Pour atteindre cette température d'extraction (100 °C)
et ainsi obtenir la distillation de la premicre gouttelette d’HE, le temps de chauffage est
de seulement 2 min. dans le cas d’ESSAM contre 30-40 min. pour HD. Du point de vue
de la formation précoce des premieres gouttelettes, les premiéres gouttelettes d’HE ont
¢té observées aprés 3 minutes d’extraction avec la méthode ESSAM et 23 minutes par
la méthode HD. Le transfert de chaleur durant les différentes techniques d’extraction
¢tait le facteur le plus important dans toutes ces différences (Golmakani et Rezaei
2008a,b). L'augmentation rapide de la température dans le cas de l'extraction par
ESSAM est la principale raison de cette réduction du temps d’extraction (Golmakani

et Moayyedi, 2015).

Dans un travail relativement récent, il a été déclaré que le rendement en HE obtenue
a partir d’écorce de C. sinensis peut atteindre 1,89% (Hosni et al., 2010). Contre, toute

attente, Minh Tu et al. (2002) ont déclaré un rendement de 0,13% pour la méme espece.

93



Reésultats et Discussion

En outre, il faut souligner que 1'un des rendements les plus élevé a été celui des oranges
tardives de Valence (2,3%) (Bustamente et al., 2016). Un rendement de 0,79% a été
aussi enregistré pour les oranges de la Colombie (Blanco Tirado et al, 1995).
Boukroufa et al. (2015) ont constaté que les rendements d'HEs obtenus a partir
d'écorces d'orange par hydrodiffusion a micro-ondes et par gravit¢ (MHG) et par
I’entrainement a la vapeur (SD) sont comparables, mais une différence n'est observée
que dans le temps d'extraction. En effet, 15 minutes d'extraction avec ce procédé
suffisent a extraire la totalité¢ de I’HE alors qu'il faut 240 minutes avec SD qui est I'une
des méthodes de référence dans I'extraction des HEs (gain de temps de plus de 93%).
Les avantages en termes de réduction du temps di aux micro-ondes ont é¢galement été
rapportés par d'autres études telles que Farhat ef al. (2011) pour 'écorce d'orange (12
min avec vapo-diffusion assistée par micro-ondes (MSDF) contre 40 min pour la vapo-
diffusion (SDF). Sahraoui et al. (2011) en utilisant entrainement a la vapeur assisté
par micro-ondes (MSD) : 3 h avec SD contre 6 min avec MSD, Perino-Issartier et al.
(2013) pour 1'HE de lavande (15 min avec MHG et 60 min avec HD) et Sahraoui et
al., (2008) pour I'extraction de I'HE a partir de lavande avec MSD (6 min contre 40 min
pour SD). L’extraction par la technique ESSAM est également meilleure par rapport a
I’HD conventionnelle pour le cas de Citrus grandis (Chen et al., 2016). Luciardi et al.
(2016) a constaté que les HE de mandarine obtenues par I’expression a froid suivies
d’entrainement a la vapeur CP/SD contiennent des fractions monoterpéniques et
sesquiterpeniques oxygeénées plus que les HEs de mandarine obtenues par CP.
Probablement, la SD, pourrait éliminer les huiles résiduelles dans les écorces et les

drainer apres le pressage et la séparation.

Les écorces fraiches du cultivar tardif de Valence en provenance d'Algérie ont donné
un rendement en HE de 0,39% (Ferhat et al., 2006). Les HEs de C. sinensis (L.) Osbeck
mosambi extraites a partir de 1'épicarpe (sous-produit industriel de 1’Inde) par HD
produisant 1,8% d'HE en 5h (Sharma et Tripathi, 2008). La technique d’extraction
ESSAM est considérée "respectueuse de I'environnement". Elle est une méthode tres
propre, qui évite la génération de résidus et 1'utilisation d'une grande quantité d'eau. Son
cout réduit est clairement avantageux en termes d'énergie et de temps. En ce qui
concerne l'impact environnemental, la quantité calculée de dioxyde de carbone (COz)

rejetée dans l'atmosphere est considérée plus élevée dans le cas HD 3464 g CO»/g d’HE
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et pour MAD (200 g CO»/g d’HE (Ferhat et al., 2006). Ces calculs ont été tirés a partir
de la littérature scientifique : pour obtenir 1 kWh a partir de charbon ou de fuel, 800 g
de CO; sont émis dans I’atmosphere lors de la combustion de I’énergie fossile

(Bernard, 2001).

I11.2.2. Composition des huiles essentielles d’orange douce (Valencia late)
obtenues par ESSAM, HD et CP

Généralement, certaines HEs extraites a partir de C. sinensis ont été étudiées et,
dans plusieurs cas, le cultivar, la variété ou l'organe ne sont pas indiqués. En terme de
composants majeurs, la composition chimique des HEs traitées dans ce travail est en

accord partiel avec la littérature scientifique (Espina et al., 2011 ; Djenane, 2015).

Les dérivés terpéniques sont présents en tres grand nombre dans les deux huiles
essentielles de Citrus étudiées ; parmi eux, le limonene est le dérivé principal. La
composition chimique des huiles essentielles de 1’orange et citron variétés de Citrus est
principalement constituée de composés hydrocarbonés, le limonéne et le B-myrceéne
étant les plus abondants. La fraction oxygénée, trés minoritaire, est principalement

composée de linalol.

Selon la technique d’extraction utilisée, les HEs des citrus sont dominées par le
limoneéne tandis qu’une importante variabilité a été observée dans les teneurs relatives
a la fraction oxygénée. Nous remarquons surtout la forte diminution de la concentration
en aldéhydes et en alcools des essences obtenues par expression a froid. Pour les
essences distillées, le décalage par rapport aux essences obtenues par ESSAM est moins

accentué.

Le Tableau 15, énumeére les différents composés groupés rencontrés dans les
différentes HEs d’orange obtenues par différentes méthodes d'extraction: les fractions
oxygénées et non oxygeénées et la composition de familles chimiques. La fraction totale
oxygénée dans ’HE obtenue par la méthode d’extraction ’ESSAM (1,6%) est 40%
supérieure par rapport a la méthode d’extraction HD (0,82%) et 30% supérieure par
rapport a celle de CP (0,95%) Figure 30. Les hydrocarbures monoterpéniques sont
moins appréciables que les composés oxygénés en termes de contribution au caractére
« parfum » de I'HE. A l'inverse, les composés oxygénés sont fortement odoriférants et,

par conséquent, les plus recherchés dans le domaine de la cosmétique et de parfumerie.
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Les hydrocarbures monoterpeniques (eg. le limonene) sont présents en quantités plus
importantes dans I'HE hydro-distillé (95,48%) que I'HE extraite par micro-onde
(94,64%), mais l'extrait obtenu par ESSAM est plus concentré en Monoterpénes
Oxygénés (1,09 vs. 0,55-0,58%). La plus grande proportion de composés oxygénés
obtenue dans I’HE extraite par ESSAM est probablement due a la diminution des effets
thermiques et hydrolytiques, par rapport au CP qui utilise une grande quantité d'eau et
une HD qui consomme du temps et de 1'énergie. L'eau est un solvant polaire, qui
accélére de nombreuses réactions, en particulier les réactions par carbocation
considérées comme des réactions intermédiaires. L'HE des écorces d'orange extraite par
ESSAM, CP et HD contient les mémes composants dominants. Le Linalool est le
composant oxygéné principal dans I'HE extrait des écorces d'orange, mais les quantités
relatives différent pour les trois méthodes d'extraction. La fraction oxygénée a été¢ plus
abondante dans I’HE obtenue par la méthode ESSAM (0,62%), tandis que celle
obtenues par HD et CP contiennent 0,3%. Pour le cas de l'extraction par CP, I'HE
d’orange obtenue devrait étre agitée vigoureusement en présence d'eau résiduelle et,
par conséquent, une diminution progressive des composés oxygénés solubles dans I'eau
pourrait se produire. Les substances colloidales accompagnent toujours 1’huile libérée
de I’écorce d’orange, tendant a promouvoir son €émulsification. Par conséquent, la
méthode CP donne des rendements d'extraction plus faibles et une teneur plus faible
en composés oxygénés, mais elle est considérée comme une référence pour I'extraction

des HEs a partir des citrus en raison de 1'ardme frais résultant de I'extraction par CP.
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Tableau 15 : La composition chimique HE d’orange Valencia late (Citrus sinensis L.)

obtenus par extraction ; ESSAM, HD et CP a partir des écorces.

N°  Composés “ RI® RI.C Valencia late

ESSAM HD Cp

Percentage (%)

Monoterpénes 97.48 98.61 98.32
1 Thujene<Alpha-> 920 1036 - - -
2 Pinene<Alpha-> 926 1023 0.43 0.53 0.51
3 Sabinene 961 1121  0.54 0.49 0.54
4 Pinene<Beta-> 974 1109 - - -
5 Myrcene<Beta-> 988 1165 1.64 1.87 1.82
6 Phellandrene<Alpha-> 1001 1177 0.15 0.17 0.36
7 Terpinene<Alpha-> 1020 1083 - - -
8 Limonene 1030 1206 94.64 95.48 95.06
9 Ocimene<( E )-Beta-> 1048 1282 0.02 0.02 0.02
10  Terpinene<Gamma-> 1103 1285 0.05 0.03 0.01
11  Terpinolene 1120 1304 0.01 0.02 0.01

Monoterpéenes Oxygénés 1.09 0.58 0.55
12 Linalool 1125 1538 0.62 0.30 0.30
13 Citronellal 1167 1478 0.06 0.03 0.04
14  Terpin-4-ol 1191 1590 0.03 0.06 0.02
15  Terpineol<Alpha-> 1203 1677 0.10 0.06 0.05
16  Nerol 1237 1781 0.10 0.03 0.08
17  Neral 1268 1670 0.05 0.03 0.06
18  Geraniol 1271 1828 0.04 0.01 -
19  Geranial 1284 1714 0.09 0.06 0.11
20 Thymol 1288 2107 - - -

Sesquiterpénes 0.06 0.10 0.15
21 Caryophellene<E-> 1391 1594 0.02 0.02 0.01
22  Humulene<Alpha-> 1450 1657 0.01 0.03 0.03
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23 Germacrene D 1477 1696 - - -

24  Valencene 1488 1705 0.02 0.05 0.02

25 Bisabolene(Beta-) 1508 1718 - - -

26 Sesquiterpénes Oxygénés 0.01 - 0.09

27  Elemol 1540 1381 0.01 - 0.09

28 Caryophellene Alcohol 1560 1398 - - -

29  Nootkatone 1799 2250 - - -

30 Autres Composés Oxygénés 0.50 0.27 0.31

31  Octanol<N-> 1102 1544 0.15 0.05 -

32  Nonanal<N-> 1126 1400 0.01 0.01 0.02

33  Decanal 1210 1497 0.31 0.19 0.27

34  Linalyl acetate 1255 1553 - - -

35  Citronellyl Acetate 1342 1645 0.02 0.02 0.01

36  Neryl Acetate 1351 1706 0.01 - 0.01

37 Geranyl Acetate 1366 1742 - - -

38 Dodecanal 1391 1691 - - -
Temps d’extraction (min) 10 180 60
Rendements % 0.40 0.40 0.16
Composés Oxygénés Totaux % 1.60 0.82 0.95
Composés non Oxygénés Totaux % 97.54 98.71 98.47

¢ Composés d'huiles essentielles triés par familles chimiques et pourcentages calculés par GC-FID sur colonne capillaire
HP5MSTM non polaire.

b Indices de rétention calculés sur colonne capillaire HPSMSTM non polaire.

¢ Indices de rétention calculés sur la colonne capillaire polaire CarbowaxTM-PEG.
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Figure 30 : Proportion de la fraction oxygénée au sein de I’HE du I’orange valencia late apres

extraction selon trois méthodes.

En évaluant les résultats de la présente étude, les composés identifiés dans les HE
d’orange différent a ceux cités dans la littérature scientifique. Ces différences de
composition peuvent étre attribuables aux conditions écologiques dans les différentes
régions. Certes, les facteurs environnementaux, tels que les saisons de récolte, le climat,
la localisation géographique, la température, la durée d’ensoleillement et les
nutriments, ont ét¢ examinés et sont considérés comme des promoteurs potentiels dans
la composition chimique des HEs (Caccioni et al., 1998; De Pasquale et al., 2006 ;
Hosni et al., 2010,2013 ; Kamal ef al., 2011). La production d'especes végétales, les
périodes de récolte et les méthodes d'extraction employées influencent également le
chemotype des HEs (Sefidkon et al., 2007 ; Teles et al., 2013; Bagheri et al., 2014).
Il est donc possible que les différences génétiques au sein des espéces déterminent
l'expression de différentes voies métaboliques indépendamment de leur emplacement

géographique.

Les HEs des écorces d'orange extraite par ESSAM, HD et CP sont plutot similaires

dans leur composition. La méme quantité de métabolites secondaires volatils se trouve
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dans les HEs avec des quantités relatives équivalentes pour les trois méthodes
d'extraction. Le Limonéne est la composante principale avec 94,64% pour ESSAM,
95,48% pour HD et 95,06% pour CP. 1l est clair que les méthodes hyperfréquences
accélérent considérablement le processus d'extraction, mais sans provoquer de
changements considérables dans la composition volatile de I'huile, phénomene déja
décrit par Chemat et al. (2006). Presque tous les composants détectés dans les HEs
¢tudiés étaient des hydrocarbures monoterpeénes ; représentant 97% dans tous les
¢chantillons. Bustamante ez al. (2016) a constaté qu'aucune différence remarquable n'a
¢té observée dans la composition des HEs des écorces d’orange extraite par HD et
Hydrodistillation assistée par micro-ondes (MAHD). Le D-limonéne était le produit
chimique le plus abondant dans les HEs extraites (96,75 et 97,38% pour HD et MAHD,
respectivement). Les rendements des deux échantillons étaient semblables. En termes
de consommation d'énergie, les mémes auteurs ont constaté qu'une réduction
significative a été observée en comparant la HD conventionnelle a l'extraction des
micro-ondes (3,2 et 0,5 kWh, respectivement) résultant en un excellent progrés en
termes de rentabilité. Un chauffage par micro-ondes provoque un phénomene de
surchauffe qui facilite la distension des cellules végétales et conduit a libérer 1'HE plus
rapidement que dans le cas des méthodes d'extraction classiques Sahraoui et al. 2011.
Alparslan ef al. (2016) ont signalé que le sabinéne (36,92%) était le composant majeur
de I'HE des feuilles d'orange. A l'instar de ce résultat, Kirbaslar et al. (2012) ont
rapporté que l'huile de feuille d'orange contient 42,85% de sabinéne. Le sabinene
(40,6%), le linalool (15,2%) et le (E) -B-ocimene (8,9%) ont été déclarés comme les
principaux composants de 1'huile foliaire de C. sinensis cv Valencia d'origine italienne

(Alonzo et al., 2000).

Cependant, il est intéressant de noter que le limonene qui a été signalé comme
composant principal chez les HEs de C. sinensis (Blanco Tirado et al.,, 1995) a été
détecté aussi dans nos échantillons. Singh ez al. (2010) ont signalé que le Limonéne
(90,66%), l'acétate de linalyle (2,8%) et le B-myrcéne (1,71%) étaient les composés
principaux de I’HE extraite de C. sinensis non spécifié. Dans l'huile des feuilles de C.

sinensis var. mosammi, 3-phellandrene (27,54%), d-caréne (7,63%), limonene (4,87%)

et B-pinéne (3,27%) ont été signalés comme étant des composés majeurs (Siddique et

al., 2012).
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Le Limonene (96,0-97,3%) suivi de B-pinene (1,45-1,82%) ont été les principaux
composants de I'HE orange de la Tunisie (Hosni et al., 2010). Le contenu ¢élevé du d-
limoneéne dans les huiles d'orange algériennes est en accord avec les différents travaux
dans différentes régions du monde (da Camara et al., 2015; Lopes et al., 2003; Singh
et al., 2010). Chutia ez al. (2009) qui ont constaté que I'HE extraite des écorces de C.
reticulata provenant de I’Inde est principalement composée d'acétate de limonene, de
géranium, de nerine et de géranyle. Les mémes composés bioactifs majeurs ont déja été
signalés précédemment dans I'HE des feuilles et des écorces C. limon d’origine grec
(Vekiari et al., 2002). Dans une ¢étude comparative des HEs de citrus de Colombie
(citron, mandarine et écorce d'orange), le limonéne, y-terpinéne et sabinéne ont été

signalés (Blanco Tirado et al., 1995).

Des études antérieures concernant 'HE de C. sinensis de différentes régions du monde
ont été axées sur la composition de 1'huile de I’écorce d’orange. Par exemple, Limonene
(94,95%) et myrcene (1,87%) ont été déclarés comme les principaux composants de la
variété italienne (Caccioni ef al, 1998). Ferhat et al. (2006) en ont indiqué que le
limoneéne (78,5%), le myrcene (5,3%) et le B-pinéne (2,7%) étaient les composants
majeurs de 1'huile de I’écorce d’orange d’origine algérienne. Le limonéne (94,7%) et le
myrcene (2%) ont ét¢ déclarés comme composants de de base la variété vietnamienne
(Minh Tu et al.,, 2002). Dans une ¢tude antérieure, Scora et Newman (1967) ont
signalé que la teneur en limonene variait de 34,74% a 58,54% dans le méme cultivar
d’origine de Californie. Les mémes auteurs ont déclaré un pourcentage relativement
¢levé de myrcéne (13,21-23,54%). Contrairement aux études susmentionnées, nos

résultats ont montré une tres faible quantité de myrcene (1,64-1,87%).

I11.2.3. Constantes physiques

Les huiles essentielles d’orange douce (valencia late) ont ét¢ analysées selon la méthode
standard NF soit par HD, soit par ESSAM : densité relative, indice de réfraction et le
pouvoir rotatoire. Le Tableau 16 regroupe les résultats propres a la mesure de ces

indices physiques.
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Tableau 16 : Propriétés physiques de I’huile essentielle d’Orange douce (Valencia late)

extraite par HD et par ESSAM.

Constantes physiques HD ESSAM
Densité relative a 20 °C 0, 840g/1 0, 820¢g/1
Indice de réfraction a 20 °C 1,492 1,490
Pouvoir rotatoire a 20 °C +95° +94°

La comparaison de nos résultats a montré clairement que ; il n'y a pas de différence
significative entre les constantes physiques des huiles essentielles obtenues par ces

méthodes (HD, ESSAM).

II1.3. Détermination des phénomenes mis en jeu dans D’extraction sans solvant
assistée par micro-ondes

La synthése des travaux effectués montre que 1’efficacité de ’ESSAM pour
I’extraction des huiles essentielles des agrumes par rapport a HD et CP. Nous avons
ainsi pu constater qu’il est possible d’extraire autant d’huile essentielle en 10 minutes
par ESSAM qu’en 180 minutes par HD. En revanche, pour I’extraction d’huile
essentielle par expression a froid, les rendements obtenus en 60 minutes sont nettement
inférieurs a ceux obtenus par ESSAM et HD. L’un des avantages de 1’extraction sans
solvant assistée par micro-ondes est incontestablement le gain de temps et donc par

conséquent I’économie d’énergie.

L’¢étude qualitative a permis de remarquer des différences significatives dans la
composition des huiles essentielles selon leur mode d’extraction. Tout d’abord, L’ huile
essentielle de zeste des Citrus étudiée est dominée par le limonéne tandis qu’une
importante variabilité a été observée dans la proportion de la fraction oxygénée selon
la technique d’extraction utilisée. La fraction oxygénée, composée de molécules
hautement valorisables olfactivement est toujours supérieure dans 1’huile essentielle

obtenues par ESSAM.

Afin de valoriser les données expérimentales obtenues et pour une meilleure explication

des phénomenes d’extraction, nous nous sommes intéressés aux facteurs influencant
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I’extraction par ESSAM ; Pour cela, nous avons fait la Synthése et bilan des études
antérieures concernant les extractions assistées par micro-ondes (Mengal et al., 1993 ;
Spiro et Chen, 1995 ; Paré et Bélanger,1997 ; Lucchesi et al., 2004(a,b) ; Lucchesi.,
2005 ; Ferhat et al .,2007 Golmakani et Rezaei, 2008(a,b);Bousbia et «l.,2009 ;
Farhat et al., 2011 ; Golmakani et Moayyedi, 2015).

Enfin, Nous avons essay¢ de comprendre les différences rencontrées dans la

composition des huiles essentielles extraites par ESSAM, CP et HD

A/ Effet sur la morphologie des cellules sécrétrices des ecorces d’agrumes

Afin d’observer le comportement des cellules sécrétrices de I’écorce de Valencia
late, les etudes par microscopie €lectronique a balayage soumises aux deux types
d’extraction ESSAM et HD. Ont permis d’observer 1’état des cellules avant et apres
I’extraction. IIs montrent des parois cellulaires endommaggées en raison de I’explosion
produite au niveau de la paroi cellulaire, conséquence de 1’augmentation soudaine de
la température. Ces dommages sont générés par des points chauds produits a I’interface
des parois lors de I’irradiation par micro-ondes. En effet, quand les glandes sont sujettes
a un stress thermique trés sévere et a de hautes pressions localisées induites par un
chauffage spécifique de type micro-ondes, la pression interne dans les glandes peut

excéder leur capacité d’expansion extréme.

De plus, la présence de composés polaires tels que 1’eau et les composés oxygénés,
peut provoquer une augmentation soudaine de la température favorisant un processus
de déshydratation localisé¢ avec une vitesse de chauffe trés élevée a I’intérieur de la
cellule. Ce dernier phénomeéne augmente la vitesse de transfert des constituants de la

cellule a travers les parois cellulaires.

Le mécanisme d'extraction propose la présence de deux mécanismes d'extraction
distincts. : Le premier, faisant intervenir la diffusion de I’huile essentielle a travers la
paroi glandulaire, peut survenir dans toutes les procédures. Le second est traduit par
I’exsudation rapide de I’huile dans le milieu, suivie de la rupture des parois glandulaires
attribuée probablement a une implosion causée soit par le processus de déshydratation
soit par une explosion survenue au niveau des parois cellulaires sujettes a un stress

thermique tres sévere.
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B/ Effet de la température

Dans le but de mieux comprendre la rapidité de 1“extraction par ESSAM en
comparaison a celle de HD et pourquoi obtient-on plus de composés oxygénés par
ESSAM alors que la distillation est plus rapide et que ces produits ont une température
d’ébullition plus ¢élevée ? Et pourquoi on obtient moins de limonéne (175°C) par
ESSAM alors qu’on distille plus rapidement et que la température d’ébullition de cet
hydrocarbure est plus basse que celle des autres composés oxygénés (220-250°C) ? Les

¢tudes nous permettront de tirer au clair ces constatations.

Dans I’exemple de la variété d’orange douce etudier Tableau 17 le limonene,
le B-myrcene, le linalol, et le géranial, sont les composés majoritaires de 1’huile
essentielle valencia late quelle que soit la technique d’extraction utilisée. Plus, ces
composés sont ceux qui possedent le point d’ébullition le plus faible, du fait en partie
de leur structure simple et plus légere. Quel que soit le mode d’extraction, le limonéne

est largement prépondérant.

L’huile essentielle de valencia late est cependant nettement dominée par le
limonéne dont la température d’ébullition est de 175°C quelle que soit la technique

d’extraction utilisée.

Tableau 17 : Composés majoritaires dans les huiles essentielles de Valencia late

Huile Composés Structure Teb | ESSAM | HD
essentielle majoritaires C) | (%) (%)
Limonéne 175 94,64 95,48

Valencia
late

- ¢ T T
p-myrcéne /\H \‘/ 167 1,64 1,87

linalol \{\/\/\/ 220 | 0,62 03
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L’autre composé majoritaire de cette huile est le f-myrcéne, composé non oxygéné
certes, mais dont le point d’ébullition (167°C) est nettement plus faible que celui de
linalol (220°C), composé oxygéné présent en faible quantité au sein de cette huile

essentielle.

De maniere générale, ’ESSAM permet une meilleure extraction des composés
oxygénés par rapport aux composés aromatiques non oxygénés, bien que leur
température d’ébullition soit plus élevée. L’ESSAM se déroule en 10 minutes alors que
I’HD nécessite au minimum 3 heures. Compte tenu de ces temps, nous pouvons
imaginer que les composés oxygénés, a point d’ébullition généralement élevé (Ex :Teb
linalol = 220°C) n’auront pas le temps d’étre totalement distillés a partir du systéme
rapide d’extraction sans solvant assistée par micro-onde. La majorit¢ des composés
extraits sont supposés étre de nature non oxygénée avec des températures d’ébullition

plus basses (Ex :Teb limonene = 175°C).

Les micro-ondes permettent de libérer plus rapidement ’HE contenue dans la
matrice végétale grace a 1’ouverture quasi instantanée des glandes sécrétrices. Lors
d’une ESSAM ou d’une HD, la quantité de molécules aromatiques oxygénées ou non
est nettement inférieure a la quantité¢ d’eau présente dans la matrice végétale. La
température d’ébullition du mélange eau + composés aromatiques est donc imposée par
la température d’ébullition de 1’eau c’est-a-dire 100°C et ne dépend en aucun cas de la

température d’ébullition des composés de I’huile essentielle.

L’explication de la différence de composition chimique entre les procédés d’extraction
par HD et ESSAM ne peut étre supportée uniquement par les températures d’ébullition

des composés oxygénés ou non oxygéneés extraits.

Les températures d’ébullition des composés ont ét¢ évaluées par le logiciel de calcul

spécifique « ACD boiling point » PhysChem, 2004.

C/ Effet de la solubilité

Le point d’ébullition d’un composé organique n’explique pas a lui seul le phénomene
de distillation, et qu’il faut introduire la notion de solubilité dans une étude du carvi

oedam et al. (1982).
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La carvone étant soluble dans 1’eau, contrairement au limonéne, dés lors que 1’on
commence a chauffer le milieu réactionnel, elle se solubilise et est entrainée par les
premiéres vapeurs d’eau. Une fois le milieu épuisé en carvone, et plus généralement en
molécules solubles dans I’eau, le limoneéne et les autres terpénes commencent alors a
étre entrainés par la vapeur d’eau. La durée d’une HD étant importante, chaque
molécule a le temps d’étre distillée quasi totalement. Du fait de la courte durée
d’extraction par ESSAM, le phénoméne d’extraction s’appuiera plus sur la solubilité
que sur la température d’ébullition. Bien que la carvone ait un point d’ébullition trés
¢leve, ce produit est distillé en priorité en raison de sa solubilité élevée dans 1’eau. Pour
le limonéne, son insolubilité dans I’eau est un obstacle a 1’entrainement de ce produit

bien que son point d’ébullition soit plus bas.

Cependant, Koedam (1982), en reprenant les théories méconnues de Von Rechenberg
publi¢es en 1910 explique Le phénomene de vaporisation serait ainsi guidé non pas par
la température d’ébullition des composés mais par leur solubilité, ¢’est ce que nomme
Von Rechenberg « le phénoméne d’hydrodiffusion ». Pratiquement lors de la mise en
ceuvre d’une ESSAM, nous ne rajoutons en aucun cas de 1’eau a la matiere végétale ;
seule I’eau interne de la plante (au maximum 95% en masse de la matiere végétale pour
les plantes fraiches) va entrer en jeu. Alors que pour I’HD, pour traiter 250 g de maticre
végétale 1 litre d’eau environ a été rajouté au milieu. Les composés aromatiques qui
constituent 1’huile essentielle sont contenus dans 1’écorce qui se trouve directement
dans le cas de I’HD ou indirectement dans le cas de ’ESSAM dans un milieu aqueux.
Ces composés aromatiques, une fois libérés de la matrice vont ensuite étre solubilisés
dans le but de former un mélange eau- composés aromatiques qui va étre vaporisé,
condens¢ et séparé.

Le Tableau 18 regroupe la structure, la solubilité dans 1’eau, la température d’ébullition
et les teneurs des deux principales molécules majoritaires (oxygénée et non oxygénée)
de I’huile essentielle de ’orange Valencia late extraite par ESSAM et par HD. Les
solubilités des composés ont été évaluées théoriquement en utilisent un logiciel

quantique de calcul spécifique.

La solubilité¢ de certains composés, en particulier les composés oxygénés, est
beaucoup plus ¢€levée. le linalol possede une solubilité de 0,57g par litre d’eau, celle du

limoneéne est voisine de zéro. Ainsi la difficulté de certaines molécules a se solubiliser
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va donc entrainer une certaine sélectivité. Il semblerait donc que cette eau disponible
plus faible en ESSAM favorise surtout I’entrainement des molécules les plus solubles,
alors qu’en HD la quantité d’eau plus importante permet a chaque type de molécules

de distiller de fagon plus équitable.

Tableau 18 : Caractéristiques des composés majoritaires de I’huile essentielle d’orange douce

Valencia late extraite par ESSAM et HD.

Composés majoritaires Solubilité T eb. (°C) ESSAM (%) HD (%)
dans ’eau (g/l)
s
Limoneéne T 0,00042 175 94,64 95,48
\T/AVA/\@V/
Linalol 0,57 220 0,62 0,30

D/ Effet de la polarité des molécules

Selon Anizon et al., 2003 La rapidite du chauffage a four a micro-ondes
entraine au niveau moléculaire, les matériaux se présentent comme des entités
globalement neutres d’un point de vue ¢lectrique mais avec une répartition
dissymétrique de leurs charges ioniques partielles. Autrement dit, une partie de la
molécule est chargée positivement, I’autre partie négativement. Ces molécules forment

donc des dipodles électriques.

Le mécanisme du chauffage di¢lectrique repose sur le fait que les molécules polaires,
telles que 1'eau, ont des extrémités négatives et positives : ce sont des dipdles. En
I’absence de champ électrique, les dipoles d’un milieu dié¢lectrique se trouvent orientés
au hasard sous I’effet de I’agitation thermique du milieu. Sous l'effet d'un champ
¢lectrique continu, les molécules tendent a s'orienter dans la direction du champ
¢lectrique. Plus le champ ¢lectrique est intense, moins 1'agitation thermique qui tend a
désorganiser l'alignement a de I’importance. Lorsque toutes les molécules sont

orientées, un moment dipolaire global induit apparait. Sous l'effet d'un champ électrique
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alternatif de fréquence f, les dipdles s'orientent dans la direction du champ sur une demi
alternance, se désorientent lorsque le champ s'annule et se réorientent dans l'autre sens
pendant la seconde demi alternance : c'est la rotation dipolaire. L'énergie ¢électrique est
convertie en énergie cinétique par la rotation des dipoOles. L'énergie cinétique est
transformée partiellement en chaleur : l'alignement des dipdles par rapport au champ
¢lectrique est contrarié par les forces d'interactions entre molécules (les forces de liaison
par pont hydrogéne et les forces de liaisons de Van der Waals) A 2450MHz, le champ
oscille 4,9 x 109 fois par seconde, ce qui contraint I'agitation des molécules et donc
génere de la chaleur.

Ces forces peuvent étre assimilées a des forces de frottement interne qui
existent dans les contacts solide-solide. Elles s'opposent ainsi a la libre rotation des
molécules. De la friction produite, nait le dégagement de chaleur comme le montre la

Figure 31.

La dissipation d'énergie par le produit peut étre maximale si la fréquence du
champ ¢lectrique est égale a la fréquence de relaxation. Le phénomeéne de relaxation
correspond a I'apparition d'un déphasage entre I'oscillation du champ électrique et celui
des dipdles. Les fréquences micro-ondes étant imposées, 1'échauffement d'un produit
avec une efficacit¢ maximale est exceptionnel. Dans ce cas, une grande partie des
molécules soumises a I’action du champ micro-ondes ne tournent pas avec le

changement alternatif du champ mais frissonnent.

/

AN/
= P

06 0] &
\>
/

++ + + ++ / \

En l'absence de champ Avec un champ Avec un champ

électrique continu électrique alternatif

électrique <o .
q a trés haute fréquence

Figure 31 : Rotation des dipdles soumis a une irradiation micro-onde.
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L’aptitude d’un matériau a s’échauffer sous I’action d’un rayonnement micro-
ondes est qualifiée par le facteur de pertes diélectriques ¢”. Les produits ayant un facteur
de pertes supérieur a 1 s’échauffent facilement par micro-ondes. Parmi ces composés a
pertes diélectriques ¢élevées, on peut citer I’eau a 1’¢état liquide, les produits naturels
riches en eau, des solvants polaires comme les alcools. En pratique, le principal
parametre pour estimer si un produit naturel peut étre chauffé par micro-ondes est sa
teneur en eau. Quand celle-ci est supérieure a 20% en masse, le produit va s’échauffer
facilement sous 1’effet des micro-ondes. Le facteur de pertes &’ représente le
comportement global du matériau soumis au rayonnement micro-ondes. Il peut étre
décomposé en deux phénomenes, la polarisation et la friction. La permittivité relative
¢, ou constante di¢lectrique, traduit la faculté du diélectrique a se polariser, autrement
dit a s’orienter dans le sens du champ électrique. La friction se manifeste par le léger
retard pris par les matériaux polarisés pour s’orienter apres 1’application du champ
électrique. Ce déphasage est représenté par I’angle de pertes o (Anizon et al., 2003). Le
facteur de pertes diélectriques ¢” est égal a la constante diélectrique multipliée par la

tangente de I’angle de pertes ¢/ = £ tan 6.

Les HEs sont composées de molécules aromatiques présentant une trés grande diversité
de structure et qui peuvent étre divisées en deux groupes principaux : les hydrocarbures
terpéniques et les composés oxygénés. Dans le cas de I’huile essentielle de la variété
Valencia late issue de ’ESSAM ou le linalol et le limonéne sont justement les composés
majoritaires, nous observons une plus grande teneur en composés oxygénés
principalement le linalol : (moment dipolaire égal a 22, constante di¢lectrique égal a
2,11) par rapport aux hydrocarbures terpéniques principalement le limoneéne (moment
dipolaire égal a 14, constante diélectrique égal a 0,75). Le moment dipolaire, la
constante di¢lectrique (Ces propriétés di¢lectriques ont été calculées grace au logiciel

de chimie quantique Hyperchem).
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E/ Mécanismes proposés

La syntheése et bilan des études concernant les extractions assistées par micro-

ondes sur I’effet des micro-ondes sur la morphologie, sur la mod¢lisation de la cinétique

d’extraction, alliée a celle de facteurs intrinseéques a la molécule cible comme la

température d’ébullition, la solubilité ou la polarité et les constantes diélectriques, a

permis de faire ressortir deux mécanismes possibles spécifiques a ’ESSAM.

Meécanisme I : pour un échantillon a pertes diélectriques élevées (teneur en eau
supérieure a 20%) I’extraction peut €tre assurée par les micro-ondes sans ajout
d’eau ou de solvant organique. La présence de composés polaires tels que 1’eau
et les composés oxygénés, peut provoquer une augmentation soudaine de la
température favorisant un processus de déshydratation localisé avec une vitesse
de chauffage trés élevée a 'intérieur de la cellule. Ce dernier phénomene
augmente la vitesse de transfert des constituants de la cellule a travers les parois
cellulaires. Du fait de la courte durée d’extraction par ESSAM ce mécanisme
semble étre régi prioritairement par des phénomeénes de solubilité : le non rajout
d’eau au sein du réacteur va favoriser la sélectivité au niveau de I’entrainement
des molécules les plus solubles qui sont en outre les molécules constituant la
fraction oxygénée, d’une plus grande valeur ajoutée sur le plan olfactif.

Mécanisme II : Le mécanisme du chauffage di¢lectrique repose sur le moment
dipolaire des huiles essentielles. Les composés avec des moments dipolaires
¢levés s’échauffent facilement par micro-ondes et sont extraits avec des
proportions élevées par rapport aux composés aromatiques ayant des moments

dipolaires faibles.

I1I.4. Analyse statistique

L’analyse des données résultant du plan d’expérience de type « composite centré »,

réalisé en 18 expériences, dans lequel trois parametres (temps d’extraction, masse de

matiere et puissance) ont été testés. Le logiciel STATGRAPHICS a ét¢é utilisé afin de

déceler I’influence de chaque paramétre sur le rendement d'extraction.
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111.4.1. Réalisation des essais et résultats obtenus

Les essais ont ¢té réalisés conformément a la matrice du plan d’expérience (Tableau
19) et selon I’ordre aléatoire donné par le logiciel. Nous rappelons que ces résultats ne

sont valables que dans le domaine de variation des facteurs considérés.

Tableau 19 : Expériences réalisées dans le plan expérimental et rendements obtenus

Essai Puissance Temps Masse Rendement
1 -1 -1 -1 0,094
2 +1 -1 -1 0,137
3 0 0 -1 0,099
4 -1 +1 -1 0,127
5 +1 +1 -1 0,129
6 0 -1 0 0,066
7 -1 0 0 0,086
8 0 0 0 0,104
9 0 0 0 0,104
10 0 0 0 0,104
11 0 0 0 0,104
12 +1 0 0 0,112
13 0 +1 0 0,111

14 -1 -1 +1 0,041
15 +1 -1 +1 0,067
16 0 0 +1 0,084
17 -1 +1 +1 0,056
18 +1 +1 +1 0,108

L'analyse des résultats du Tableau 19 révéle que les réponses (rendements)
obtenues de 0,041 a 0,137 % varient en fonction du niveau d’implication de chaque

facteur dans l'expérience.
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Le rendement optimal obtenu par la méthode expérimentale est de I’ordre de 0,137 %,
relatif & I’expérience 2, ayant comme coordonnées réduites (+1,-1,-1). Ceci correspond

a une puissance de 600 W, un temps de chauffage de 15 min et une masse de 75 g.

I11.4.2. Analyse de variance

Une analyse de la variance (ANOVA) a permis de tester la pertinence des
variables impliquées dans le modele étudié et de représenter graphiquement
I’importance de chaque facteur sur la réponse étudiée. Dans ce type d’analyse, nous
pouvons déterminer la signification ou non des facteurs du modele a 1’aide de
I’hypothése nulle, notée Ho, qui suppose que I’effet du parametre est nul. La probabilité

d’accepter cette hypothése est notée Val-p.

- SiVal-p <5 %, Hy est rejetée et le paramétre sera significatif.

- SiVal-p >5 %, Hy est retenue et le paramétre sera non significatif.
Le Tableau 20 représente les résultats de 1’analyse de la variance. On remarque que les
trois facteurs sont significatifs. Dans ce sens, un diagramme dit de Pareto illustre la
pertinence des variables impliquées ainsi que les effets quadratiques (ensemble de

paires de parameétres), (Figure 32).

Tableau 20 : Données obtenues a partir de I’analyse da la variance du modg¢le statistique

Paramétre Val-p
C : masse 0.0009
A : puissance 0,0103
B : temps 0,0224
AC 0,4225

BC 0,4492

BB 0,4765

AA 0,6519

cC 0,6999

AB 0,7012
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Figure 32 : Diagramme de Pareto présentant 1’influence standardisée de chaque effet.

AA : Effets quadratique de la puissance.

BB : Effets quadratique du temps d’extraction.

CC : Effets quadratique de la masse d'extraction.

AC : interaction entre facteur puissance et masse d’extraction.

BC : interaction entre facteur temps d'extraction et masse d’extraction.

AB : interaction entre facteur puissance et temps d’extraction.

Nous pouvons remarquer que pour chaque variable les effets (linéaires,
quadratiques, interactions entre facteurs) contribuent a la réponse et sont classés
selon leur ordre décroissant d'importance. La longueur des barres sur ce graphique
est proportionnelle a la valeur absolue de 1'amplitude des effets estimés des facteurs.
La barre transversale représente I'amplitude minimale a partir de laquelle les effets
seront considérés comme étant statistiquement significatifs sur la réponse étudiée.
Nous observons aussi sur ce diagramme que le paramétre le plus influant est
représenté par la masse de 1’échantillon (C). Par contre, la puissance micro-ondes
appliquée (A) et le temps d’extraction (B) réveélent une importance moins
significative mais remarquable. D'autre part, il est important de noter 1’absence
d’effets significatifs des produits croisés (interactions entre variables : AB, BC,
AB). Ceci révele une absence totale d'interactions entre les variables dans le

domaine expérimental étudié.
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I11.4.3. Les effets simples

Les effets simples des paramétres représentent la variation d’un parameétre de son
niveau inférieur a son niveau supérieur, lorsque les autres parametres sont a leurs
niveaux centraux. Les effets simples des trois facteurs sur le rendement sont représentés

par la Figure 33.

L’examen de la Figure 33 montre des effets simples, similaires de la puissance et du
temps d’extraction sur le rendement d’extraction. Ce dernier varie proportionnellement
avec ces deux parametres opératoires. Par contre, I’effet simple de la masse est
nettement différent. En effet, le rendement d’extraction augmente pour de faibles
teneurs en masse, passe par un maximum puis diminue. L’analyse de la variance des

parametres a montré que 1’effet de ce facteur était significatif.
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Figure 33 : Effets simples des paramétres.

111.4.4. Détermination du modéle

L’extraction de I’huile essentielle par ESSAM peut étre représentée sous la forme
d’une équation polynomiale du second degré, donnée ci-dessous, dont les effets estimés

de chaque coefficient sont représentés au Tableau 21.

R, (%) = 0,00994762 + 0,015p + 0,0127¢ - 0,0231m + O ,00404762p2 -
- 0,002pt + 0,00425pm - 0,00645238¢> + 0,004tm - 0,00345238m*

Le mode¢le mathématique de la réponse est utilisé par le logiciel pour calculer les

réponses dans tout le domaine d'étude, en négligeant les effets non significatifs.
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Le mod¢le mathématique se réduit donc a :

R, (%) =00994762 + 0,015p + 0,0127t - 0,0231m

Tableau 21 : Coefficients du modéle

Paramétres Valeurs réelles des coefficients
Constante 0,00994762
A:p 0,015
B:t 0,0127
C:m -0,0231
AA 0,00404762
AB - 0,002
AC +0,00425
BB - 0,00645238
BC 0,004
CcC -0,00345238

Le mod¢le développé présente un coefficient de régression R? égale a 85,74 , cela
signifie qu’il est appropri¢é mais nécessite une amélioration dans la prise en charge

d’autres parameétres pouvant influencer I’extraction.

L’ajustement du modéle peut étre vérifi¢ en comparant les valeurs expérimentales
obtenues pour le rendement en HE et celles prédites par le mode¢le (Tableau 22). Plus
les valeurs sont proches, plus I’ajustement du modéle est satisfaisant et, par
conséquence, le modele décrit bien le comportement du systéme étudié. Dans ce cas,
nous pouvons remarquer que les valeurs des rendements obtenue expérimentalement et

ceux estimés par le modéle sont proches.
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Tableau 22 : Valeurs expérimentales et calculées du rendement en huile essentielle.

Essais Valeurs Rdtue Valeurs Rdtuk calculés (%)
expérimentales(%)
1 0,094 0,0869881
2 0,137 0,1290381
3 0,099 0,1190476
4 0,127 0,1249381
5 0,129 0,1259881
6 0,066 0,0804476
7 0,086 0,0886476
8 0,104 0,0994523
9 0,104 0,0994523
10 0,104 0,0994523
11 0,104 0,0994523
12 0,112 0,1184476
13 0,111 0,1056476
14 0,041 0,0417381
15 0,067 0,0667881
16 0,084 0,0730476
17 0,056 0,0616881
18 0,108 0,1127381

La Figure 34 est déduite par le logiciel STATGRAHPICS, ou nous avons les points
expérimentaux exprimant les rendements et la droite de prédiction. Nous remarquons

que les points expérimentaux sont proches du mod¢le proposé.
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Figure 34 : Valeurs Observées en fonction des valeurs prédites.
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I11.3.5. Optimisation des résultats

La valeur optimale du rendement délivrée par le logiciel TATGRAPHICS est de 1’ordre
de 0,136 %, comparable a 0,137 %, obtenue expérimentalement (Tableau 23).

Tableau 23 : Conditions optimales du rendement.

Variables Puissance (W) Temps (min) Masse (g)
En valeurs codées 1 0,5203 -1
En valeurs réelles 600 w 22,6015 min 75

I11.4.6. Surface de réponse

Dans cette partie, la Figure 35 illustre les surfaces de réponses et la projection en
deux dimensions des effets combinés tout en gardant le troisiéme parameétre constant
au niveau central. Pour la combinaison (puissance, temps de chauffage), une légere
courbure est observée suggérant une réponse maximale avec les niveaux hauts des
deux variables. En ce qui concerne la combinaison (puissance, masse), le rendement
en HE sera maximal lorsque les deux facteurs sont a leurs niveaux hauts ; enfin la
combinaison (temps, masse) montre que le rendement prend sa valeur maximale

lorsque les deux facteurs prennent des valeurs intermédiaires.

117



Reésultats et Discussion

Estimated Response Surface
masse=0,0

(X 0,001)
127 =
117
107

rendement
w
~

puissance

Estimated Response Surface
puissance=0,0

o
[}
=
@
=
c
o o
1
OIS
-06
masse
Estimated Response Surface
temps=0,0

(X 0,001)

138
= 118
@
£ 98
=
=
2 78 1

58 e

=1 -0,6 -0,2

0.2 05 1 -1

masse
puissance

Figure 35 : Surfaces de réponses traduisant les effets combinés des paramétres sur le
rendement en HE.

I11.4.7. Effet conjugué des parameétres sur le rendement

La présentation des effets d’interaction permet d’illustrer I’influence d’un facteur
sur un autre, lorsque ce dernier est a son niveau bas, puis a son niveau haut, le troisi¢me
¢tant a son niveau zéro. Graphiquement, ces effets sont définis comme significatifs
lorsque les courbes représentées ne varient pas dans le méme sens a leurs niveaux

inférieur et supérieur. La Figure 36 donne la représentation graphique de ces effets.
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L’examen de cette figure montre que les trois couples de courbe varient dans le

méme sens de leur niveau bas a leur niveau haut. Pour cela, leurs effets sont jugés

comme non significatifs.
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Figure 36 : Effets d’interaction des paramétres opératoires sur le rendement.
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IILS5. Activité antioxydante de I’huile essentielle d’orange douce Valencia Late

L’HE d’orange extraite par ESSAM a été utilisée pour cette partie

II1.5.1.Test anti-radicalaire (DPPH*)

Ces derniers temps, un intérét croissant a ét¢ enregistré pour les antioxydants naturels
qui peuvent jouer un role important dans la prévention de diverses oxydations
chimiques de divers aliments. L’activité antioxydante de I’HE d’orange que nous avons
¢tudiée a été évaluée en utilisant le test du radical DPPH®.

La Figure 37 montre, le pourcentage d’inhibition du radical DPPH* pour les différentes
concentrations utilisées d’HE, Il ressort de cette figure que I’activité anti-radicalaire de
I’HE d’orange est proportionnelle a la concentration utilisée, Le pourcentage

d'inhibition variait de 21 a 81% selon les concentrations testées (Figure 37).
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Figure 37: % d’inhibition de DPPH (AA) des différentes concentrations de I’HE d’orange

valencia late.
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L'HE C.sinensis a montré une forte activité antiradicalaire, La plus faible valeur
ICs0 (activité antioxydante la plus élevée) de 89,25 ug /ml a été obtenue pour cette HE
(Tableau 24), huit (8) fois plus grande (p < 0,05) que la valeur attribuée au composé

de référence BHT utilisé comme témoin positif (ICso = 11,37 ug/ml).

Selon les catégories définies par Scherer et Godoy (2009), I’'HE C. sinensis testée
dans la présente étude a montré une forte activité antioxydante (AAI =1,12 pg/ml). A
notre connaissance, aucun travail n’a été réalisé¢ sur l'activité antioxydante d’HE
d’orange en utilisant la méthode DPPH, cependant quelques études ont été menées pour
¢tudier son potentiel antioxydant en utilisant d'autres méthodes d'essais ou en utilisant
d'autres especes d'agrumes, L'aptitude de I'HE d’orange a éliminer les radicaux libres
pourrait étre attribuée aux constituants phénoliques car les monoterpénes sont
responsables de la réactivité globale de I'huile d’orange par rapport au radical DPPH.

Nos résultats sont semblables a ceux rapportés antérieurement par Singh et al, (2010)
qui ont examiné l'activité antioxydante de I’HE d’orange en utilisant la méthode DPPH,
L'activité antioxydante des HEs d'orange a également été signalée par d'autres
chercheurs, Dans divers travaux scientifiques, les auteurs ont discuté de la relation entre
les capacités antiradicalaire de l'extrait végétal et le contenu total en composés
phénoliques, La relation entre l'activité antioxydante et leurs profils chimiques a été
déja rapportée,

Généralement, les activités antioxydantes des HEs des plantes ont été attribuées a
leurs principaux composés majeurs, Ainsi, l'intensité de l'activité antioxydante pour
lI'espéce étudiée peut étre liée principalement aux composants principaux qui sont le
limonéne (94,64-95,48%) et le B-myrcene (1,64-1,87%). Méme les autres composés
mineurs présents pourraient expliquer dans une partie les activités antioxydantes
¢levées pour cette espece ; il est difficile d'attribuer 'effet antioxydant de 1'HE entier a
un ou a quelques composés actifs, Les composés mineurs et majeurs devraient jouer un
réle important dans l'activité¢ de ’HE, étant donné que le limonene est le principal
compos¢ d'HE d’orange étudi¢e dans ce travail. Nos résultats confirment 1'étude de
Bacanh et al, (2015) et Fancello et al, (2016) qui ont décrit 'activité antioxydante de
ce compos¢ majeur. Dans le méme ordre d'idées, Junior et al, (2009); Singh et al,
(2010) ont constaté¢ que la nature antioxydante des HEs en termes de piégeage de

radicaux libres peut également étre due au DL-limonéne principalement présent dans
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I'HE des citrus, Les antioxydants synthétiques comme I'hydroxyanisole butylé¢ (BHA)
et I'hydroxytoluéne butylé (BHT) ont été efficacement utilisés pour freiner 1'oxydation
des lipides dans les produits d’origine animale, Pour des raisons de risque que ces
substances de synthése peuvent engendrer sur la santé¢ du consommateur, ces derniéres

années les recherches ont été orientées vers des substances naturelles.

Tableau 24 : Propriétés antioxydantes de I’HE d’orange valencia late, Test DPPH.

Méthode Parameétres HE orange (Citrus sinensis L)
Test DPPH | - ICso (ug/ml)° 89,25 + 3,45
- Indice d’activité antioxydante (AAI) ™ 1,12 +0,08
-Activité antioxydante Forte

*ICs (ug/ml) de BHT = 11,37 £ 0,35
"AAI < 0,5 (faible) ; 0,5 < AAI < 1,0 (moyenne) ; 1,0 < AAI < 2,0 (forte) et AAI > 2,0 (trés forte),
- ICsy, La concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH* initiale de 50%,

I11.5.2. Application dans les ovoproduits liquide

II1.5.2.1. pH et teneur en matieres grasses d’OEL

Dans les ovoproduits (OEL), habituellement obtenus a partir de le cassage et de
I'homogénéisation ultérieure des constituants des ceufs, le pH est un attribut essentiel
pour l'obtention de certaines propriétés fonctionnelles liées au produit. Le pH, les
solides totaux et les matiéres grasses sont les principaux indices de qualité corrélés aux
propriétés fonctionnelles et a la stabilit¢ pendant le stockage et les différents

traitements.

Les OEL sont utilisés par l'industrie alimentaire comme ingrédients alimentaires en
raison de leurs excellentes propriétés fonctionnelles (Chang et Chen, 2000 ; de Souza

et Fernandez, 2011).

Nos résultats ont montré que les échantillons non traités (t€émoins) et ceux traités
ont une valeur de pH moyenne de 7,56 et 7,68 respectivement, Les valeurs de pH entre
les échantillons de I’OEL n'étaient pas significativement différentes (p > 0,05) pendant

le stockage réfrigéré (Résultats non affichés), nos résultats sont en accord avec Monfort
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et al, (2012) et Rossi et al, (2010) qui ont déclaré des valeurs moyennes de 7,64 et 7,5

respectivement.

L’analyse de la mati¢re grasse de I’OEL (Albumine 67%, Jaune 33%) a montré une
valeur de 9,98% (p/p) (Tableau 25). Le résultat observé est similaire aux travaux de
Jin et al. (2015) et Ragni ef al.(2011) qui ont déclaré 9,88 et 10,09%, respectivement.
Les mémes auteurs ont observé que la teneur en graisse augmente a mesure que la
proportion de jaune augmente, car il y a plus de lipides dans le jaune que dans
l'albumine. Néanmoins, il est bien connu qu'il existe divers facteurs influencant la
composition de I'ceuf de poule (Altuntas et Aydin, 2014 ; Hammershgj et Johansen,

2016).

Tableau 25 : Teneur des matieres grasse*des OEL.

Produits d’ceufs Composition (p/p %)
liquid
iquides Jaune (%) Albumine (%) Teneur en maticres
grasses
Blanc 0 100 0,05+ 0,01%
OEL! 33,25 66,75 9,98 +0,53°
Jaune 100 0 31,42 £ 0,46°

* Les valeurs moyennes dans la méme colonne, issues de différentes lettres sont significativement différentes a la probabilité p <
0,05.
'OEL: ceuf entier liquide.

I11.5.2.2. L'oxydation des lipides (Test SR-TBA)

Les HEs sont qualifiées d'antioxydants naturels en raison de leur capacité a réduire
la formation de radicaux libres et de les éliminer, ce qui entraine une diminution de
l'oxydation des lipides dans les aliments, Elles ont été proposées comme substituts
potentiels pour les conservateurs synthétiques dans la matrice alimentaire (Djenane et
al., 2011b). L'oxydation des lipides conduit a la perte d'acides gras essentiels et a la

production de composés a odeur désagréable (composés carbonylés), La prévention de
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I'oxydation peut s'effectuer par 1'ajout de composés naturels ou de synthése (Kansci et
al., 1994).
Un grand nombre de composés sont générés a partir de 1'oxydation des lipides qui
affectent négativement la qualité, ce qui limite la durée de conservation des aliments.
L'oxydation des lipides dans les produits d’origine animale est influencée par divers
facteurs tels que la quantité d'acides gras polyinsaturés (AGPI), Oz, les ions métalliques,
la température, I'éclairage, les pigments naturels, les processus mécaniques et 1'addition
de sel pendant le traitement. L'oxydation des lipides est initiée lorsque les AGPI
réagissent avec 1'0O> moléculaire par l'intermédiaire d'un mécanisme de chaine a
radicaux libres formant des peroxydes, un grand nombre de composés sont générés
pendant les processus d'oxydation, ce qui nuit a la qualité et a la sécurité des produits,
ce qui limite la durée de conservation des aliments (Djenane ef al., 2001 ; Djenane et
al., 2016).

Dans les aliments d’origine animale (ceufs, poisson, viande et lait), la détérioration
de la qualité due aux processus oxydatifs des AGPI peut également étre générée par un
rayonnement a courte longueur d'onde (UV-A: 315-400 nm) qui est un promoteur
efficace de la peroxydation lipidique (Djenane et al., 2011a). Pour prévenir ou retarder
l'oxydation des lipides dans les aliments, les antioxydants peuvent étre appliqués,
Aujourd'hui, l'industrie alimentaire recherche de nouveaux antioxydants naturels

¢conomiques et efficaces qui peuvent remplacer les antioxydants synthétiques.

Le test TBA permet d'évaluer la formation des composés carbonylés, produits
secondaires de l'oxydation des lipides, L'inhibition de l'activit¢ de peroxydation

lipidique dans I’OEL a été testée par le test SR-TBA.

Les valeurs initiales de SR-TBA des ceufs entiers frais étaient de 1’ordre de 0,05
mg MDA/kg (Tableau 26), L'activité de I'HE d’orange a ét¢ jugée dépendante de la
dose utilisée. Les valeurs TBA des échantillons témoins ont augmenté rapidement tout
au long du stockage en vitrine illuminée, Les résultats montrent qu'au 5™ jour du
stockage en vitrine illuminée, les échantillons contenant un niveau d'HE d’orange
(0,5%) avaient des valeurs de TBA inférieures (taux de réduction = 69,73%) par rapport
aux échantillons témoins, Cependant, a la fin de stockage, le taux de réduction

enregistré était de ’ordre de 55,2%. Il s’aveére que pendant toute la période de stockage,
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les échantillons traités avec une faible concentration d’HE (0,1%) ont montré une forte
valeur de SR-TBA qui était presque égale a celle du témoin. Nos résultats sont en
concordance a ceux de Viuda-Martos et al, (2011) qui ont étudié l'effet de divers
extraits de plantes a différentes concentrations sur l'oxydation des lipides dans les
ovoproduits pendant le stockage, Il a été rapporté que le taux d’oxydation lipidiques

était plus faible pour une concentration plus élevée d'extrait végétal.

Fernandez-Lopez ef al. (2005) ont testé la poudre seéche d’orange a (0,5%) sur
des boulettes de viande hachée du beeuf, ils ont signalé que ce traitement a permis de
retarder efficacement 1’apparition de la rancidité du produit mesurée par le test SR-TBA

durant une période dépassant 12 jours de conservation.

La diminution de la concentration d'HE sans compromettre leur activité
antioxydante peut également étre obtenu en les appliquant en combinaison avec d'autres

composés antioxydants qui fournissent un effet synergique (Djenane et al., 2011a).

Tableau 26 : Valeurs TBA (mg MDA/kg d’OEL) et inhibition [%* (valeurs entre parenthéses)
des OEL qui contiennent de I'HE d’orange valencia late pendant le stockage en vitrine illumine
réfrigéré.

* Le taux d'inhibition en pourcentage (IR%) par rapport au témoin a été calculé comme suit :

Stockage Témoin OEL 0,1% OEL 0,3% OEL 0,5%
(jours)
0 0,05 £ 0,006°V | 0,05 +0,006*Y | 0,05+ 0,006*" | 0,05+ 0,006*V
3 0,5+0,09°% | 041 + 0,062 0,45 + 0,04%% 0,25 + 0,06°%
(18,00%) (10,00%) (50,00%)
5 1,85+0,112Y | 1,60+ 0,08%°Y 1,09 + 0,06 0,56 + 0,084XY
(13,51%) (41,08%) (69,72%)
8 2,5+0,07°Y2 | 2,05+ 0,132bY2 1,58 + 0,09°Y% 1,12+ 0,12°Y%
(18,00%) (36,80%) (55,20%)

1(%) = [(SR-TBAc- SR-TBAc)/ SR-TBA¢] x 100, Ou C’est le nombre de SR-TBA dans les échantillons non traités (Témoin) et T
est le nombre de SR-TBA dans les échantillons traités,
@d Dans chaque ligne, différentes lettres en minuscules en exposant montrent des différences entre les groupes de traitements (p <

0,05),

"2 Dans chaque colonne, différentes lettres majuscules en exposant montrent des différences entre les périodes de stockage dans
le méme groupe de traitement (p < 0,05),
OEL 0,1%: Eufs entiers liquides traités avec 0,1% d'HE d’orange,
OEL 0,3%: Eufs entiers liquides traités avec 0,3% d'"HE d’orange,
OEL 0,5%: Eufs entiers liquides traités avec 0,5% d'HE d’orange.
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I11.6. Analyse microbiologique

Les ceufs entiers sont susceptibles d'étre contaminés par des microorganismes
Gram-positifs et Gram négatifs (Parisi ez al., 2015), la croissance microbienne étant
considérablement décélérée en raison de la présence d'antimicrobiens naturels, en
particulier le lysozyme et la conalbumine, dans la fraction blanc d'ceuf ( Abeyrathne et

al., 2013 ; Silvetti et al., 2017).

Cependant, la prévalence des microorganismes dans les ovoproduits tels que I’OEL
est principalement due au manque de conditions d'hygiéne lors de la manipulation, du
stockage et durant la vente au détail. Les ovoproduits frais sont des produits qui sont
soumis a une altération microbienne rapide en raison de leur nature délicate.
L’évolution microbiologique dans les échantillons traités avec de I’HE d’orange lors de

stockage en vitrine illuminée a 4 °C, sont présentés dans le Tableau 27.

Le nombre initial de bactéries psychrotrophes a été de 2,5 log UFC/ml, Garcia-
Gonzalez et al, (2009) ont signal¢ 4,1 log UFC/g de charge microbienne initiale dans
I’OEL frais,

Dans les premiers lots (0,1% et 0,2%), le traitement avec I’HE d’orange a été moins
efficace par rapport au traitement 0,5%, Cependant, durant le stockage en vitrine
illuminée, des changements importants ont été observés : la charge des Psychrotrophes
a continuellement augmentée chez les échantillons du ler lot (0,1%) et du 2éme lot
(0,2%), tandis qu'un développement microbien plus lent a été observé pour le 3éme lot
(0,5%). A la fin de la durée de conservation, le nombre de bactéries psychrotrophes

dans les échantillons traités avec de I’HE a atteint 5,63 a 7,27 log UFC/ml.

Cependant, a cette méme période de stockage des valeurs de 7,5 log CFU / ml ont
¢té obtenues pour des échantillons non traités. Nous pouvons déduire de ces résultats
qu’un traitement élevé (0,5%) a été aussi efficace pour assurer la stabilité microbienne
pendant toute la durée de stockage en vitrine illuminée. Cependant, le seuil
microbiologique n'a pas été dépassé méme a la fin de la période de stockage (<7 log
UFC/g) et par conséquent notre ovoproduit frais est acceptable pour la consommation,
méme aprés une semaine de stockage en vitrine illuminée pour les deux traitements

(0,2 et 0,5%) conformément aux directives microbiologiques.
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Les résultats de ce travail ont montré que ’HE d’orange présente un puissant
potentiel antimicrobien contre les microorganismes ; bactéries psychrotrophes

responsables d’altération des OEL.

Tableau 27 : Les bactéries psychrotrophes (logio UFC/ml) dans les différents échantillons

d’OEL durant un stockage en vitrine illuminée.

stockage (jours) Témoin OEL 0,1% |OEL 0,2% |OEL 0,5%
0 2,50+£0,06 | 2,50+0,06 | 2,50=+0,06 2,50 0,05
2 3,71+£0,08 | 3,60+0,21 | 3,70+0,15 3,50+0,12
5 6,7+ 0,23 6,60+0,12 | 6,06 0,18 5,40 £ 0,09
8 7,50+0,19 | 7,27+0,24 | 6,30 +0,09 5,63+0,14

Un certain nombre d'études ont démontré le large spectre d’activités
antimicrobiennes des espéces d'agrumes, en particulier les HEs d’orange contre un
grand nombre de microorganismes (Espina et al., 2011; Settanni et al., 2012). Ce qui
a été confirmé et étendu dans cette étude, bien que plusieurs études aient portées sur les
propriétés antifongiques, seules quelques études ont évalué leur activité contre les
bactéries d'altération des aliments. Luciardi ez al. (2016) ont montré que les HEs des
citrus peuvent étre utilisés pour inhiber les facteurs de détection et de virulence du
quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa capable de produire des biofilms dans les

systemes alimentaires.

Selon Espina et al. (2013), les HEs exercent une meilleure activité antimicrobienne
a faible pH et a des faibles températures ; d’ou l'importance de leur utilisation en
conditions de réfrigération et/ou en présence d’acides organiques. On considere
généralement que l'activité antibactérienne ¢élevée des HEs et de leurs agents bioactifs

augmente avec l'abaissement des valeurs de pH en raison de l'augmentation de
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I'hydrophobicité de I’HE a faible pH. En conséquence, il existe une dissolution de I’'HE

plus facile dans les lipides de la membrane cellulaire bactérienne (Juven et al., 1994).

Friedly et al. (2009) ont constaté qu’une faible quantité d'HE des citrus combinée
avec des acides organiques pourrait &tre efficace pour contréler la croissance
microbienne, Pittman ez al, (2011) et Pendleton ez al, (2012) ont également constaté
que 'HE des citrus était efficace aux températures de réfrigération pour réduire la
croissance de plusieurs souches de E. coli O157 : H7 isolées du beeuf. La poudre seche
d'orange et de citron a 5% (p/p) a été testée par Fernandez-Lopez ef al, (2005) pour
son potentiel antimicrobien dans les boulettes de viande bovine pendant une période de
plus de 12 jours. Les HEs de Citrus ont également été étudiées pour leur capacité
antibactérienne sur une période de 90 jours de stockage réfrigéré de la viande du beeuf
(Pittman et al., 2011) et de sardine fraiche durant le stockage réfrigéré (Djenane,

2015).

L’HE C. sinensis est capable d’inhiber complétement la croissance d'Aspergilus niger
a 3,0 mg/ml. L'huile a montré une activité fongistatique a 1,5 mg/ml avec un taux de
79% d'inhibition de croissance fongique aprés 7 jours d'incubation (Sharma et
Tripathi, 2008). Ces résultats sont en concordance avec ceux obtenus par Viuda-
Martos et al, (2008) qui ont démontré que A. niger est plus sensible a I’HE extraite de
I’écorce d'orange (C. sinensis L). Callaway et al, (2011) et Muthaiyan et al, (2012)
ont étudié les effets antimicrobiens de certains sous-produits d’industries d’agrumes
contre les agents pathogenes alimentaires et ont constaté que plusieurs d'entre eux

avaient des propriétés antimicrobiennes.

O'Bryan et al, (2008) ont test¢ 7 HEs des citrus pour leur capacité a inhiber la
croissance de 11 sérotypes/souches de Salmonella. Ils ont conclu que les HEs d’orange

ont révélé une grande action inhibitrice contre les Salmonella spp.

Nannapaneni et al. (2009) ont testé plusieurs HEs d’orange contre Campylobacter
jejuni et Arcobacter spp. Ils ont constaté que 1'huile d'orange pressée a froid était la
plus efficace contre C. jejuni. Aucune inhibition d'Arcobacter spp, n'a été¢ détectée.
Certains auteurs ont déclaré que ’'HE des Citrus peut agir en tant que promoteur de
croissance, augmentent I'immunité et améliorent également la résistance aux maladies
a l'infection par Streptococcus iniae chez les poissons. Ainsi, elles peuvent étre utilisées

comme un substituant des antibiotiques administrés aux aliments pour poisson (Acar

128



Reésultats et Discussion

et al., 2015). Federman et al. (2016) a examiné les effets antimicrobiens de 1'huile
d'orange de Valencia pressée a froid. Les données suggérent que I'huile d'orange a le
potentiel d'étre utilisée comme traitement préventif contre S. aureus, cause majeure de

mastite contagieuse bovine et d'invasion de cellules mammaires bovines,

Plusieurs études ont montré que les bactéries Gram-positives sont plus sensibles a
I’HE des citrus que les bactéries Gram-négatives (Kivanc et akgul, 1986 ; Farag et
al., 1989; Tassou et Nychas, 1995 ; Chao et al., 2000 ; Mann et al., 2000 ; Ferhat et
al.,2010 ; Ruiz et Flotats, 2014). La membrane externe de ces derniéres contient des
lipopolysaccharides hydrophiles, qui créent un obstacle vers des composés
hydrophobes et des macromolécules, fournissant aux bactéries Gram négatives une
tolérance plus ¢élevée a des composés antimicrobiens hydrophobes comme ceux trouvés
dans les HE (Kivanc et akgul, 1986 ; Farag et al., 1989 ; Tassou et Nychas, 1995 ;
Chao et al., 2000 ; Mann et al., 2000 ; Ferhat et al., 2010).

Contrairement a toutes les attentes, Lin ez al, (2010) ont montré que les HEs
d’orange pouvaient efficacement inactiver certaines bactéries Gram négatives telles que
V. parahaemolyticus, S. Typhimurium et E. coli mais pas S. aureus (Gram positive).

Malgré le potentiel démontré des HEs et de leurs constituants en phase liquide, leur
utilisation comme conservateur dans les aliments a été limitée parce que des
concentrations ¢levées sont nécessaires pour obtenir une activité antimicrobienne
satisfaisante (Burt, 2004 ; Djenane ef al., 2012a). Les facteurs intrinséques complexes
présents dans les matrices alimentaires peuvent potentiellement diminuer l'efficacité
des HEs. Smith-Palmer et al, (1998) ont constaté que les aliments ayant une teneur
plus élevée en lipides nécessitaient une concentration élevée en HE pour inhiber la
croissance bactérienne. Ceci aurait un impact négatif sur les qualités organoleptiques
causé par la présence de I’HE a un seuil critique. Les possibilités de synergies entre
plusieurs composés ont été suggérées comme une solution a ce probléme. La synergie
entre les HEs et d'autres composés devra également étre étudiée en tant que systémes
antimicrobiens avant qu'ils ne puissent étre appliqués dans le secteur alimentaire. Le
limoneéne par exemple pourrait tre combiné avec succes avec d'autres technologies de
conservation thermique afin d'obtenir un effet synergique par l'inactivation des

microorganismes. A cette fin, I'application prévue d'une technologie de conservation
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non-thermique nécessitant des dommages subalternes au niveau de la membrane
externe des bactéries cibles augmenterait I'effet 1étal induit par le limonene, conduisant
a un processus combiné utile (Espina et al., 2013). Zhang et al, (2014) ont signalé que
la combinaison de la nisine et de D-limonéne a engendré des effets de synergie

antimicrobienne contre les agents pathogénes.

Une concentration plus élevée en composés phénoliques tels que les monoterpénes
présents dans I'HE pourrait étre responsable de l'activité antimicrobienne. L’activité
antibactérienne de I'HE d’orange étudiée peut étre attribuée a plusieurs molécules, entre
autres le limonene, constituant majeur des HEs des citrus (Djenane, 2015). Il a été
rapporté que le limonéne exerce une activité antimicrobienne vis-a-vis de plusieurs
souches (Di Pasqua et al., 2006 ; Chee et al., 2009; Espina et al., 2013; Zhang et al.,
2014). Des recherches antérieures sur l'activité antibactérienne du limonéne ont été
principalement axées sur ses activités bactériostatiques et bactéricides contre les agents
pathogenes alimentaires (Vuuren et Viljoen, 2007 ; Espina et al., 2013), mais on

connait pas autant sur son activité¢ antibactérienne dans la conservation des aliments.

Compte tenu du grand nombre de divers groupes de composés chimiques contenus
dans les HEs, il est plus probable que leur activité antibactérienne soit imputable aux
enveloppes de cellules spécifiques bactériennes cibles (Burt, 2004). Pour expliquer les
mécanismes d'action des molécules bioactives contenues dans les huiles, I'action
antimicrobienne de ces molécules pourrait étre attribuée a leur capacité a pénétrer a
l'intérieur de la cellule par les membranes bactériennes et, par conséquent, a exercer
une action inhibitrice sur les propriétés fonctionnelles de la bactérie (Fisher et Phillips,

2009).

II1.7. Analyse sensorielle

La production de saveur ou d'odeur forte limite l'utilisation d'HE comme
conservateur d'aliments pour augmenter la durée de conservation des produits
alimentaires. L'utilisation des HEs comme agents biologiques dans l'industrie
alimentaire pourrait affecter les propriétés organoleptiques des produits, de sorte que
l'obtention d'un meilleur effet biologique en utilisant une faible concentration d’HE est
essentielle. Ainsi, des tests sensoriels par un panel formé seraient nécessaires dans

certains cas pour €lucider cet aspect.
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En ce qui concerne l'intensité de I'odeur d'orange (Tableau 28), les dégustateurs ont
attribu¢ aux échantillons OEL 0,5% un score initial de 3 (Jour 0), tandis que les
¢échantillons 0,1% et 0,2% ont regu un score < 2,2 pendant toute la période de stockage
en vitrine illuminée, représentatif d’une odeur d'orange acceptable. Il apparait évident
que l'intensité de I'odeur d'orange diminue avec le temps de stockage illuminé ; pas plus
perceptible aprés 5 jours (p < 0,05) et a atteint des valeurs acceptables pour tous les
¢chantillons. D'un point de vue pratique, la présence de ’'HE d’orange dans

I’ovoproduit est sans effet sur les caractéristiques organoleptiques.

Cependant I’HE d’orange a exercé un effet quant aux scores sensoriels attribués
concernant « mauvaise odeur » (p < 0,05). Durant toute la période de stockage illuminé,
les échantillons non traités avec I’HE d’orange ont regu des scores « mauvaise odeur »
(p < 0,05) supérieurs. En général, les valeurs de SR-TBA ont été corrélées avec la
perception sensorielle par le consommateur dans le cas des produits d’origine animale
(Djenane et al., 2011). L'augmentation de « mauvaise odeur » chez les échantillons
témoins était probablement due au phénomene de rancidité générée par les réactions
d’oxydation des lipides, comme le montrent les valeurs de SR-TBA, ce qui pourrait étre
facilement pergu par les panélistes, Il serait également probable que la « mauvaise
odeur » percue par les panélistes est également due au développement microbien,

comme en témoignent les dénombrements des bactéries psychrotrophes.

Au 5% jour de stockage, les échantillons témoins ont été évalués par les panélistes
avec un score de rejet (score ~ 4), tandis que les échantillons contenant des quantités
¢levées en I’HE d’orange (0,2 et 0,5%) ont ét¢ évalués par les panelistes avec des scores
loin des limites de rejet (P < 0,05) et, ce ci pendant toute la période de stockage.
L'activité antioxydante peut étre attribuée a la présence de composants chimiques ; les
monoterpeénes contenus dans cette HE peuvent agir comme agents bioactifs et éviter
une perte de qualité sensorielle. Dans certaines conditions, I'ardbme intense des HEs,
méme a de faibles concentrations, peut provoquer des effets organoleptiques négatifs
dépassant le seuil acceptable pour les consommateurs. Au cours des derniéres
décennies, différentes stratégies ont été utilisées pour résoudre ce probléme. Une option
consiste a utiliser des extraits de plantes dans des emballages actifs plutét que comme
un ingrédient du produit lui-méme. Les HEs peuvent étre encapsulés dans des

polymeres de revétements comestibles et biodégradables qui fournissent une libération
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lente a l'espace libre des emballages alimentaires et par conséquent a la surface

alimentaire (Camo et al., 2011; Djenane et al., 2016).

Tableau 28 : Attributs sensoriels* d’odeur d’orange et mauvaise odeur mesurés sur OEL en

présence d’HE d’orange valencia late, durant le stockage en vitrine illuminée.

Durée de stockage (jours)

Parametres 0 3 5 8
Odeur de Citrus | Témoin 1,00 +0,00°* | 1,00 + 0,00** | 1,00 + 0,00* 1,00 + 0,00%4
sinensis L. OEL 0,1% 1,00 = 0,00°4 | 1,00 + 0,004 | 1,00 + 0,00* 1,00 = 0,00%4
OEL 0,2% 2,17+0,41°8 | 2,17 £ 0,418 1,17 +£0,41% 1,00 + 0,00
OEL 0,5% 3,00 £ 0,00°C | 2,83 £0,41*C | 1,33 +£0,52%48 1,17 £0,41%
Mauvaise odeur | Témoin 1,00 £ 0,002 | 2,33 £0,52° | 3,67 +0,52¢" 4,17 £ 0,414
*% OEL 0,1% 1,00 £ 0,00V | 2,17 £ 0,41* | 3,00 + 0,00 3,33 + 0,00
OEL 0,2% 1,00 +0,00% | 2,17 +£0,52°Y | 2,33 +0,52b¥ 2,33 +£ 0,520
OEL 0,5% 1,00 £ 0,002 | 2,00 £ 0,00 | 2,17 +0,41% 2,33 £0,525

*Un score < 3 dans l'un des deux paramétres signifie que OEL est acceptable. Lorsque le score >3 dans l'un des deux paramétres
indique que OEL peut étre rejeté (Fin de la durée de conservation),

a4 Lesvaleurs moyennes dans la méme ligne (entre les jours de stockage) issues en exposant avec des lettres différentes différent,

significativement (p < 0,05),

4-C Les valeurs moyennes de l'odeur a Citrus sinensis L, dans la méme colonne (entre les traitements) issues en exposant avec des
lettres différentes, différent significativement (p < 0,05),

Y Les valeurs moyennes de la mauvaise odeur dans la méme colonne (entre les traitements) issues en exposant avec des lettres

différentes, différent significativement (p < 0,05),

**mauvaise odeur : fait référence a l'intensité des odeurs associées a l'oxydation du produit et au développement microbien : 1 =
aucune ; 2 = légere ; 3 = faible ; 4 = modéré ; et 5 = extréme,
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II1.8. Couleur des OEL

A des valeurs positives, l'indice CIE a* indique des couleurs rouges, cependant, aux
valeurs négatives, les couleurs sont vertes, L'indice CIE b * prend des valeurs positives
pour le jaune et le négatif pour le bleu, Enfin, le parametre CIE L * est une mesure
approximative de la luminosité. Chacun des parameétres de couleur mentionnés ci-
dessus est directement associ¢ a certains critéres de qualité¢ du produit en question, par
exemple la composition du produit, le pH, la capacité de rétention d'eau et la texture,
La couleur de I’OEL est un concept d’une importance pratique. L'industrie des ceufs
nécessite des ovoproduits liquides homogene du point de vue couleur et ceci pour
satisfaire la demande de I'industrie alimentaire. Les clients peuvent ne pas accepter la
décoloration d’un produit causée par un stockage prolongé. Pour cette raison, les
antioxydants synthétiques sont habituellement ajoutés aux ceufs liquides pour atteindre
la couleur souhaitée et rendre les produits plus attrayants pour les consommateurs et
plus adaptés pour l'industrie des ovoproduits. La perception des couleurs dépend
fortement des propriétés chimiques, microbiennes et la nature des composantes du
produit. Il a été décrit que la dénaturation de certaines protéines, lipides et pigments,
qui se produit pendant le stockage, explique les principaux changements de couleur
survenus dans les produits alimentaires d’origine animale durant leur stockage réfrigéré

(De Souza et Fernandez, 2011 ; Djenane et al., 2011).

Les changements les plus évidents lors du stockage des ceufs liquides sont
généralement liés a la couleur. Les résultats concernant les traitements avec I’HE
d’orange sont enregistrés au Tableau 29. Le traitement en HE avec une concentration
de 0.5% a permis d’avoir des indices rouge (CIE a *) et jaune (CIE b *) modérément
supérieurs pendant le stockage par rapport aux témoins, ce qui a entrainé une
augmentation de la couleur orange du produit. En outre, I’indice L * a diminué avec le
temps d'exposition. Les échantillons témoins étaient relativement plus foncés que les
autres. Dans des produits similaires, De Souza et Fernandez (2011) ont observé la
méme tendance pour les indices de couleur CIELab. Ces changements de couleur sont
généralement associés a la présence d'HE, ce qui est évident lors de stockage illuminé.
Les résultats obtenus sur la couleur sont en concordance avec ceux des tests physico-

chimiques et microbiologiques des OEL au cours du stockage.
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Tableau 29: Indices de couleur CIE L*, a* et b* dans des OEL traitées avec HE d‘orange

valencia late.

Produit Durée de stockage L* a* b*
(jours)

Témoin 0 65,12+ 1,52 13,50 £2,01 41,21+ 0,99
3 64,45+ 0,88 11,10+ 1,11 40,61 = 1,07
5 60,72 £ 1,01 09,20 £2,01 36,58 £ 0,89
8 59,52 £ 0,68 09,04 £ 0,99 36,02 £ 0,25

OEL 0,1% 0 65,52 £ 0,54 13,80+ 1,01 41,19 £ 0,99
3 64,92 £ 1,88 13,40 £ 1,31 40,42 + 0,49
5 63,72 £ 1,31 11,10 £ 0,05 37,98 £ 0,69
8 63,08 £ 0,81 10,03 £ 199 36,10+ 0,15

OEL 0,2% 0 65,35+0,32 13,90 £1,01 41,20+ 0,21
3 65,12 £ 1,08 13,25 1,41 40,88 + 0,32
5 65,08 £ 1,25 13,08+0,55 40,08 + 0,60
8 63,73 +£0,51 12,23+0,95 39,10 £ 0,05

OEL 0,5% 0 65,12+ 1,52 13,50 £2,01 41,28 + 0,99
3 66,22 + 0,48 13,62+ 1,12 41,42 + 0,69
5 65,09 £ 0,23 13,59 £ 0,05 41,55+ 1,08
8 64,69 £ 0,05 13,50 £ 2,11 40,89 + 2,19

*Chaque échantillon a été mesuré dans 10 positions différentes ; les résultats sont la moyenne de trois réplications indépendantes.
*- Luminance (L).

* Indice de rouge « a »

*- Indice de jaune « b ».
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II1.9. Vie utile du produit shelf life

La qualité des produits alimentaires est liée a des facteurs biologiques, chimiques et
sensoriels. La durée de vie des OEL est déterminée en fonction de toutes ces propriétés :
sensorielle (note attribué: une note < 3 dans pour parametre "mauvaise odeur"
indiquant que le produit est acceptable ; chimigue (valeur SR-TBA : limite ~ 1,5 mg
MDA/kg) et microbiologique (Bactéries psychrotrophes aérobies : limite ~ 7 logio

UFC/g). La durée de vie d’un produit est défini comme "la période entre la préparation
des OEL a I'échelle laboratoire et le moment de 1’échantillonnage, au cours de laquelle
le produit est dans un état de qualité satisfaisante en termes de ces propriétés chimiques,
microbiologiques et sensorielles". Singh et al, (2010) ont recommandé I'HE de C.
sinensis et DL-limonéne pour prolonger la durée de vie des produits stockés. Dans un
récent travail, ’enrobage avec de la gélatine enrichi d'HE d’orange a des effets
perceptibles sur la qualité et la durée de conservation des crevettes (Alparslan et al.,

2016).

Le stockage illuminé¢ de OEL a démontré que I’HE d’orange était nécessaire pour
obtenir une augmentation significative de la durée de vie au cours de I’entreposage
(Tableau 30), 11 était évident que les attributs qualitatifs pendant la période stockage
illuminé dépendaient de la concentration d’HE d’orange ajoutée dans le produit. La
stabilité chimique, microbiologique et sensorielle du produit pendant toute la période
de stockage a été influencée positivement par le traitement avec I’HE. La durée de vie
du produit a été prolongée jusqu'a 1 semaine. La stabilité de la qualité¢ des OEL pendant
le stockage illuminé était plus élevée lors d'un traitement avec des concentrations
supérieures en HE d’orange. Par conséquent, les résultats obtenus dans ce travail
pourraient €tre considérés comme une technologie prometteuse pour allonger la durée

de conservation commerciale des ceufs liquides.
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Tableau 30 : Les Criteres proposés pour I’estimation de la date d'expiration (duré de conservation ; vie) ** de OEL.

Parameétre Fin de la durée Paramétre Fin durée de la Parameétre Fin de Paramétre Fin durée de la
Oxvdatif de conservation dod conservation Microbioloei duré de de conservation
xydatl (mg MDA/kg) odeur (note : mauvaise 1crob1ologique | ¢onservati 1 (indice de
odeur) on (logo couleur couleur)
UFC/ml)
SR-TBA >1,5 Mauvaise >3 Bactéries >7 - (L® <64
odeur sychrotrophes
Py P - (@%) <13,50
aérobies
- (b*) <41

** Lorsque les paramétres d'oxydation, sensoriel, microbiologique et de I'indice de couleur a la fin de la durée de conservation dépassent les valeurs guides, les produits peuvent étre rejetés,

*- Luminance (L).
*- Indice de rouge « a »
*- Indice de jaune « b ».
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Il est évident que les constituants isolés séparément des HEs peuvent jouer un role
important dans l'activité biologique de ces dernieres (Nazer et al., 2005 ; Guillier ef
al., 2007 ; Dubois-Brissonnet ez al.,, 2008). Cependant, le principal obstacle a
l'utilisation de constituants séparés en tant que conservateurs alimentaires est le fait
qu’a I’état séparé ne sont pas tres efficaces, et ils provoquent des effets organoleptiques
négatifs lorsqu'ils sont ajoutés en quantité suffisante pour produire un effet biologique

satisfaisant.

L'industrie alimentaire utilise principalement les HEs comme des produits
aromatisants. Cependant, 1'application d'HE comme conservateur d'aliments nécessite
une connaissance détaillée de leurs propriétés, a savoir la gamme des organismes cibles,
le mode d'action et I'effet des composants de la matrice alimentaire sur les propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes des HEs. Une gamme de composants d’HE a été déja
acceptée par la Commission Européenne pour leur utilisation prévue comme
aromatisants dans les produits alimentaires tels que le limonéne qui est considéré
comme une substance sans risque pour la sant¢ du consommateur.
Food and Drug Administration des FEtats-Unis (FDA) classifie également ces
substances comme généralement reconnues comme stires (GRAS). La valeur élevée
obtenue de DL50 de I'huile de C. sinensis administrée oralement chez la souris indique

son non toxicité pour les mammiferes (Singh ez al., 2010).

En outre, les différents constituants peuvent interagir, provoquant des effets
synergiques, antagonistes, indifférents et additifs. Une ¢étude comparative des
constituants de I'HE pourrait aider a comprendre les points clés de l'activité biologique
des HEs, agissant seul ou en combinaison avec d'autres techniques de préservation des

aliments.
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CONCLUSION GENERALE

L’objectif principal de ce travail était d’étudier un nouveau procédé¢ de distillation
des HE assistée par micro-ondes (ESSAM) et de ’appliquer aux variétés d’agrumes
algériennes.  Notre but était d’améliorer ce nouveau systeéme tout en diminuant les
durées d’extraction, en simplifiant les protocoles opératoires et en ¢élaborant une
technique d’extraction des huiles essentielles applicable en particulier, aux agrumes et
aux tout type de végétaux. Les travaux d’élaboration du prototype d’extraction ont été
réalisés dans le but d’optimiser d’un point de vue quantitatif mais aussi qualitatif la
technique d’extraction. Basée a la fois sur un concept de distillation sans solvant, sans

eau et sur le principe du chauffage micro-ondes.

L’ESSAM présente de nombreux avantages pour 1’obtention d’HEs de qualité
comparée aux méthodes conventionnelles souvent longues et fastidieuses. La rapidité
d’exécution, la spécificité du chauffage micro-ondes, 1’économie d’énergie, la
simplicité de mise en ceuvre sont les principaux atouts de ’ESSAM. De plus, la
singularité des profils aromatiques des huiles essentielles obtenues par 1’extraction sans
solvant assistée par micro-ondes offre aux parfumeurs et concepteurs de nouvelles
fragrances et de nouvelles perspectives de création grace a une palette de senteurs

encore plus large.

La comparaison des rendements des HEs extraite par ’ESSAM avec I’expression
a froid et I’hydrodistillation des huiles essentielles d’agrumes a permis de mettre en
¢vidence des différences de comportement selon la nature de la matrice. En effet,
I'ESSAM est vraiment plus efficace, il est possible d’extraire en une demi-heure, la
méme quantit¢ d'HE extraite par méthode conventionnelle L'hydrodistillation en 3

heures.

D'un point de vue de la qualité des HEs ’ESSAM est incontestablement une
méthode de choix. Une essentielle variabilité a été constatée dans les proportions de la
fraction oxygénée selon la technique d'extraction employée. Nous avons enregistré
pour cette méthode une composition plus riche en composés oxygénés en la comparant
a celle issue des méthodes conventionnelles, composés nettement plus valorisables

sur le plan olfactif.

Les travaux menés par notre étude ont permis de mettre en évidence un nouveau

mécanisme pour l’extraction par micro-ondes. La température d’ébullition des
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molécules n’explique pas a elle seule le phénoméne de distillation, la solubilité des
composés dans I’eau serait un facteur déterminant pour 1’extraction des composés
aromatiques et de leur distillation. C’est ainsi que dans le cas de 1’extraction par micro-
ondes, les composés oxygénés plus polaires et plus solubles dans 1’eau seraient distillés
prioritairement aux hydrocarbures terpéniques dont la température d’¢bullition est

pourtant plus faible.

Dans un dernier temps, une approche écologique et une compréhension
détermination des phénomenes mis en jeu pour I’extraction des HEs par ESSAM ont
¢été abordées. La limitation des eaux usées, la rapidité de la procédure, la réduction du
cout énergétique font d’ESSAM une technique innovante et attrayante. De plus, la
procédure requiert les micro-ondes comme unique source d’énergie; aucune source de
chaleur additionnelle n’est requise. Cette méthode permet également une distribution
et un transfert de masse et de chaleur depuis le cceur de la matrice vers 1I’environnement.
C’est I'inverse dans le cas du procédé conventionnel, la chaleur est tout d’abord
transférée a I’extérieur du milieu et se dirige vers ’intérieur de la matrice. Ainsi, le
transfert de masse s’effectue de I’intérieur de la matrice vers 1’extérieur alors que le
gradient de température intervient depuis ’extérieur vers l’intérieur. La technique
permet de réduire considérablement les temps d’extraction sans altérer la composition
des extraits. De plus, cette méthode fait un pas en direction des économies d’énergie et
du développement durable : méthode non utilisatrice ni de solvant ni d’eau, diminution
de la consommation énergétique, donc elle apparait comme étant une procédure dite «

verte ».

L’utilisation de la réfrigération pour assurer la conservation des denrées
alimentaires et préserver les qualités organoleptiques des produits favorise I’émergence
de flores microbiennes psychrotrophes malgré cela qui continue a coloniser toujours le
substrat. Les bactéries psychrotrophes, les agents de nombreux types d’altérations des
denrées réfrigérées. Ce constat ne remet pas fondamentalement en cause le recours a la
réfrigération, mais motive une utilisation raisonnée de ce procédé. Une parfaite maitrise
de la chaine du froid, garantissant une température inférieure a +2°C, est indispensable
et constitue une étape majeure pour la mise en place de plans d'assurance de la sécurité
dans les entreprises agro-alimentaires. Une attitude responsable est aussi nécessaire de
la part de tous les intervenants des filiéres de production et de distribution, afin que la

durée de vie des produits alimentaires soit fixée sur la base d'études scientifiques
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sérieuses plutdt qu'en fonction d’arguments commerciaux. Les HEs sont des substances
aromatiques, d’ une composition chimique complexe, ce qui leur confére des propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes trés intéressantes a mettre a profit dans la

préservation des produits alimentaires.

Ainsi Par le biais de cette ¢tude nous avons essayé¢ de mettre en évidence la
possibilité d’utilisations des HEs des citrus écorces d’Orange (valencia late) comme
agent naturel bioconservateur d’un ovoproduit frais (OEL). Au cours de cette étude,

nous avons pu dégager les conclusions suivantes :

L’¢évaluation de I’activité antioxydante de 1’huile essentielle d’orange «in vitro»
par les méthodes de réduction du DPPH® a montré que cette huile essentielle possede
un pouvoir antioxydant, donc son emploi dans OEL pourrait constituer un moyen
possible de prévention de 1’oxydation des lipides. L’incorporation de 1’huile essentielle
d’orange a haute concentration (0,5%) a permis une meilleure conservation du produit

durant le stockage en vitrine illuminée.

D’apres I’ensemble de ces résultats, nous pouvons conclure que I’HE d’orange

semble étre plus appropriée comme agent antioxydant et aromatique dans OEL.

Méme si ce travail a permis d’étudier les caractéristiques biologiques de I’huile
essentielle de I’orange et d’explorer la possibilité de son utilisation comme agent
bioconservateur dans OEL. Beaucoup de questions mériteraient d’étre traitées, donc il

serait souhaitable :

- D’¢tudier leur comportement vis-a-vis de 1’huile essentielle d’orange sur des germes

pathogene afin de confirmer ’efficacité ou non des HEs de Citrus.

- Effet sur la composition et la qualité technologique des protéines de 1’ceuf pour les

produits de biscuit a pate jaune foisonée.

-D’extraire les composants actifs de I’huile essentielle et de les appliquer directement

ou en synergie avec d’autre composant dans I’OEL.

-L’utilisation des films d’emballage naturels biodégradables et bioactifs apres
incorporation d’extraits végétaux antimicrobiens et/ ou antioxydants pour assurer

I’innocuité et augmenter significativement la durée de conservation des aliments a la
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place de certains conservateurs ou antioxydants de synthése pourrait étre envisagée

dans le domaine de 1’industrie agro-alimentaire.
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Annexe : Courbe d’étalonnage de TMP pour la détermination des teneurs totales en
SR-TBA.

1,8 ~
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R2 = 0.9868 -
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ABSTRAC

T

Background: One of the principal aims of Cleaner production (CP) remains the dissemination and teaching of clean chemistry to both
Developed and developing nations. This paper describes one attempt to show that “north-south” collaborations yield innovative clean
technologies which give major benefits for both nations. Objective: In this paper we present early results from a solvent free microwave
extraction (SFME) of essential oils using fresh orange peel, a by-product in the production of orange juice in Algeria. Results: SFME is
performed at atmospheric pressure without added any solvent or water. SFME increases essential oil yield and eliminate wastewater
treatment. Conclusion: The procedure is appropriate for the teaching and research laboratory, and allows the students and researchers to
learn extraction, chromatographic and spectroscopic analysis skills, and are expose to dramatic visual example of rapid and clean extraction
of essential oil , and are introduced to commercially successful clean chemical processing with microwave.

KEYWORDS? Clean production, extraction microwave, essential oil, limonene, orange peel

INTRODUCTION

In general, an analytical procedure for essential oils or aromas from plants or spices comprises two steps:
extraction (e.g. steam distillation, hydro-distillation and simultaneous distillation-extraction) and analysis (e.g.
gas chromatography (GC) or gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) (Please added
Refrences). While the analysis step is complete after only 15 to 30 minutes, extraction takes at least several hours.
It is frequently done by a prolonged heating and stirring in boiling water) (Please added Refrences). The principal
limiting step of the sample treatment is the extraction of essential oil from the matrix, which consists in
transferring the compounds into boiling water followed by azeotropic distillation, condensation and physical
separation)(Please added Refrences). The essential oil is constituted not only of the compounds of interest at
high concentration or trace levels but also of co-extracted compounds (e.g. water, endogenous compounds and
other contaminants) which can interfere with the analysis)(Please added Refrences). It is necessary to purify
extracts, to re-concentrate or to dilute them. The analysis is performed by a fine separation coupled to a sensitive
and selective detector, typically gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) (Please added
Refrences). The choice of the technique is the result of a compromise between efficiency and reproducibility of
extraction, ease of procedure, together with considerations of cost, time, the degree of automation and safety.
These shortcomings have led to the consideration of the use of new "clean" technique in essential oil extraction,
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Which typically use less solvent and energy, such as supercritical fluid extraction [1], ultrasound extraction [2],
subcritical water extraction [3], controlled pressure drop process [4], and microwave extraction [5].

Here we describe a fast solvent free microwave extraction, known as ““SFME’’ or “DryDist”. Based on a
relatively simple principle, this method involves placing plant material in a microwave reactor, without any added
solvent or water. The internal heating of the in situ water within the plant material distends the plant cells and
leads to rupture of the glands and oleiferous receptacles. This process thus frees essential oil which is evaporated
by the in situ water of the plant material. A cooling system outside the microwave oven condensed the distillate
continuously. The excess of water was refluxed to the extraction vessel in order to restore the in sifu water to
the plant material.

In this paper, the new laboratory procedure is summarized in the experimental section. In the results and
discussion section, both the chemical and clean lessons of this process are discussed and extensions are
proposed. Microwaves (MW) are electromagnetic waves with a frequency range from 100 MHz to 3 GHz. MWs
comprise electric and magnetic field components and thus constitute propagating electromagnetic energy. This
energy acts as a non-ionising radiation that causes molecular motions of ions and rotation of the dipoles, but
does not affect molecular structure.

When dielectric materials containing either permanent or induced dipoles are place in a microwave field,
the rotation of the dipoles in the alternating field produces heat. More precisely, the applied microwave field
causes the molecules, on average, to spend slightly more time orienting themselves in the direction of the
electric field rather than in other directions. When the electric field is removed, thermal agitation returns the
molecules to a disordered state in the relaxation time and thermal energy is released. Thus microwave heating
results from the dissipation of the electromagnetic waves in the irradiated medium. The dissipated power in the
medium depends on the complex permittivity of the material and the local time-averaged electric field strength.
In conventional heating, heat is transferred from the heating medium to the interior of the sample, while in
microwave heating, heat is dissipated volumetrically inside the irradiated medium. MW is volumetrically
distributed heating, and heat transfers occur from the sample to the colder environment. This causes an
important difference between conventional and microwave heating. In conventional heating, heat transfer depends
on thermal conductivity, on the temperature difference across the sample, and, for fluids, on convection currents.
As a result, the temperature increase is often rather slow. By contrast, in microwave heating, due to the volumetric
heating effect, much faster temperature increases can be obtained, depending on the microwave power and the
dielectric loss factor of the material being irradiated (Figure 1).

Although microwaves heat volumetrically, it is well known that the electromagnetic field distribution is not
even in the irradiated material, thus the energy is not homogeneously dissipated. The electric field distribution
depends on the geometry of the heated object and the dielectric properties. For media which readily absorb
microwaves, i.e. for which the loss factor is > 5, the penetration depth D, at which the dissipated power is

reduced to 1/e of surface value might be a limiting factor D, ~ ﬁ Where : wave length; ’: dielectric
2n &"
Constant, ": loss factor. If this dimension is much smaller than the dimension of the object being heated,

localized surface heating will occur. For more transparent media, e.g. with a loss factor < 0.01, penetration
depth will not be problematical but dissipating enough power will. In addition, the occurrence of standing wave
patterns will result in “hot spots” if the power dissipation is faster than the heat transfer to surrounding colder
areas. As a rule of thumb; a standing wave pattern can occur if the characteristic dimension of the object is several
half wave length larger than the wavelength of radiation in the material. Hot spots have been observed in poorly
conductive materials (solids or highly viscous media) and at the surface of boiling liquids by IR measurements.

The advantages of using microwave energy, a non contact heat source, include faster energy absorption,
reduced thermal gradients, and selective heating) (Please added Refrences). For extraction of essential oils from
plant materials, the benefits could include: more effective heating, fast heating, reduced equipment size, faster
response to process heating control, faster start-up, increased production, and elimination of process
steps)(Please added Refrences).

pyright © 2017 by authors and Copyright, American-Eurasian Network for Scientific Information (AENSI Publication).
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Fig. 1: Characteristics of the microwave heating
MATERIALS AND METHODS

SFME has been performed using the “DryDist” microwave oven illustrated in figure 2 [6]. In a typical
MAD procedure performed at atmospheric pressure, 200 g of fresh orange peels were heated using a fixed
power of 200 W for 10 minutes without added any solvent or water [7]. The extraction was continued at 100°C
until no more essential oil was obtained. For comparison, 200 g of fresh orange peels were submitted to hydro-
distillation with a Clevenger-type apparatus [8] according to the European Pharmacopoeia and extracted with 2
L of water for 3 hours (until no more essential oil was obtained). Another comparison has been made by cold
Pressing apparatus and procedure. Essential oil is collected from 1 kg of whole orange fruit using an automated
cold pressing machine from Schwaub. The epidermis and oil glands were lacerated by a needle, creating areas of
compression in the peel, surrounded by areas of lower pressure, across which the oil flows to the exterior. The
oil is carried down to a decantation vessel in a stream of water, the emulsion being collected and then separated
by centrifugation. The essential oil was collected, dried under anhydrous sodium sulphate and stored at 4°C until
used.

Cooler

Eszzential ¢il —mem—me—eee—e

Agqueous phase ————

Microwave oVEn —

Plant material DR
e ,"/é,/
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Fig. 2: Solvent-Free Microwave Extraction System



Advances in Environmental Biology, 11(3) March 2017, Pages: 38-43

A Hewlett-Packard 6890 GC system was used for gas chromatography analysis, fitted with a fused-silica-
capillary column with an apolar stationary phase HPSMS™ (30 m x 0.25 mm x 0.25 um film thickness). The
column temperature progress from 60 to 280°C at 2°C min!. Injection was performed at 250°C in the splitless
mode; 1 pL of sample was injected. A flow rate of 0.3 ml/min carrier gas (N2) was used. Flame ionisation
detection was performed at 320°C. The essential oils were also analysed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) (Hewlett-Packard computerized system comprising a 6890 gas chromatograph
coupled to a 5973 A mass spectrometer) using the same column HP5MS™. Identification of the components was
achieved from their relative retention indices on HP5SMS™ column, determined with reference to an
homologous series of Cs-Cys n-alkanes, and by a comparison of their mass spectral fragmentation patterns with
those stored in the data bank (Wiley/NBS library) and the literature [9].

RESULTS AND DISCUSSION

Solvent free microwave extraction (SFME), as well as hydro-distillation (HD) and cold pressing (CP) as
methods for the extraction of essential oil from orange peels, are compared in term of extraction time, quality of
the oil, efficiency and costs. Table 1 lists the grouped compounds in essential oil: oxygenated and non-
oxygenated fractions, and composition of chemical families of orange essential oils obtained by different
extraction methods. The comparison of yields, extraction times, and detailed composition for each extract are also
reported.

Table 1: Chemical compositions of essential oils obtained by SFME, HD, and CP extraction from orange peels.

N° | Compounds?® RIL° RI.C Valencia Late
SFME*® HDf cpt
Monoterpene Hydrocarbons 97.48 98.61 98.32
1 Thujene<Alpha-> 920 1036 - - -
2 Pinene<Alpha-> 926 1023 0.43 0.53 0.51
3 Sabinene 961 1121 0.54 0.49 0.54
4 Pinene<Beta-> 974 1109 - - -
5 Myrcene<Beta-> 988 1165 1.64 1.87 1.82
6 Phellandrene<Alpha-> 1001 1177 0.15 0.17 0.36
7 Terpinene<Alpha-> 1020 1083 - - -
8 Limonene 1030 1206 94.64 95.48 95.06
9 Ocimene<( E )-Beta-> 1048 1282 0.02 0.02 0.02
10 Terpinene<Gamma-> 1103 1285 0.05 0.03 0.01
11 Terpinolene 1120 1304 0.01 0.02 0.01
Oxygenated Monoterpenes 1.09 0.58 0.55
12 Linalool 1125 1538 0.62 0.30 0.30
13 Citronellal 1167 1478 0.06 0.03 0.04
14 Terpin-4-ol 1191 1590 0.03 0.06 0.02
15 Terpineol<Alpha-> 1203 1677 0.10 0.06 0.05
16 Nerol 1237 1781 0.10 0.03 0.08
17 Neral 1268 1670 0.05 0.03 0.06
18 Geraniol 1271 1828 0.04 0.01 -
19 Geranial 1284 1714 0.09 0.06 0.11
20 Thymol 1288 2107 - - -
Sesquiterpene Hydrocarbons 0.06 0.10 0.15
21 Caryophellene<E-> 1391 1594 0.02 0.02 0.01
22 Humulene<Alpha-> 1450 1657 0.01 0.03 0.03
23 Germacrene D 1477 1696 - - -
24 Valencene 1488 1705 0.02 0.05 0.02
25 Bisabolene(Beta-) 1508 1718 - - -
26 Oxygenated Sesquiterpenes 0.01 - 0.09
27 Elemol 1540 1381 0.01 - 0.09
28 Caryophellene Alcohol 1560 1398 - - -
29 Nootkatone 1799 2250 - - -
30 Other Oxygenated Compounds 0.50 0.27 0.31
31 Octanol<N-> 1102 1544 0.15 0.05 -
32 Nonanal<N-> 1126 1400 0.01 0.01 0.02
33 Decanal 1210 1497 0.31 0.19 0.27
34 Linalyl acetate 1255 1553 - - -
35 Citronellyl Acetate 1342 1645 0.02 0.02 0.01
36 Neryl Acetate 1351 1706 0.01 - 0.01
37 Geranyl Acetate 1366 1742 - - -
38 Dodecanal 1391 1691 - - -
Extraction time (min) 10 180 60
Yield % 0.40 0.40 0.16
Total Oxygenated Compounds % 1.60 0.82 0.95
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Total non- Oxygenated 97.54 98.71 98.47
Compounds %

* Essential oil compounds sorted by chemical families and percentages calculated by GC-FID on non-polar HPSMS™ capillary column.
b Retention indices calculated on non-polar HPSMS™ capillary column.

¢ Retention indices calculated on polar Carbowax™-PEG capillary column.

¢ SEME : solvent free microwave extraction

fHD : hydro-distillation

" CP : cold pressing

Clean production rapidity:

The SFME is clearly quicker than its conventional counterparts. The extraction takes 10 min., whilst 1 hour
and 3 hours were required by cold pressing and hydro-distillation, respectively. For the case of CP, an additional
time of centrifugation (30 min.) of the emulsion containing essential oil could be added to the real extraction
time (1 h.). For HD or SFME, the extraction temperature is equal to water boiling temperature at atmospheric
pressure (100°C). To reach this extraction temperature (100°C) and thus obtain the distillation of the first essential
oil droplet, it is necessary to heat only 2 min. with SFME against 30-40 min. for HD.

Clean production efficiency:

Table’s 1compare essential oil yields as well as the oxygenated fraction contents present in the essential oil
from SFME, HD and CP. Yields express in grams of essential oil by 100 grams of orange fruits. The essential
oil yield from SFME (0.4%) was substantially equal to HD (0.4%) and higher than CP (0.16%). The oxygenated
fraction in essential oil samples from SFME (1.6%) was 40 % higher than HD (0.82%) and 30% higher than CP
(0.95%).

Monoterpene hydrocarbons are less valuable than oxygenated compounds in terms of their contribution to
the fragrance of the essential oil. Conversely, the oxygenated compounds are highly odoriferous and, hence, the
most valuable. The monoterpene hydrocarbons (limonene...) are present in larger amounts in the hydro-distilled
essential oil than the SFME essential oil, but the extract obtained by SFME is more concentrated in oxygenated
compounds. The greater proportion of oxygenated compounds in the SFME essential oils is probably due to the
diminution of thermal and hydrolytic effects, compared with CP which uses a large quantity of water and with
HD which is time and energy consuming. Water is a polar solvent, which accelerates many reactions, especially
reactions via carbocation as intermediates. Great differences between the compositions for theses extraction
methods can be noted for the extraction of essential oil from orange peels. The essential oil of orange peels isolated
either by SFME, CP and HD contains the same dominant components. Linalol was the main oxygenated
component in the essential oil extracted from orange peels but the relative amounts differed for the three extraction
methods. It is the most abundant oxygenated component of the SFME extract 0.62%, whereas the HD and CP
extracts contain 0.3%. For the case of CP extraction, orange essential oil is agitated vigorously with water, a
gradual diminution of water soluble oxygenated compounds occurs. Colloid substances always accompany the
liberated orange oil, tending to promote emulsification. Therefore, CP gives lower extraction yields and lower
oxygenated compounds content but it is the reference for Citrus oil extraction because of the fresh aroma resulting
from the CP extraction of essential oil.

Clean Production messages:

SFME is proposed an “environmentally friendly” extraction method suitable for sample preparation prior to
essential oil analysis. SFME is a very clean method, which avoids residue generation (CP) and the use of large
quantity of water and voluminous extraction vessels (HD). The reduced cost of extraction is clearly
advantageous for the proposed SFME method in terms of energy and time. The energy required to perform the
three extraction methods are respectively 3 kW.h for HD (electrical energy for heating and evaporating), 0.1
KW.h for SFME (electrical energy for microwave supply), and 1 kW.h for CP (electrical energy for mechanical
motor). Regarding environmental impact, the calculated quantity of carbon dioxide rejected in the atmosphere is
higher in the case of HD (3464 g CO»/ g of essential oil) than for SFME (70 g CO»/ g of essential oil). These
calculations have been made according to literature: to obtain 1 kW h from coal or fuel, 800 g of CO, will be
rejected in the atmosphere during combustion of fossil fuel [10].

Solvent Free Microwave Extraction mechanisms:

Understanding, on the molecular scale, of processes relevant to microwave extraction has not yet reached
the degree of maturity of other topics in extraction. Such a challenge is somewhat ambitious and requires a special
approach. Microwave extraction interferes with polarization effects that cannot be easily separated from physical
and chemical properties of extracted molecules. Solvent free microwave extraction and partitioning of aromatic
compounds may occur by one of these two proposed extraction mechanisms or as a combination:
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» For a sample with a high dielectric loss (high water content), efficient extractions can be
performed using only microwaves without added any solvent or water. This is possible since the water
inside the sample matrix will be locally heated. Microwaves interact with the free water molecules
present in the glands and vascular systems. Thus, such systems undergo a dramatic expansion, with
subsequent rupture of the tissue, allowing the essential oil to flow towards the water layer. This
Mechanism I is based also on the ability of essential oil components to dissolve in water. The
solubilisation is then the limiting step and solubility becomes the essential parameter which induces
the microwave SFME selective extraction.

* Essential oils contain organic compounds that strongly absorb microwave energy (Mechanism
IT). Compounds with high and low dipolar moments could be extracted in various proportions by
microwave extraction. Organic compounds that have a high dipolar moment will interact more
vigorously with microwaves and can be extracted more easily in contrast with aromatic compounds
which have low dipolar moments.

Conclusion:

Microwave energy is a key enabling technology in achieving the objective of sustainable
“clean” production for research, teaching and commercial applications. It has been shown that
solvent-free conditions are especially suited to microwave-assisted organic synthesis, as reactions can
be run safely under atmospheric pressure in the presence of significant amounts of products.
Solvent free microwave extraction has been conceived following the concepts of solvent free
microwave synthesis. When coupled to microwave radiation, solvent free techniques have proved to
be of special efficiency as clean and economic procedures. Major improvements and simplifications
over conventional methods originate from their rapidity, their enhancement in yields and product
purities.
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Résumé
Un nouveau procédé non conventionnelle d’extraction des huiles essentielles
«L’Extraction Sans Solvant par Micro-ondes (ESSAM)». Ce procédé est basé sur la
combinaison d’une technique d’extraction classique : la distillation et le chauffage
micro-ondes comme technologie d’intensification. Une nouvelle approche pour
I’extraction des huiles essentielles a partir des matrices aromatiques et sans ajout de
vapeur d’eau ni solvant a été appliqué a I’extraction des huiles essentielles des écorces
des citrus : orange d’Algérie. L’ESSAM et une des procédures « douce» permettant un
gain de temps et d'énergie considérable et la diminution des rejets. L’application de
I’huile essentielle d’orange extraite par ESSAM sur une matrice alimentaire d’origine
animale(ceufs entiers liquides frais)a permis d’obtenir des résultats probants .En effet
une concentration de I'ordre de 0,5% en Huile essentielle d’orange s’avére plus
efficaces pour le maintien des caractéristiques qualitatives de I’ceuf entier liquide durant

toute la période de stockage en vitrine illuminée.

Mots-clés : Citrus, Ecorces d’orange, Huile essentielles, Micro-ondes, ESSAM,
DPPH,SR TBA, Indice de couleur, (Euf entier liquide,Analyse sensorielle,

Bioconservation, Shelf life.
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Abstract
A new unconventionally extraction process for essential oils «Solvent free Microwave
Extraction»has been applied. This process as based on the combination of a classical
extraction technique: distillation and microwave heating as intensification technology.
A new approach for the extraction of essential oils from aromatics matrices and without
the addition of steam water or solvent has applied to the extraction of essential oils from
Algerian citrus: orange peels. SFME and one of the "soft" procedures allowing a
considerable saving of time and energy and the reduction of the rejections. The
application of the orange oil extracted by SFME on a food animal matrix (the fresh
whole eggs liquid) allowed obtaining convincing results. Indeed a concentration of
about 0,5% orange essential oil is more effective for maintaining the quality

characteristics of the liquid whole eggs during display.

Keywords: Citrus, Orange Peels, Essential oil, Microwaves, SFME, DPPH,
TBA RS, Color index, liquid whole eggs, Sensory analysis, Bioconservation, Shelf
life.



