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Abstract

Abstract

In most cases, sample preparation can be divided in two distinctive steps : extraction and analysis.
While analytical step requires few minutes, the extraction step requires several hours. This applies
to clevenger method, invented in 1928, which today is the reference for distillation extraction. Since
the discovery of thermal effects of microwaves by Spencer in 1946, the impact of microwaves
on the matter has been widely characterized and validated by the scientific community. Quickly,
microwaves were used for extraction to coutercat limitations of conventional extraction procedures.
Our work consisted of design, optimization and development of a new extraction technique of
essential oils in vegetables matrices and by-products of food industry. The first part of the document
is devoted to understanding the theorical foundations and considerations of conventional and
innovative extraction procedures. A second part of the manuscript refers to the techniques used for
the design and optimization of micowaves hydrodiffusion and gravity. Finally, the last part of the
manuscript deals with the results obtained and is divided into three distinct sections: in the first
chapter, the development, optimization and implementation of the new device and described. The
apparatus allows rapid and non destructive extractions that can generalized for various vegetables
matrices. This topic is discused in a second chapter. A phenomenon comprehension of process
extraction and the ecological approach of the invention, is the subject of a third and final chapter

Key words:

Microwaves hydrodiffusion and gravity, extraction, Essential oils, Citrus, Rosemary,
Sustainable chemistry.
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Résumeé

De maniére générale, I’extraction des huiles essentielles préalable a I’analyse chimique se compose
de deux étapes : extraction et analyse. Alors que I’étape analytique requiert en général quelques
minutes, I’étape d’extraction nécessite plusieurs heures. C’est le cas de la méthode de Clevenger,
inventée en 1928 (Clevenger, 1928), qui est la procédure de distillation de référence. Depuis la
découverte des effets thermiques des micro-ondes par Spencer en 1946, I’impact des micro-ondes
sur la maticre a été largement caractérisé et validé par la communuauté scientifique. Rapidement,
les micro-ondes ont été utilisées pour I’extraction dans le but de contrecarrer les limites des
techniques d’extraction conventionnelles. Notre travail a consisté en la conception, I’optimisation
et la valorisation d’une technique d’extraction des huiles essentielle pour les matrices végétales
et co-produits alimentaires : 1’Hydrodiffusion assistée par micro-ondes et gravit¢ (MHG). Une
premiere partie du document est consacrée aux fondements et considérations théoriques des
procédés conventionnelles et innovantes d’extraction des molécules aromatiques. Une seconde
partie du manuscrit rappelle les techniques employées pour la conception et valorisation de la
MHG. Enfin, la derniére partie du manuscrit traite des résultats obtenus et s’articule selon trois
sections distinctes : dans un premier chapitre, la mise au point, et I’application du nouveau dispositif
de laboratoire sont décrites. L’originalité¢ de 1’appareillage réside en une extraction rapide, non
destructices et généralisables a divers matrices végétales discutées dans un second chapitre. La
compréhension du phénoméne mis en jeu dans 1’extraction et I’approche écologique de I’invention
fait ’objet d’un troisieme et dernier chapitre.

Mots clés :

Hydrodiffusion assistée par micro-ondes et gravit¢ (MHG), Extraction, Huiles essentielles,
Citrus, Romarin, Développement durable.
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Introduction

Introduction

De maniére générale, I'extraction des huiles essentielles préalable a I'analyse chimique se
compose de deux étapes : I'extraction et 'analyse. Alors que I'étape analytique requiert
en général quelques minutes, I'étape d’extraction nécessite plusieurs heures. C’est le cas
de la méthode de Clevenger, inventée en 1928 (Clevenger, 1928), qui est la procédure
de distillation de référence. Cette technique est basée sur 'immersion d’'un échantillon
solide dans I'eau portée a ébullition. Bien que trés efficace et largement acceptée par
la communauté scientifique, la distillation selon Clevenger présente néanmoins plusieurs
inconvénients. Les plus significatifs sont les longues procédures d’extraction requises et les
grands volumes d’eau consommes.

Depuis I'observation de la barre chocolatée qui avait fondu dans la poche de Percy
Spencer en 1946 pendant ses travaux sur les radars, les effets thermiques potentiels des
micro-ondes ont été largement caractérisés et validés par la communauté scientifique.
En effet, I'énergie électromagnétique a été trés exploitée dans de nombreux domaines
pour son chauffage rapide et sélectif : synthése organique, traitement des déchets
radioactifs, procédés de transformation et de conservation agro-alimentaires, vulcanisation,
désinsectisation...

Rapidement, les micro-ondes ont été utilisés comme source d’énergie pour I'extraction
de molécules d’intérét. Différents procédés d’extraction assistés par micro-ondes ont
été développés dans le but de contrecarrer les limites des techniques d’extraction
conventionnelles. Nous avons développé un nouveau dispositif d’extraction des huiles
essentielles pour les matrices végétales et co-produits alimentaires : I’'Hydrodiffusion par
micro-ondes et gravité (MHG). Ce manuscrit de thése présente les travaux de recherche
effectués pour la conception, 'optimisation et la valorisation de cette nouvelle technique
d’extraction.

Une premiére partie de ce mémoire est consacrée aux fondements et considérations
théoriques découlant des procédés conventionnels et innovants d’extraction des molécules
aromatiques. Nous avons aussi décrit I'étude des matrices végétales contenant les huiles
essentielles. Ces derniéres années un intérét accru a été porté pour les molécules naturelles
bioactives comme source potentielle pouvant constituer une alternative aux produits de
synthése. A cet effet, les huiles essentielles d’agrumes et de Romarin comptent parmi les
plus étudiées.

Dans un second temps, le matériel utilisé, la démarche expérimentale et les méthodes
employées a I'égard des investigations seront décrits.

La troisieme partie de ce manuscrit reléve des résultats, de leur discussion, et des
techniques employées afin de proposer une procédure innovante pour la détermination des
huiles essentielles dans les matrices végétales. Cette derniére partie s’articule selon trois
sections distinctes : dans un premier chapitre, la mise au point, 'optimisation et I'application
du nouveau dispositif de laboratoire, permettant un dosage rapide des huiles essentielles
dans les matrices végétales seront discutées. L'originalité de I'appareillage réside en une
extraction rapide, non destructrice et généralisable a une multitude de matrices végétales
qui sera discutée dans un second chapitre. Enfin, la compréhension du phénoméne mis
en jeu dans l'extraction des huiles essentielles et I'approche écologique apportée par
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l'invention, ainsi qu’une alternative aux méthodes d’extraction usuellement employées pour
les huiles essentielles, fera I'objet d’un troisieme et dernier chapitre.
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Partie Bibliographique

Chapitre | Procédés d’extraction des huiles
essentielles et des molécules aromatiques

1 — Historique

Depuis longtemps, les hommes avaient cherché le moyen de séparer les éléments huileux
des produits aromatiques. lls réussirent en soumettant la matiére a I'action de la chaleur.
Les substances aromatiques étaient transformées en vapeur ; il suffisait de les recueillir et
de les refroidir pour les obtenir sous forme liquide.

Ce procédé qui se faisait a feu nu, prit le nom de distillation. Il était certainement connu
des Chinois et des Indiens depuis 20 siecles avant J.C. Les Egyptiens et les Arabes ont
prévalu des caractéristiques médicinales et aromatiques des plantes : la conservation des
momies, 'aromatisation des bains, la désinfection des plaies avec les onguents, les parfums
et la fabrication des boissons aromatiques (Mdller, 2008).

A l'apogée de leurs conquétes en Afrique du Nord et en Espagne, les arabes le firent
connaitre aux Espagnols, lesquels a leur tour le propagérent en Europe, a travers les
possessions du Royaume d’Aragon, échelonnées tout le long des Cétes du Nord de la
Méditerranée (Berthier, 1980 ; Mdller, 2008).

2 — Définitions

Selon Durvelle (1930, 1893), les essences ou huiles essentielles, connues également
sous le nom d’huiles volatiles, de parfums, etc., sont des substances odorantes huileuses,
volatiles, peu solubles dans I'eau, plus ou moins solubles dans I'alcool et dans I'éther,
incolores ou jaunéatres, inflammables qui s’altérent facilement a I'air en se résinifiant. Elles
sont liquides a température ordinaire ; quelques unes sont solides ou en partie cristallisées ;
elles n'ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes dont elles se distinguent par
leur volatilité. Leur odeur plus ou moins forte, suave, piquante ou désagréable. Elles ont la
propriété de ne pas laisser de tache durable sur le papier.

Les huiles essenetielles se trouvent, pour la plus grande partie, élaborées par
I'organisme végétal (Charabot et al., 1899) ; mais il en est (telles que les essences d’amande
et de moutarde) qui ne prennent naissance qu’au moment ou les parties végétales sont
mises au contact de I'eau (Durvelle, 1930).

D’aprés Naves (1976), aucune des définitions des HE n’a le mérite d’étre claire, ni
précise. Les HE sont des mélanges de divers produits issus d’'une espéce végétale, ces
mélanges passant avec une certaine proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans
un courant de vapeur d’eau.

Cette définition peut étre étendue aux HE obtenues par expression a froid de I'écorce ou
zeste des fruits de Citrus, a cause de I'intervention de I'eau dans les procédés mécaniques
pour entrainer le produit libéré des alvéoles oléiféres.
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La nouvelle Encyclopédie Funk & Wagnalls (2004) décrit les huiles essentielles comme
les « liquides volatils, la plupart du temps insolubles dans I'eau, mais librement solubles dans
l'alcool, I'éther et les huiles végétales et minérales. Elles sont habituellement non huileuses
au contact de la peau. Leurs composants peuvent étre regroupés en six classes selon leur
structure chimique :

a) Les hydrocarbures, tel que le limonene dans I'huile de citron;

b) Les alcools, tel que le bornéol dans le camphrier de Bornéo;

c) Les esters, tel que le salicylate de méthylique dans I'huile de wintergreen;

d) Les aldéhydes, tel que l'aldéhyde benzoique dans I'huile d’'amandes ameres;
e) Les cétones, telle que la menthone dans I'huile de menthe poivrée;

f) Les lactones et oxydes, telle que la coumarine des haricots de Tonka. »

L’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, Edition 2000), a défini les huiles
essentielles comme étant : des produits obtenus soit a partir de matieres premieres
naturelles par distillation a 'eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des
procédeés mécaniques et qui sont separes de la phase aqueuse par des procedes physiques.

Bruneton (1993, 1999), définitles termes les plus couramment utilisés dans ce domaine,
tels que :

Pommade florale : Corps gras parfumé obtenu a partir de fleurs, soit par enfleurage a
froid, soit par enfleurage a chaud.

Résinoide : Extrait a odeur caractéristique, obtenu a partir d'une matiére premiére
séche d’origine naturelle, par extraction a I'aide d’'un solvant non aqueux.

Absolue : Produit ayant une odeur caractéristique, obtenu a partir d’'une concréte,
d’'une pommade florale ou d’'un Résinoide par extraction a I'éthanol a température
ambiante. La solution éthanolique obtenue est généralement refroidie et filtrée dans le
but de supprimer les cires.

Epices : Produits végétaux naturels ou mélanges de ceux-ci, sans matiéres
étrangeéres, qui sont utilisés pour donner de la saveur et de I'arédme et pour
assaisonner les aliments ; le terme s’applique a la fois au produit entier et au produit
en poudre.

Concrete : Extrait a odeur caractéristique obtenu a partir d’'une matiére premiére
fraiche d’origine végétale, par extraction au moyen d’un solvant non aqueux, suivie de
I'élimination de ce solvant par des procédés physiques.

3 — Choix de la méthode d’extraction

La diversité et la complexité des huiles essentielles rendent le choix des processus
d’obtention délicat. La méthode choisie ne doit pas conduire a la discrimination entre les
composés polaires et apolaires, ni induire de réactions biochimiques, de dégradations
thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une
perte de composés volatils. Pour cela, différents parameétres et propriétés sont a prendre
en compte (Fernandez et Cabrol-Bass, 2007).

3.1 — Principaux parameétres d’extraction

Les principaux parameétres a prendre en compte dans les opérations fondamentales
d’extraction de matiéres premiéres naturelles aromatiques sont :
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La volatilité ;
La solubilité ;

La taille et la forme des molécules constitutives ;

L'adsorption.

Partie Bibliographique

Le Tableau 1 résume les techniques les plus couramment utilisées et quelques types de
produits fabriqués. Ces techniques d’extraction mettent en ceuvre, en ligne la plupart du
temps, plusieurs types d’opérations fondamentales. Les principales opérations industrielles
ont été résumées dans la Figure 1 (Peyron, 1992).

Tableau 1 : Paramétres mise en ceuvre dans les opérations d’extraction.

Techniques

Evaporation Déshydratation -

Séchage Concentration de miscella(S/pres.
atm. ou réduite) Concentration de jus de fruits

Distillation Rectification(S/pres. atm. ou
réduite) Distillation séche

Co-distillation Avec eau(S/pres. atm. ou

en surpression) Hydrodistillation et a vapeur
humide Vapeur séche Avec un autre fluide(S/
pres. atm. ou réduite) Alcool Polyols
Extraction liquide / solide Solvant conservé :
Corps gras Alcool Solvant éliminé: Fluide
liquide Fluide liquéfié(ou supercritique)
Extraction liquide / liquide

Discontinue Continue

Cristallisation aprés concentration partielle et
refroidissement

Propriétés
Volatilité

Solubilité

Produits fabriqués
Résinoides,
concretes Oléorésines

Isolats, déterpénés Huile
empyreumatique

Huiles essentielles Eaux

aromatisées Alcoolats Distillats

moléculaires

Pommade Infusion —
Teinture

Essences déterpénées

Menthol — Anéthol

Broyage — tamisage

Formes et taille des

Huiles essentielles

Expression — Filtration particules d’agrumes
Glacage — Filtration

Séparation au moyen de membranes

Séparation chromatographique Décoloration ~ Adsorption Huiles

essentielles Absolues

(Source : Peyron, 1992).
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Fig. 1 : Principales opérations industrielles d’extraction (Peyron, 1992).

3.2 — Parameétres influencgant I’extraction

3.2.1 — Matiere végétale

Choix des plantes : Seules les plantes saines de I'espéce recherchée doivent étre

récoltées.

Mode de cueillette : On peut cueillir les fleurs, feuilles, bourgeons et petites baies en
les arrachant simplement de la plante a la main. Puis on récolte les tiges, les racines
et écorces de préférence avec un petit couteau ou un sécateur. Cette méthode est
plus écologique et permet d'obtenir des huiles essentielles de meilleure qualité.

Provenance (région d'origine) : Le sol dans lequel pousse la plante et le climat qui
régne dans une région donnée déterminent et différencient en grande partie la qualité
de l'essence que produit cette région par rapport a I'essence de la méme plante
provenant d’'une autre région.
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Stade végétatif : La récolte doit avoir lieu pendant le stade végétatif quand la plante
est plus riche en essence. Ce moment varie d'une plante a une autre.

Période de la journée : La qualité de I'essence d'une plante varie en fonction de

la période de la journée ou elle est récoltée. C’est dés 'aube, lorsque la rosée
s’évapore, que la concentration des huiles essentielles est la plus élevée dans les
plantes, car les gouttelettes de rosée empéchent encore I'évaporation des huiles. A
défaut, on peut récolter en fin d’aprés-midi ou en début de soirée, au moment ou les
plantes exhalent le moins leur parfum.

Partie de la plante distillée : Les diverses parties d'une méme plante (fleur, feuille,
tige, écorce, racine, etc.) peuvent produire des essences différentes (Sallé, 2004 ;
Méller, 2008).

3.2.2 — Nature et état du solide et du soluté

La nature et I'état physique du soluté ont une importance primordiale et déterminent le
mécanisme de transfert de matiére. Le soluté contenu dans ces corps est soit un solide,
soit un liquide, stable ou non a la chaleur ou a I'atmosphére. Il est réparti uniformément en
des teneurs variables dans le solide.

Si le soluté est dispersé uniformément dans le solide, les parties superficielles sont
dissoutes en laissant derriére elles un solide poreux. Le solvant doit ensuite pénétrer cette
couche extérieure avant d’atteindre le soluté situé en profondeur. Le chemin du solvant est
rendu de plus en plus difficile, traduisant ainsi une diminution de la vitesse superficielle.

Lorsque la teneur en soluté est importante dans le solide, la structure poreuse peut
étre détruite par broyage. La dissolution ultérieure du soluté devient plus facile. Dans les
matiéres végétales, le soluté est généralement occlus dans des cellules d’ou il est extrait par
un mécanisme de dialyse ou de diffusion capillaire a travers des parois cellulaires. L'ordre

9

de grandeur expérimentale de la diffusivité d’une huile est de 10"~ m?/s dans le solvant libre

et de 10_14 m?/s dans le tissu cellulaire intact (Leybros et Frémeaux, 1990).

3.2.3 — Nature, concentration et volume du solvant

Le choix du ou des solvants est trés important. Il doit étre d’'une grande pureté et avoir un
faible point d’ébullition pour pouvoir étre éliminé facilement en limitant la perte de composés
volatils. Il ne doit pas interférer avec la méthode d’analyse utilisée. Il doit pouvoir extraire les
composés polaires et apolaires ou bien étre sélectif. Le choix est fonction de la matrice et des
composés a étudier. Il faut tenir compte de la polarité des composés, de leurs températures
d’ébullition et de la miscibilité avec les autres solvants (Cicile, 2002 ; Fernandez et Cabrol-
Bass, 2007).

3.2.4 — Méthode, durée, température et pression

La réduction de la pression de marche provoque un abaissement des températures
d’ébullition et de condensation. Inversement, toute augmentation de pression entraine une
élévation de ces températures (Cicile, 2002).

L’élévation de la température permet I'accroissement de la solubilité et de la diffusivité
du soluté et la diminution de la viscosité. Elle doit étre limitée pour éviter les risques
d’extraction des composés nuisibles et la dégradation thermique du soluté (Leybros et
Fremeaux, 1990).
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La durée de I'extraction (longue ou prolongée) permet de recueillir I'ensemble des
fractions «de téte» et «de queue» dans le cas de la distillation. Elle dépend du procédé
d’extraction utilisé et de I'objectif de I'extraction.

4 — Techniques conventionnelles d’extraction

18

D’aprés Guenther (1949), les huiles essentielles sont obtenues le plus souvent par
distillation.

4.1 - Distillation — évaporation

La différence entre distillation et évaporation, est l'intérét porté aux produits séparés.
Dans la distillation, c’est la phase vapeur qui a de la valeur car elle contient le ou les
constituants a séparer, alors que dans I'évaporation, c’est le résidu solide ou liquide obtenu
par vaporisation du solvant, qui est le produit intéressant (Peyron, 1992).

4.1.1 - Codistillation avec vapeur d’eau

C’est probablement sur le plan tonnage, que la codistillation avec vapeur d’eau est la
principale technique de production des huiles essentielles. Trois groupes de techniques sont
utilisés :
La distillation a la vapeur, ou hydrodistillation (Figure 2, A), dans laquelle le végétal
est en contact direct avec I'eau bouillante, ce qui évite d’agglutiner les charges
végétales comme le fait I'injection de vapeur. Quelques utilisations actuelles : rose,
fleurs d’oranger, amande pulvérisée.

La distillation a la vapeur saturée : le végétal est supporté dans I'alambic par une
plaque perforée située a une certaine distance au-dessus du fond rempli d’eau
(Figure 2, B). Le végétal est en contact avec la vapeur d’eau saturée, mais pas avec
I'eau bouillante.

La distillation a la vapeur directe, saturée ou surchauffée, souvent a des pressions
supérieures a 'atmosphérique, est identique a la précédente, sans eau dans le fond
de l'alambic, la vapeur étant introduite au-dessous de la charge végétale (ou en
dessus dans le systeme d’hydrodiffusion). Technique la plus utilisée actuellement, elle
evite le contact prolongé du végétal avec I'eau en ébullition et la formation de certains
artefacts (Peyron, 1992 ; Garnero, 1996).
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Fig. 2 : Schéma des appareils d’Hydrodistillation
(A), et d’entrainement a la vapeur d’eau (B).

D’une facon générale, I'hydrodistillation, de méme que I'entrainement a la vapeur,
engendrent des réactions d’'isomérisation, de saponification ou de polymérisation. Par
ailleurs, le temps de distillation affecte la composition de I'huile essentielle dans la mesure
ou I'hydrodiffusion des composés volatils présents dans les tissus végétaux a travers les
parois cellulaires constitue I'étape limitante du processus. Le mélange huile essentielle—eau
est recueilli par un col de cygne et refroidi dans un condenseur : la séparation se fait le plus
souvent par simple décantation dans un vase florentin (Crouzet, 1998).

4.1.2 - Codistillation avec un fluide autre que I'’eau

L'alcool a été anciennement utilisé pour fabriquer les alcoolates. L'emploi de liquides
entraineurs convenablement choisis (polyols, polyesters et autres composés chimiques
a point d’ébullition élevé) s’est généralisé depuis quelques décennies, en codistillant le
végeétal lui-méme, ce qui est rare, mais surtout un de ses extraits primaires (huile essentielle,
concréte...) sous pression élevée ou trés réduite (distillation moléculaire : vide élevé, court
trajets des vapeurs). On obtient ainsi d’excellents produits commerciaux, peu colorés, sans
odeur empyreumatique (Peyron, 1992 ; Pellerin, 2001).

4.1.3 — Evaporation — concentration

Les miscella évacués des extracteurs, soit par gravité, soit au moyen d’'une pompe
centrifuge de circulation, sont envoyés dans un décanteur, séparant la phase aqueuse, de
la phase huileuse qui est filtrée puis concentrée pour récupérer le solvant.

Notons que « la qualité d’un extrait est en raison inverse de la température maximale
mise en ceuvre pour son obtention et de la durée d’application de cette température, en
particulier dans la concentration du solvant d’extraction » (Peyron, 1992).

4.1.4 - Rectification (fractionnement)

Cette opération de distillation sous vide consiste a séparer plusieurs constituants d’un
mélange liquide par échange de matiére entre une phase vapeur et une phase liquide, au
moyen d’'une série de vaporisations et de condensations entre ce liquide et cette vapeur
qui chemine a contre courant dans une colonne. Elle permet de séparer des composants
de mélanges liquides dans un état de grande pureté, voire éliminer les traces d’eau, les
matiéres solubles ou résineuses et les colorants (Cicile, 1994, 2002 ; Crouzet, 1998).

4.1.5 - Distillation séche

En chauffant en milieu clos, certains bois (cade, bouleau,...) a des températures élevées, on
fabrique des huiles empyreumatiques (cade, bouleau, arbme fumé...) d'importance assez
limitée, mais riches en hydrocarbures aromatiques polycycliques cancérigénes (Peyron,
1992 ; Garnero, 1996).

4.2 — Extraction au moyen de solvants

Certains organes de végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent
pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau ou I'’hydrodistillation. C’est le cas
des fleurs de jasmin, d’ceillet, de tubéreuse... Il faut donc, pour ces végétaux, recourir a
d’autres méthodes d’extraction des composés odorants volatils telles que I'extraction par
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les solvants fixes (extraction par les corps gras ou enfleurage) et volatils (extraction par
I’hexane) (Garnero, 1996).

Ces matiéres végétales renferment souvent a coété d’'une trés faible quantité de
composants aromatiques, un ballast énorme, solide ou liquide, qu'il faut séparer. Pour
séparer ces aromatiques du ballast, deux types d’extraction ont été utilisés :

L'extraction solide/liquide, c’est-a-dire I'opération de transfert ou d’échange de
matiére entre une phase solide (la matiére a extraire), et une phase liquide (le solvant
d’extraction). Elle est réalisable :

soit par simple contact (a étage unique). L'extraction dans ce cas est souvent
incompléte méme avec un trés bon solvant ;

soit par contacts multiples, a co-courants paralléles ou a contre-courant (extraction
méthodique), cette derniére est plus économique (Leybros et Frémeaux, 1990).

—  Lextraction liquide/liquide, c’est-a-dire I'opération de transfert ou
d’échange de matiére entre deux phases liquides, la solution et le
solvant. Il s’agit d’'une extraction systématique en continu, utilisée
pour extraire un constituant particulier ou pour en éliminer d’autres, en
utilisant deux solvants non miscibles a pouvoir dissolvant plus spécifique
de chaque groupe (Moulin et al., 2002).

4.2.1 - L'enfleurage a froid

Ce processus d’extraction, n'es plus trop utilisé, est réservé aux huiles florales de trés
grande qualité. Les senteurs particulierement délicates peuvent également étre capturées
par enfleurage dans de la graisse froide. Pour ce faire, le mieux est de suspendre
simplement les plantes dans un linge immergé dans de I'huile froide et de changer celui-
ci aprés 12 a 24 heures.

Pour pouvoir utiliser la fragrance a la fin, il convient de la délaver de la graisse avec de
I'alcool puis de distiller finalement cet alcool selon ses besoins afin de concentrer davantage
la senteur. L'enfleurage constitue en quelque sorte la part royale dans le domaine de la
confection de parfums, car il permet également de préserver des senteurs particulierement
délicates dans leur haute qualité et leur pureté. La macération dans 'alcool est sensiblement
plus simple et moins dispendieuse ; toutefois, cette méthode n’est en rien comparable a
I'extraction des senteurs par enfleurage au niveau de la qualité (Mdller, 2008).

4.2.2 - L'enfleurage a chaud

Alternativement a la macération, il est également possible de procéder par I'enfleurage a
chaud dans la graisse. Pour cela, il convient de chauffer une graisse animale clarifiée (a
défaut de la vaseline ou de la paraffine, substances plus modernes) dans une chaudiére en
cuivre a 60 degrés. Les plantes y sont incorporées et détrempées pendant 12 a 24 heures.
Afin d’obtenir un résultat de qualité, il faut pressurer les plantes et remplir de nouveau la
chaudiére. Ce processus est répété autant de fois que nécessaire pour assurer le passage
d’'un maximum d’arbmes dans la graisse. Ensuite une opération de filtration est nécessaire
pour séparer la garisse des fleurs. Une pate parfumée appelée « pommade » qui va étre
traitée avec la méme technique d’extraction que pour un enfleurage a froid (Moéller, 2008).

4.3 — Méthodes d’extraction a froid
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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.

Autrefois, les fruits étaient frottés manuellement sur des parois garnies de picots d'une
écuelle de bois. L'huile exprimée était recueillie a I'aide d'une éponge. Elle était ensuite
soigneusement filtrée. Quatre a cing 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 colts, de nombreux essais ont été
effectués pour mécaniser le procédé. En 1908, Perroni-Paladini suivi de Lo Castro, Marisca
et, plus tard, Speciale 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
éléments 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 I'essence et I'émulsion est ensuite centrifugée. Ces machines (Figure 3) 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 I'extraction automatique et simultanée du jus et de I'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 I'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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Fig. 3 : Schéma des différents Sfumatrices

Poursuivant leurs recherches pour améliorer I'extraction de I'essence a partir du fruit
entier, Ando, Avena, et plus recemment Speciale et Indelicato, ont développé une nouvelle
méthode d'extraction appelée « Pelatrice » largement diffusée dans le monde (Figure 4). 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 récupérent I'essence formant
une émulsion. Celle-ci est séparée puis clarifiée dans plusieurs centrifugeuses (Kimball,
1999 ; Dugo et Di Giacomo, 2002).
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Fig. 4 : 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 I'essence
(Figure 5). 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. Parallélement, 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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Fig. 5 : Schéma représentatif de 'extraction par FMC in line.
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Il convient de mentionner une autre technique utilisée avec succes par l'industrie. Elle
consiste en deux vis qui forcent les écorces a libérer lI'essence a une pression donnée
(Figure 6). L'émulsion est envoyée dans un filtre-presse pour éliminer les principaux résidus
(Dugo et Di Giacomo, 2002).
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Fig. 6 : Schéma représentatif de I'extraction par pression.

4.4 — Méthode d’hydrodiffusion

L’hydrodiffusion (Figure 7), est une co-distillation descendante. Dans ce procédé, le végétal
est disposé dans un parallélépipéde métallique grillagé. On soumet donc le végétal a une
pulsion de vapeur d’eau, saturée et humide, mais jamais surchauffée de haut en bas.
La forme de l'appareillage permet une meilleure répartition des charges. La vapeur d’eau
emporte avec elle toutes les substances volatiles. L’huile essentielle est recueillie grace a un
collecteur qui permet un équilibre avec la pression atmosphérique. On peut aussi préciser
qu’il y a un procédé de cohobation qui renvoie dans la chaudiére toutes les eaux qui sont
sépareées des huiles (Wijesekara et al., 1997).
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Fig. 7 : Schéma du procédé d’hydrodiffusion.

5 — Extraction par des techniques innovantes

Pluiseurs méthodes d’extraction vont étre décrites ci-dessous y compris celles par fluide
supercritique, par ultrasons et enfin par micro-ondes. Ce sont des techniques qui répondent
a bon nombre d’exigences actuelles en termes de durabilité, de répétabilité et de respect
de I'environnement, de vitesse et d'automatisation.

5.1 — Extraction par des solvants supercritiques

C’est une nouvelle technologie utilisée industriellement qui fait encore I'objet de nombreuses
recherches. L'originalité de cette technique repose sur le comportement du solvant utilisé
sous des conditions particuliéres puisque au-dela d’un certain point, dit point critique,
caractérisé par une température (7c) et une pression (Pc), les corps purs se trouvent dans un
état particulier dit supercritique. Dans leurs conditions d’utilisation, les fluides supercritiques
ont une masse volumique voisine de celle des liquides, une viscosité proche de celle des
gaz et une diffusivité intermédiaire ; leur polarité est modifiée par rapport a I'état liquide. Leur
pouvoir dissolvant dépend fortement de la température et de la pression (Perrut, 1999).

Le fluide supercritique le plus utilisé est le dioxyde de carbone (Pellerin, 1991, 2001).
Le CO2 est thermodynamiquement stable, insipide, inodore et incolore, il est ininflammable
mais peut étre asphyxiant a haute concentration. Son point critique est de Pc = 73,6 bar
et Tc =31,4 °C.

Dans cet état, I'extrait devient insoluble dans le CO2 et précipite au fond de I'enceinte.
Le gaz carbonique est ensuite liquéfié et peut étre a nouveau utilisé (Figure 8).
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Fig. 8 : Schéma de principe d’une extraction par CO2 supercritique (Pellerin, 2001).

L'extrait récupéré ne contient aucune trace de solvant résiduel qui est facilement
éliminé sous forme gazeuse. Le CO2 est ensuite recyclé et ramené a I'état supercritique.

Afin d’extraire les composés les plus volatils dont la composition est de type « huiles
essentielles », on utilise des pressions d’extraction modérées (entre 80 et 100 bar). A des
pressions plus élevées (200 a 280 bar), on extrait également des composés plus lourds dont
la composition est de type « concretes ». Evidemment selon les conditions opératoires, on
peut en théorie obtenir tous les extraits intermédiaires. Le rendement est alors beaucoup
plus élevé. Les extractions sont rapides ; il faut compter environ 90 min pour extraire 500
g de matiére végétale (Pellerin, 2001).

Le COo étant une molécule apolaire, il extrait préférentiellement les composés
apolaires. Cependant, a des pressions élevées, la polarité du CO2 augmente et il va extraire

des composés de plus en plus polaires (Anklam et al., 1998). Etant donné que I'on chauffe
trés peu la matiére premiére, les composés thermosensibles et hydrolysables ne sont pas
dégradés. Cependant, le CO2 présente une certaine acidité, il peut se former de 'acide

carbonique, pouvant entrainer une légére hydrolyse acide. L'extrait obtenu par extraction
au CO2 supercritique est un des extraits qui se rapproche le plus de la matiére premiére

(Pellerin, 1991).

L’extraction au CO2 supercritique entiérement « verte » semble étre viable avec I'ajout

de co-solvants qui sont introduits a I'aide d’'une pompe a débit constant. L’éthanol et I'eau
sont les plus utilisés a cause de leurs polarités comme co-solvants/réactifs intermédiaires,
et I'eau dans le domaine compris entre le point d'ébullition et les conditions supercritiques.
Ainsi, I'extraction est moins sélective, plus de composés sont extraits, le rendement en
est amélioré. D’autres solvants peuvent étre utilisés. Cependant, leur utilisation supprime
certains avantages majeurs rencontrés lors de l'utilisation du CO2. En effet, avec un co-
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solvant, il est possible de perdre des composés volatils lors de I'étape de concentration
(Anklam et al., 1998 ; King, 2004).

L'appareillage est assez colteux car il doit pouvoir supporter des pressions allant
jusqu’a 300 bar en toute sécurité et permettre ainsi un éclatement des poches a essence
et un entrainement des substances aromatiques.

L'extraction aux fluides supercritiques, le plus souvent du CO2, permet d'extraire des

substances odorantes peu volatiles et plus particulierement les matiéres séches qui sont
récalcitrantes aux méthodes d'extraction traditionnelles. De ce fait, elle a été utilisée pour
extraire les composés aromatisants de nombreux aliments comme des épices (Duarte et
al., 2004), du riz (Bhattacharjee et al., 2003), diverses boissons (Senorans et al., 2003) et
du café (Sarrazin et al., 2000).

Autre avantage, ce gaz ne pollue pas et est inoffensif car il est recyclé a l'intérieur
du systéme. Les huiles essentielles extraites de cette maniére ont I'avantage d'éviter la
dégradation thermique associée a la distillation a pression atmosphérique. L'avantage, bien
sar, c'est qu'aucun résidu de solvant ne reste, puisque, aux pressions et températures
normales, le CO2 revient simplement a I'état gazeux et s'évapore.

L'extraction aux fluides supercritiques est donc une technique intéressante qui apporte
de nouvelles notes olfactives (méthode d'extraction plus compléte et moins dégradante).
Le développement de cette technologie continue a s'appuyer sur des traitements et/ou
des produits qui n'affectent pas I'environnement et les consommateurs. Le changement
des températures et/ou des pressions réduites des fluides critiques offre une profusion
d'opportunités, dont un excellent exemple est constitué par I'état critique relatif de I'eau.
Par exemple, I'eau sous-critique fournit, Iégérement au-dessus de son point d'ébullition, un
milieu unique imitant celui des solvants organiques polaires, qui a méme été utilisé pour
I'extraction des solutés thermiquement labiles ou dans la chimie réactionnelle (King, 2004 ;
Turner, 2006).

5.2 — Extraction par Détente Eclair (Flash—Détente)

La Flash—Détente brevetée par 'INRA en 1993, fut mise au point pour extraire les arbmes
de bananes, de mangues ou de lichis. La flash détente (Figure 9), est un procédé multi-
usages, multi-effets (Brat, 2001). Cette technique se réalise en deux étapes, la premiéere
consiste a étuver la matiere végétale a 85 — 90°C par Il'utilisation d’'une vis a injection de
vapeur. La seconde est une détente avec introduction brutale sous vide (environ 30 mbar)
du matériel végétal (fruits, légumes, plantes, etc.). La température d'ébullition de I'eau dans
ces conditions de vide se situe entre 27 et 30°C. Cette mise sous vide instantanée provoque
donc I'évaporation brutale d'une partie de I'eau de constitution du matériel végétal étuvé
(environ 10 % de la masse humide initiale) et une chute brutale de la température du milieu.
Cette perte d'eau instantanée engendre un broyage fin d0 a la création de micro-canaux
intercellulaires. Ce bouleversement et cette explosion cellulaire conférent aux produits des
qualités physico-chimiques, rhéologiques et organoleptiques bien particulieres. Les eaux
d'évaporation sont récupérées séparément par condensation : ces eaux, particulierement
riches en composés volatils aromatiques, sont appelées eaux aromatiques et pourront étre
réintroduites dans les produits aprés I'extraction par Flash-Détente.
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Fig. 9 : Schéma de I'extraction par Flash Détente.

Des essais ont été effectués par le CIRAD (Centre de coopération Internationale
en Recherche Agronomique pour le Développement — France) pour I'extraction des
huiles essentielles d'écorces d'agrumes (pomelo, orange, mandarine, citron), préalablement
étuvées dans la chambre de vide, provoquant I'explosion des glandes a huiles essentielles
contenues dans le flavedo. Les huiles seront donc vaporisées simultanément avec une
partie de I'eau présente dans les écorces. Aprés condensation, les huiles seront récupérées
sous forme d'émulsion aqueuse, puis purifiées par centrifugation. Les rendements
d'extraction obtenus a partir d'écorces de citron, d'orange, de mandarine et de pomelo
sont respectivement égaux a 44 %, 29 %, 33 % et 27 %. Aprés déterpénation, les huiles
essentielles extraites par le procédé de Flash-Détente sont de qualité supérieure a celles
des huiles fraichement pressées et ce, avec des proportions relatives supérieures en
aldéhydes mono- et sesquiterpéniques.

En plus de I'extraction des huiles essentielles d’agrumes, cette technique permet, de
produire simultanémént de la purée de fruits (aux propriétés sensorielles renforcées) avec
un rendement avoisinant les 75 %. Donc de 1000 kg de fruits introduits nous recevons 750
kg de purée de fruits, 330 kg de dréches de citrons et 100 kg d’eaux aromatiques de citron et
d’huiles essentielles. La Flashe Détente présente ainsi d’'une part un intérét technologique
et économique en améliorant et en développant les propriétés sensorielles et nutritionnelles
des produits qui en sont issus ; et d’autre part un intérét environnemental par la réduction
des volumes transportés, la diminution de la charge organique des effluents et la valorisation
de l'alimentation du bétail (digestibilité améliorée et durée de vie accrue).

5.3 — Détente Instantanée Controlée
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Cette méthode d'extraction est née des études théoriques menées par le Professeur
Allaf (1989) sur I'expansion par extrusion et suivies de travaux expérimentaux. La Détente
Instantanée Contrélée est fondée sur la thermodynamique de linstantanéité et des
processus d’autovaporisation couplée a I'évolution hydro-thermo-mécanique de nombreux
polyméres a usages alimentaire, cosmétique, pharmaceutique, etc... (Allaf et al., 1994 ;
Rezzoug et al., 1998).

Le traitement par "Détente Instantanée Contrélée D.I.C." est utilisé en vue d'extraire les
ardbmes et les huiles essentielles a partir de végétaux adéquats naturels ou préalablement
séchés. En effet, appliquée aux végétaux, la D.I.C. permet la modification de leur structure,
provoquant ainsi leur texturation et facilitant alors les opérations de transfert de matiére.
L'auto—vaporisation qui accompagne la détente implique la séparation liquide-solide et
permet donc I'extraction de composés spécifiques. Cette opération se distingue par un
traitement thermique trés localisé, durant un temps réduit (quelques dizaines de secondes).

Comparée aux autres procédés traditionnels, la D.I.C. (Figure 10), est relativement
rapide, et donc nettement plus flexible. D'un rendement supérieur, la méthode est
comparable a I'extraction par CO2 supercritique au niveau de la qualité de I'extrait, alors que

la consommation énergétique est inférieure a celles de la distillation et par entrainement a
la vapeur. Les différents aspects de la qualité sont ainsi couplés : ceux du produit fini, ceux
du procédé et ceux de son impact environnemental :

Vecteur qualité : Améliorer la qualité de I'extrait obtenu par élimination de la
dégradation thermique et de la présence de solvants résiduels.

Vecteur environnemental :Réduire les rejets de solvants, d'eau usée et de
matiéres résiduelles.

Vecteur énergétique : Réduire la consommation énergétique nécessaire a
I'extraction des huiles essentielles.
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Fig. 10 : Schéma d’une unité de Détente Instantanée
Contrélée (DIC) et son cycle de traitement.

La Détente Instantanée Contrélée (DIC) trouve des applications diverses dans le
séchage des fruits et légumes, et dans la décontamination microbienne. Elle offre
également des avantages économiques (vitesse, codt), et qualitatifs (stérilisation, qualités
organoleptiques, contenu en vitamines) (Rezzoug et al., 2005).

5.4 — Extraction par ultrasons

L'extraction des composés bioactifs par ultrasons (20 — 100 kHz) est une technique
émergente qui offre beaucoup de reproductibilité en peu de temps, trois fois plus rapide
gu’une extraction simple par solvant. Elle est facile a mettre en ceuvre et peu consommatrice
de solvant et d’énergie (Chemat et al., 2008). En effet, la matiére premiére est immergée
dans I'’eau ou dans le solvant, et en méme temps elle est soumise a 'action des ultrasons.
Cette technique peut étre utilisée pour I'extraction des composés aromatique ou des
essences de plantes, mais elle a surtout été développée pour I'extraction de certaines
molécules ayant un intérét thérapeutique (Salisova et al., 1997 ; Vinatoru et al., 1997 ;
Hromadkova et al., 1999 ; Vinatoru et al., 1999 ; Vinatoru, 2001 ; Chemat et al., 2003 ;

Chemat et al., 20042 ; Luque de Castro et al., 2007).
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Fig. 11 : Schéma démonstratif de la cavitation ultrasonore.

Pendant la sonication, les ondes sonores utilisées induisent des vibrations mécaniques
dans le solide, le liquide ou le gaz, a travers une succession de phases d’expansion et
de compression, comme au cours d’'un phénomeéne de cavitation. Les bulles, formées par
I'expansion, vont se développer puis dégonfler. Si ces bulles se situent prés d’'une surface
solide, alors le dégonflement sera asymétrique, ce qui produira des jets de liquide ultra-
rapides (Figure 11). D’aprés Vinatoru (2001), les mécanismes d’extraction impliquent deux
phénoménes physiques :

Les molécules peuvent parfois traverser la paroi cellulaire par simple diffusion ;

Le contenu des cellules peut étre « lessivé» aprés destruction des parois cellulaires,
afin de récupérer 'ensemble des composés d’intérét.

Les ultra-sons permettent d’améliorer ces deux phénomeénes. lls pourraient augmenter le
rendement, diminuer la quantité de solvant nécessaire et/ou le temps de traitement (Mason
et Cintas, 2002).

5.5 — Extraction assistée par Micro-ondes

Les rayonnements micro-ondes sont des ondes électromagnétiques 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 12), elles sont situées entre les radiofréquences et les
infrarouges (Kingston et Haswell, 1997).
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Fig. 12 : Spectre électromagnétique.

Les fréquences utilisables par les applications industrielles des micro-ondes sont
réglementées pour éviter le risque d’interférence avec la radiocommunication et les radars,
qui sont les principales utilisations des micro-ondes. La fréquence de 2,45 GHz (A= 12,2 cm)
est généralement utilisée. Le transfert de chaleur par micro-ondes représente une propriété
intéressante et est donc utilisé dans le domaine de I'extraction des huiles essentielles. En
effet, contrairement a un chauffage classique, c’est le produit traité qui est la source de
chaleur. Le dégagement de chaleur s’effectue de l'intérieur vers I'extérieur, tout le contraire
d’'un chauffage classique. Il n'est alors plus nécessaire de faire chauffer le récipient. Le
matériel végétal est chauffé de maniere directe. Cela est rendu possible par la rotation
dipolaire. Le champ magnétique haute fréquence (2,45 GHz) appliqué dans le four micro-
ondes permet un échauffement, un frottement entre les dipdles, qui conduit ensuite a un
dégagement de chaleur.

5.5.1 — Extraction par solvant assistée par micro-ondes

La méthode d’extraction par solvant assistée par micro-ondes a été mise au point par
I'équipe canadienne de Paré et al. (1990). Celle-ci a déposé le premier brevet européen
sur « I'extraction de produits naturels assistée par micro-ondes ». Ces auteurs proposaient
de traiter sous micro-ondes un solide, sec ou humide, en contact avec un solvant
partiellement ou totalement transparent aux micro-ondes qui permettent d’accélérer la
cinétique d’extraction et de réduire le ratio solvant/charge.

Des essais effectués par cette nouvelle technique - notamment sur la menthe -, ont
souligné le gain de temps ainsi que la similutide de la qualité des produits a ceux obtenus
par entrainement a la vapeur classique. De nombreux brevets seront déposés alors par
Paré et son équipe 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 dénommeé : MAPTNI (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 I'extraction assistée par micro-ondes (MAE : Microwave
Assisted Extraction) est actuellement trés généralement citée dans la littérature (Eskilsson
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et Bjorklund, 2000). En réalité, la MAE et MAP™™ sont toutes deux des techniques
d’extraction par solvant assistée par micro-ondes. A titre d'exemple, un pilote d’extraction

des épices et aromates par la technique MAPTNI est présenté dans la Figure 13.
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Fig. 13 : Schéma du procédé d’extraction MAP™™ en

continu (A) et photo d’une unité pilote du méme procédé (B)

5.5.2 — Entrainement a I’air assisté par micro-ondes

En 1989, Craveiro et al. (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 en 90 minutes
par entrainement a la vapeur. Le systéme propose est inspiré du procédé d’entrainement a
la vapeur d’eau classique. Il se compose en fait de trois parties : un compresseur envoyant
de l'air dans le ballon ou se trouve la matiere végétale placée dans un four micro-ondes
domestique, comme le montre la Figure 14.
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Fig. 14 : Schéma du procédé d’extraction
par entrainement a l'air assisté par micro-ondes.

5.5.3 — Hydrodistillation par micro-ondes sous pression réduite

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 'origine est
I'hydrodistillation classique, est basée sur l'utilisation conjointe des micro-ondes et d’'un
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vide pulsé. Le matériel végétal traité, frais ou sec (auquel cas on lui rajoute la quantité
d’eau requise) est soumis d'une part aux micro-ondes dont le role est d’assurer le transfert
de matiere, puis d'autre part a un vide pulsé qui permet I'entrainement azéotropique des
substances volatiles a une température inférieure a 100 C. Cette opération peut étre
répétée plusieurs fois selon le rendement souhaité. D’aprés les concepteurs du VMHD
(Figure 15), I'extraction serait, pour un rendement équivalent et un extrait de composition
identique, dix fois plus rapide que I'hydrodistillation. Les notes « crues », les plus
thermosensibles, semblent étre conservées aprés une extraction par VMHD contrairement
a une hydrodistillation classique (Toursel, 1997 ; Mengal et al., 1993).

|."irrp-|..l|_-- M

/ ':-f_" Rétpighran
e
i

Fig. 15 : Schéma du procédé VMHD (A), Evolution des principaux
parametres (B), Photo d'une unité pilote du procédé VMHD (C).

5.5.4 — Hydrodistillation assistée par micro-ondes

Récemment, Stashenko et al. (2004a’b), utilisent un procédé d’hydrodistillation par micro-
ondes. Ce procédé basé entierement sur le principe de I'hydrodistillation classique consiste
a placer une partie du montage d’hydrodistillation dans le four a micro-ondes (Figure 16).
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 I'extérieur du four. Les
avantages cités par ces auteurs sont la rapidité et la similitude de la composition de I'huile
par rapport a une hydrodistillation classique.
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Fig. 16 : Schéma de I'hydrodistillation assistée par micro-ondes.

5.5.5 — Procédé d’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM)

En 2004, une méthode originale d’extraction des produits naturels assistée par micro-ondes
a pression atmosphérique, sans solvant et sans eau a été développée et brevetée par

Chemat et al. (2004b’c). 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
'eau contenue dans la plante permet la rupture des glandes contenant I'huile essentielle.
Cette étape libére I'huile essentielle qui est ensuite entrainée par la vapeur d’eau produite
a partir de 'eau de la matiére végétale. Un systéme de refroidissement a I'extérieur du
four micro-ondes permet la condensation de fagon continue du distillat, composé d’eau et
d’huile essentielle, et le retour de I'excés d’eau a l'intérieur du ballon afin de maintenir le taux
d’humidité propre au matériel végétal (Figure 17). La distillation séche assistée par micro-

ondes, a été appliquée a deux types de plantes, les épices (Lucchesi et al., 2004a) et les

herbes aromatiques (Lucchesietal., 2004b). Pour les plantes aromatiques, aprés seulement
30 minutes d’extraction les rendements en huiles essentielles obtenus par ESSAM sont
identiques a ceux obtenus aprés 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.
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Fig. 17 : Schéma du procédé d’extraction
sans solvant assistée par micro-ondevs (ESSAM).

6 — Situation économique des huiles essentielles

Les quantités d'huiles essentielles produites dans le monde varient considérablement. La
production annuelle de quelques huiles essentielles dépasse 35 000 tonnes tandis que
d’autres ne peuvent atteindre que quelques kilogrammes. Certains chiffres d’estimation
de la production, en tonnes, basées sur I'année 2004 sont indiqués dans le Tableau 2.
De méme, de grandes variations se produisent également pour la valeur monétaire des
différentes huiles essentielles. Les prix varient de 1,80 $ US/kg pour I'huile d'orange a
120 000,00 $ US/kg pour I'huile d'iris. La valeur annuelle totale du marché mondial est de
I'ordre de plusieurs milliards de dollars US.

La production d'huiles essentielles a partir des plantes sauvage ou des plantes cultivées
est possible presque partout, sauf dans les pays les plus froids du monde et les régions
couvertes de neige en permanence. Le nombre global des espéces végétales est de I'ordre
de 300 000. Environ 10% d'entre elles contiennent des huiles essentielles et pourraient étre
utilisées comme bases pour leur production. Tous les continents possédent leurs propres
flores caractéristiques. Parfois, ces plantes peuvent étre limitées a une zone géographique
particuliere, comme Santalum album en Inde et au Timor en Indonésie, Pinus mugo dans
les Alpes européennes, ou Abies sibirica a la CEI [Communauté des Etats Indépendants
(ex-Russie)]. Pour de nombreux pays, principalement en Afrique et en Asie, la production

36



Partie Bibliographique

d'huile essentielle est leur principale source d'exportation. Pour I'lndonésie, le Sri Lanka, le
Vietnam, et méme I'Inde, les chiffres d'exportation d’HE sont trés élevés.

Tableau 2: Production mondiale (2008) des plus importantes huiles essentielles.

Huiles essentielles Production en |Principaux pays producteurs
Tonnes

Huile d’'Orange 51 000 Etats-Unis, Brésil, Argentine

Huile de Menthe des champs (Mentha arvensis) 32 000 Inde, Chine, Argentine

Huile de Citron 9200 Argentine, Italie, Espagne

Huile d’Eucalyptus 4 000 Chine, Inde, Australie, Afrique
du Sud

Huile de Menthe Poivrée 3300 Inde, Etats-Unis, Chine

Huile de Feuilles de Clous de Girofle 1800 Indonésie, madagascar

Huile de Citronelle 1 800 Chine, Sri Lanka

Huile de Menthe Verte 1 800 Etats-Unis, Chine

Huile de Cédre 1650 Etats-Unis, Chine

Huile de Listée (Listea cubeba) 1200 Chine

Huile de Patchouli 1200 Indonésie, Inde

Huile de Lavandin Grosso 1100 France

Huile d’Eucalyptus citronné (Corymbia citriodora) 1 000 Chine, Brésil, Inde, Vietnam

(Source: Lawrance, 2009).

Les principaux pays producteurs se trouvent dans tous les continents. En Europe, le
cceur de production se trouve dans les pays méditerranéens : Italie, Espagne, Portugal,
France, Croatie, Albanie et Gréce, qui produisent tous des huiles essentielles en quantités
industrielles. Sans oublier de mentionner les pays d'Europe centrale tels que, la Bulgarie, la
Roumanie, la Hongrie et I'Ukraine, I'immense Fédération de Russie, répartie sur une grande
partie de I'Europe de I'Est et de I'Asie du Nord, a non seulement des ressources de plantes
sauvages presque infinies mais aussi de vastes zones de terres cultivées. Le continent
asiatique avec la diversité de ses climats semble étre le plus important producteur d'huiles
essentielles. La Chine et I'Inde jouent un rbéle majeur suivies de I'lndonésie, le Sri Lanka et
le Vietnam. Beaucoup d’huiles essentielles uniques et insolites proviennent de l'immense
continent australien et de ses voisins : la Nouvelle-Zélande et la Nouvelle-Calédonie. Les
principaux pays producteurs d’HE en Afrique sont le Maroc, la Tunisie, 'Egypte, I'Algérie
et la Coéte d'lvoire. Les pays qui jouent un réle mineur sont I'Afrique du Sud, le Ghana, le
Kenya, la Tanzanie, 'Ouganda et I'Ethiopie. Les plus importantes flesproductrices d’'épices :
Madagascar, les Comores, Mayotte, la Réunion sont situées le long de la céte Est du
continent africain. Le continent américain est également I'un des plus grands producteurs
d'huiles essentielles. Les Etats-Unis, le Canada et le Mexique possédent une richesse en
matieres végétales naturelles et aromatiques. En Amérique du Sud, les huiles essentielles
sont produites au Brésil, en Argentine, au Paraguay, en Uruguay, au Guatemala, et dans
I'fle d'Haiti. Outre les principaux pays producteurs d’huiles mentionnés ci-dessus, il y en a
beaucoup d'autres, moins importants, comme I'Allemagne, Taiwan, le Japon, la Jamaique,
et les Philippines. La Figure 18 montre les principaux pays producteurs d'huiles essentielles
a travers le monde (2008).
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Fig. 18 : Répatrtition des taux de production d'HE (en parties estimées)
par pays a travers le monde durant 'année 2008 (Lawrence, 2009).

La culture des plantes aromatiques a changé de site géographique au cours des deux
derniers siécles. De 1850 a 1950, les centres de la culture commerciale des plantes a
huiles essentielles étaient la Provence en France, I'ltalie, I'Espagne et le Portugal. Avec
l'augmentation du colt de la main d'ceuvre, la culture s’est déplacée vers les régions
méditerranéennes de I'Afrique du Nord. Comme la récolte manuelle s'est avérée d'un colt
trop élevé sous les conditions européennes, et que des améliorations trés nettes ont été
apportées dans la conception de machines de récolte, seules les cultures pour les HE qui
se prétaient a la récolte mécanique ont continué a étre poursuivies en Europe. Au début
des années 1990, méme les récoltes en plantes aromatiques en Afrique du Nord se sont
avérées trés colteuses et les centres de ¢a cultures ont d étre délocalisés en Chine et en
Inde. A I'heure actuelle, les méthodes manuelles ont tendance a s'avérer trop coliteuses
méme en Chine. De ce fait, actuellement, seule I'lnde demeure un centre de développement
des cultures de plantes a parfum (Lawrence, 2009).

Chapitre Il : Les Agrumes

1 — Introduction
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Les agrumes sont des baies modifiées ou ont une forme spécialisée de baie (Hesperdium)
résultant d’'un ovaire simple. En plus du genre Citrus, nous observons cinq genres
supplémentaires de ce type de fruit : Poncirus (orange trifoliée), Fortunella (le kumquat qui
est mangé tel quel avec sa peau), Microcitrus, Eremocitrus, et Clymenia dans la sous famille
des Aurentioidae et appartenant tous a la famille des Rutaceae.

La taille des agrumes s’étend d'environ 2,25 cm pour le kumquats (espéce de
Fortunella) a plus de 20 cm de diamétre pour le pomelo (C. grandis). La forme est également
variable : aplatie (pour le pamplemousse, les mandarines et les tangerines), globuleuse a
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ovale (sphérique ou presque pour les oranges douces), oblong (pour les citrons (C. limon)
et cédrats (C. medica)), et sphérique pour les limes (C. aurentifolia).

L'écorce (ou la peau) devient dure comme du cuir une fois déshydratée et elle se
fragilise et se casse sur son pli lorsqu’elle est turgide. Généralement, les fruits ont 8 a 16
segments. Les pamplemousses et les pomelos ont 17 a 18 segments. Les graines ou pépins
changent en nombre de zéro dans quelques cultivars a beaucoup, menant au fruit plein de
pépin. La lime de Tahiti (C. latifolia) et les oranges navelle peuvent s’apppeler vraiement
aspermes (sans pépins) et n’avoir presque aucun graine alors que le pamplemousse et
le pomelo ont 40 a 50 graines. La taille et la forme des graines changent également
considérablement parmi les especes.

2 — Origine et histoire des agrumes

L’histoire des agrumes, 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.

La premiére mention écrite sur les agrumes se trouve dans la littérature Sanskrit environ
800 ans avant J-C. La culture des agrumes a commencé en Chine probablement 500 ans
avant J-C. Le cédrat est le premier agrume introduit en Europe par Theophrastus en 310
avant J-C. Les botanistes grecs qui suivirent Alexandre le Grand dans ses conquétes, ont
découvrert le cédratier en Perse et I'ont baptisé « Pomme de midi ». Le cédrat fut d’abord
utilisé comme parfum et comme insecticide. Plus tard, il fut jugé comestible lorsqu'il était
correctement préparé. Les romains ont importé les oranges et les citrons de leur province
comme un luxe couteux pour leurs banquets. Les plantes qu’ils cultivaient a Rome ont
survécu mais portaient peu de fruits.

Au 10°M€ siécle, les conquérants arabes réintroduisent le cédrat en Europe et
introduisent de nombreuses nouveautés tels que le citron et 'orange amére (bigaradier).
Ces fruits ont été répartis autour de la méditerranée orientale, I'ile de Sicile, le Nord d’Afrique

jusqu’au Sud de I'Espagne (zone de Séville vers 1150). Aux Xl et XII°M€ siecles et de
retour de Jérusalem, les Croisés propagent en Europe occidentale l'utilisation et la culture
du citron, du bigaradier et de la lime.

Les grands navigateurs, ont non seulement élargi notre vision du monde mais
également joué un réle important dans la diffusion des agrumes. C’est lors de son deuxiéme
voyage que Christophe Colomb introduisit en 1493 le citron et la lime dans I'ile d’Hispaniola
(Haiti). Vasco De Gama découvreur de la route de I'Inde introduit en 1494 'orange douce
dans le Portugal.

C’est par hasard que ces navigateurs, lors des grands voyages, découvrent le role de
la vitamine C présente dans le citron comme moyen de lutte contre le scorbut. Depuis ce
temps la les agrumes partent a la conquéte du monde. Les premiéres plantations dans le
continent américain furent introduitent sur la cote de I'actuel Mexique en I'an 1518, ensuite
au Brésil en I'an 1540, en Floride en 1565, en Caroline du Sud en 1577, au Pérou en 1609,
en Arizona en 1707, en Australie en 1718, en Californie en 1769 et au Texas en 1890.

Le dernier agrume arrivé en Europe fut le mandarinier au début du 19°MC siecle. Depuis
lors, il est devenu I'un des agrumes les plus populaires et une source de développement
continu.
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3 — Caractéristiques et description des agrumes

Les agrumes ont des feuilles persistantes, caractére d’adaptation a des hivers peu
rigoureux. Les agrumes sont en principe cultivés autour de I'équateur, du 40° Nord au 40°
Sud (Figure 19). On les rencontre par conséquent en priorité dans les climats de type
méditerranéen.

Fig. 19 : Limites climatiques de I'agrumicole et les principales
régions productrices dans le monde (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996).

Tous les fruits des citrus cultivés ont presque la méme structure : I'écorce, partie non
comestible du fruit est peu développée chez les oranges, les mandarines et les clémentines.
Elle constitue en revanche la majeure partie du fruit des cédrats ou du pamplemousse. La
pulpe, partie comestible, est constituée de poils ou de vésicules enfermant le jus et qui sont
regroupés en quartiers peuvant varier de 5 a 18 (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996).

A la surface des fruits dans I'écorce se trouvent les glandes oléiferes remplies
d'huiles essentielles. La coupe transversale du fruit permet de distinguer les parties
suivantes (Figure 20):

Une peau ou une écorce rugueuse, résistante, de couleur vive (du jaune a I'orange),
plus connue sous le nom d'épicarpe (ou flavedo), qui recouvre le fruit et le protége
des dommages. Ses glandes oléiferes contiennent des huiles essentielles qui
donnent au fruit son odeur caractéristique.

Un mésocarpe (ou albedo) blanc, épais et spongieux, qui forme avec I'épicarpe, le
péricarpe ou peau du fruit.

La partie interne, constituée de la pulpe, est divisée en segments (carpelle) ou

se concentre le jus (avec ou sans pépins selon les variétés) et en 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).
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Fig. 20 : Coupe transversale d’une orange
(Hendrix et Redd, 1995 ; Guimaraes et al., 2010).

4 — Nouvelle taxonomie des agrumes

Depuis plus de 400 ans, les agrumes ont été source d’intérét des botanistes du fait que
tous les agrumes s’hybrident facilement. Les premiéres tentatives de classification, menées
par Volkamer, Linnaeus, Gallesio et Riso, étaient basées sur I'apparence, la forme de la
plante, le tronc, les feuilles et les fleurs, etc.... Ces paramétres continuent d’étre utilisés
aujourd’hui. Toutefois, au début du XX®M€ siecle, d'éminents botanistes d’agrumes comme
Swingle et Tanaka ont utilisé des méthodes d’analyse et de mesure précises pour arriver
a des conclusions scientifiques.

Actuellement, des travaux menés par Mabberley (1997), Mabberley (2008) et Shu et
al. (2008), ont donné naissance a une nouvelle classification des agrumes, ou seulement
trois espéces d’agrumes furent retenus : cédrat, pomelo et mandarine, celles-ci intervenant
dans la genése de plusieurs hybrides comme suit :

Citrus medica L. (Cédrat) impliqué dans la formation de 4 hybrides :

—  Citrus x limon (Cédrat x Orange amere) : Citron et ses hybrides comme
citron Volkamer et Meyer et lime de Palestine.

—  Citrus x jambin (Cédrat x mandarine) : Citron apre et ses hybrides
similaires comme lime Rangpur, lime mandarine et des types comme
'Otaheite’.

—  Citrus x aurantifolia (Cédrat x Citron x Ichang papeda) : Lime (lime
mexicaine) et lime Bearss (Lime x Citron).

—  Citrus x bergamia (Cédrat x Orange amére) : Bergamote, considérée
comme un citron issu d’un croisement entre le cédrat et 'orange amére.
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Citrus x maxima Burm. (Pomelo), impliqué dans la formation de trois hybrides du
pomelo :

—  Citrus x aurantium (Pomelo x Mandarine) : Bigaradier (orange amére),
ayant hérité de plus de caractéristiques du pomelo que de la mandarine.

—  Citrus x sinsensis (Pomelo x mandarine) : Orange douce, ayant hérité
de plus de caractéristiques de la mandarine que du pomelo. Ce groupe
comprend également tous les croisements d’oranges, de mandarines et
de pomelos comme les Tangors, I'Ortanique, les Tangelos et leurs rétro-
croisements comme Page et Nova.

—  Citrus x paradisi (Pomelo x orange) : Pamplemousse.

Citrus reticulata Blanco. : Mandarine, avec les variétés, Satsuma, Clémentine et
Tangerine.

5 — Différentes variétés d’agrumes

Il existe différentes variétés de Citrus, agrumes consommés et utilisés industriellement
partout dans le monde :

Les Oranges ; Les Bigarades ; Les mandarines ; Les citrons ; Les Limes ; Les Cédrats ;
Les pomelos ; Les pamplemousses ; Les cambavas ; Les Kumquats.

5.1 — Les Oranges (Citrus sinensis (L.) Osbeck)

5.1.1 — L’oranger et sa culture

D’une hauteur de 2 a 3 m et d’'une durée de vie de 300 a 400 ans, les orangeraies prospérent
dans les régions tempérées disposant d'un hiver doux. lls ont besoin de beaucoup de soleil,
de chaleur et d’eau. La différence de température entre I'été et I'hiver et entre le jour et la
nuit est importante pour le développement correct de la saveur et de la couleur.

5.1.2 - L’'orange

Au 17éme siecle, son appellation était Orange du Portugal, Orange douce et le plus
populaire Orange de la Chine. Depuis, son nom scientifique est devenu Citrus sinensis
(agrume chinois). Elle représente 'espéce commerciale de Citrus la plus importante dans
le monde.

5.1.3 — Composition

L'orange contient en moyenne 12 % de glucides (40% de saccharose), de la vitamine C
(80mg/100g), vitamines P, B4, Bg, E, provitamine A. Riche en calcium (40 mg /100 g), riche

en pectines, elle a un role de régulateur du transit intestinal. Elle contient une flore mésophile
(levures et lactobacilles) indispensable pour une bonne digestion.

5.1.4 — Les Variétés

D’aprés la nouvelle classification des agrumes, il y a 5 groupes d’oranges douces :

A - Oranges précoces douces, blondes et oranges communes : Ambersweet,
Berna, Cadenera, Castellana, Comuna, Hamline, Jaffa (Jaffa de Florida), Jincheng, Mars,

42



Partie Bibliographique

Parson Brown, Pineapple (pomme de pin), Rotuna Island, Salustiana, Shamonti (Jaffa de
Palestine), Trovita.

B — Orange de Valence (variétés juteuses) : Valencia, Campbell Valencia, Valencia
Panachées Cotidan, Cutter Valencia, Delta Valencia, Dom Joao, Frost Valencia, Harward
Late Valencia, Midknight Valencia, Olinda Valencia, Valencia Late.

C — Oranges Navel

C .1 - Oranges Navel précoces : Atwood, Fisher, Navelina, Skagg’s bonanza,
Thomson Zimmerman.

C.2- Navel mi-saison : Caracara, Fukumoto, New Hall, Spring, Washington Navel.

C.3 - Navel tardives : Autumn Gold, Barnfield, Chislett, Lane late, Navel Late, Powell,
Ricalate, Rhode Navel, Wiffen.

D — Hybrides d’orange douce : Chironja, Nucellar embryony, Poorman orange
E — Oranges sanguines

E.1 — Oranges légérement sanguines : Caracara, Caracara panachée, Maltaise
sanguine, Rhode Valencia rouge, Ruby, Vainiglia sanguigno, Washington sanguine.

E.2 - Oranges complétement sanguines : Delfino, Doble fina, Entrefina, Sanguinello,
Sanguinello a Pignu, Sanguinello Moscato, Sanguinello Moscato di Cuscuna.

E.3 — Oranges profondément sanguines : Bream Tarocco, Moro, Sanguinelli, Smith
Valencia rouge, Tarocco, Thermal Tarocco.

5.1.5 — Utilisation

En cuisine : écorces d'oranges confites, pates de fruits, glaces, eau de fleurs d’oranger,
liqueurs a base d’écorces d’oranges douces et ameéres.

En cosmétologie : elle rentre dans la composition de hombreux parfums et eaux de
toilette.

5.2 — Les Bigarades (Citrus aurantium L.)

5.2.1 — Le bigaradier et sa culture

Sa grande résistance au froid ne dépasse pas des températures comprises entre — 8°C
et — 10°C. Trés tolérant au calcaire, il s’adapte a beaucoup de sols mais craint les excés
d’eau en sol lourd. Il se reproduit généralement par semis pour étre utilisé comme arbre
d’ornement dans les régions méditerranéennes.

5.2.2 — La bigarade

Elle est communément appelée « orange amére » mais c’est une espéce différente de
l'orange douce. Des appellations plus familiéres telle que « Pomme du jardin des
Hespérides » lui ont été données. Ce fruit est peu ou pas comestible.

5.2.3 — Les variétés

Elles se divisent en deux classes, les variétés d’'oranges améres et ses hybrides :

Variétés d’Oranges améres : orange amére commune ; orange de Séville ; Orange
Bitterswett du Paraguay, Apepu ; Variété parfumerie Bouquetier ; Orange amére
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panachée, Abers feuille étroite, Orange amere Willowleaf ; Gou tou (orange amére
cuir-téte) ; orange feuilles Myrtle : Chinotto.

Hybrides d’oranges améres : Bergamote ; Smooth flat Séville ; Kikudaidai (Citrus
canaliculata) ; Yama (Citrus intermedia) ; Karna (Citrus karna) ; Kithcli (Citrus
maderaspatana) ; Miaray (Citrus miaray) ; Natsumikan (Citrus natsudaidai) ; Tosu
(Citrus neoaurantium) ; Zadaidai (Citrus rokugatsu) ; Sanbokan (Citrus sulcata) ;
Nanshodaidai (Citrus taiwanica).

5.2.4 — Utilisation

La bigarade fut appréciée dés le Moyen Age pour son écorce a odeur fortement poivrée, son
parfum d’'une exquise suavité et sa fleur blanche odorante. L’huile essentielle est obtenue
par distillation des fleurs de bigaradier. Elle s’appellera plus tard Néroli en hommage a
la princesse de Nérole (XVIIIeme siécle). Limportance de la bigarade réside dans I'huile
essentielle qu’on peut extraire a partir des fleurs, des feuilles, des graines et de I'écorce. Ces
huiles donnent I'aréme typique d’orange utilisé dans les épices, les bonbons, les liqueurs
...etc.

Certaines variétés donnent des huiles essentielles rentrant dans la fabrication des
parfums, de savons renommés et de lotions aprés rasage. Elles trouvent également un
usage en aromathérapie, et comme principal constituant des boissons gazeuses.

5.3 — Les mandarines (Citrus reticulata Blanco.)

Les mandarines ont été cultivées en Chine et au Japon sur une grande échelle depuis le
16°M€ siecle. C’est le dernier agrume important arrivé en Europe au 19°M€ siecle. En 1805,
deux variétés ont été acheminées en Angleterre en provenance de la région chinoise de
Canton. De I'Angleterre, ils ont été introduits dans la région méditerranéenne. En 1850, le
fruit fut solidement établi en ltalie.

5.3.1 — Les Variétés

Il existe plusieurs variétés de mandarines :

Mandarine (Citrus reticulata Blanco.) :
—  Mandarine commune (Citrus reticulata « Ponkan »)
—  Clémentine
— Tangerine

Satsumas (Citrus unshin) : mandarines précoces, déja mires quand la peau est
encore verte.

Mandarines méditerranéennes Willowleaf (Citrus deliciosa): les fruits sont sphériques
et aplatis aux pbles avec une peau fine, lisse, colorée en jaune orangée. La pulpe,
orange clair, est juteuse, tendre, agréablement parfumée mais présentant de
nombreux pépins.

Mandarine king (Citrus nobilis).

5.3.2 — Principaux hybrides d’importance commerciale

Les principales variétés hybrides sont :

Mandarine : Citrus reticulata Blanco
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Mandarine commune : Citrus reticulata ‘Ponkan’ ; Ponkan (Suntara) ; Changsha ;
Pixie ; Daisy ; Gold Nugget ; Fuzhu ; antillean.

Clémentine : Algérienne ; Carte noire ; Caffin ; Clemenules ; Clémentines hybrides :
Fina ; Marisol : Monreal ; Nour ; Sidi Aissa ; Oroval.

Tangerines : Beauté (Beauté d’Australie et la Retraite Gley) ; Dancy (Tangerine
Rouge, Morgane).

Satsumas : Premiéres variétés (Wase ; Miyagawa ; Okitsu ; Seto ; Miho ; Kuno).
Variétés Unshd tardives (Owari ; Silverhill ; Dobashi Beni ; Kimb rough ; Aoshima).
Variétés Satsuma les plus récentes (Amstrong ; Dat North ; Dart South ; Xie Shan).
Mandarine méditerranéenne (Willowleaf)

Mandarine King : Cambodgiens (Yellow king) ; King (de Siam) ; King Japonaise.

Les variétés hybrides issues du croisement entre les mandarines et les mandarines petit-
fruits sont :

Tangors : Temple ; Ortanique ; Ellendale ; Murcott ; Dwett ; Ambersweet.
Tangelos : Minneola ; Pearl ; Orlando ; Sunshine ; Allspice ; Mandalo ; Wekiwa ;
Ugli.

Hybrides Tangelo x Clémentine : Fairchild ; Lee ; Nova (Clemenvilla) ; Oscelo ;
Page ; Robinson.

Hybrides King x Mandarine méditerranéenne (Willowleaf) : Encore ; Kinnow.
Hybrides Tangerine x Willowleaf x Tangors : Tahoe Gold ; Yosemite Gold ; Shasta
Gold.

Mandarines petits fruits : Mandarine amére (Citrus sunki) ; Cléopatre (Citrus
resni) ; Shekwasha (Citrus depressa) ; Nasnaaran (Citrus amblycarpa) ; Kinokuni
(Citrus kinokuni) ; Citrus lycopersicaformis ; Citrus oleocarpa.

5.3.3 — Utilisation

Les mandarines occupent une place de plus en plus importante dans le marché des agrumes
frais, du fait que le marché mondial a considérablement changé durant les 20 derniéres
années avec une préférence accrue des consommateurs vers des mandarines sans pépins,
savoureuses dotées d’une peau de belle couleur d’'un épluchage facile. Par conséquent, les
mandarines sont désormais le plus grand secteur de l'industrie des agrumes frais dans le
monde. Le nombre de variétés de mandarines commercialisées est presque égal au nombre
de tous les types d’agrumes horticoles.

5.4 — Les Citrons « Citrus limon (L.) Burm f. »

L'arbre d’une hauteur de 3 a 4 m, et d’'une durée de vie d’environ 40 ans, supporte une
température minimale de -2 C. Il produit de 30 a 40 t/ha. Les fruits sont juteux, acides et
trés parfumés. Les plus estimés sont dits « premiére fleur » (primofoiri) (récolte d’octobre
a décembre) et « seconde fleur » (mars, avril). lls se conservent de 6 a 8 mois.

lls sont riches en sels minéraux et en vitamines C (52 mg / 100g) et P, en acides
organiques, en sélénium, en fibres...Le citron est reconnu pour ses propriétés diététiques
(35 kcal/100g). Il renferme du calcium a un taux relativement élevé (25mg/ 100g). Le jus de
citron contient essentiellement trois acides : malique, ascorbique et citrique.

Les principales variétés sont : Bears sicilienne ; Berna verna ; Eureka ; Eureka
panachée (citron de chair rose) ; Genova ; Interdonato ; Lisbonne ; Monachello ; Primofiori
Fino, Mesero ; Santa Teresa ; Citron sans pépins ; Villa Franca.

45



Extraction des antioxydants a partir de produits naturels et de co-produits agroalimentaires

46

Les principaux hybrides sont : Lemonime ; Citron Volkamer (Citrus volkameriana) ;
Limetta (Citrus limetta, Citron doux de la Méditerranée) ; Millsweet limetta ; Citron Poire
(Citrus lumia) ; Pomme d’Adam (Citrus lumia var.) ; Citron Galgal (Citrus pseudolimon) ;
Citron Pondersa (Citrus pyriformis) ; Karna (khatta) (Citrus karna) ; Citron Rough (Citrus
Jjambhiri) ; Vangasay (Citrus jambhiri ‘Vangasay’) ; Lemandarin (citron mandarine) ;
Lemonange ; Citron Meyer (Citrus meyerii) ; Citron neige (Citrus kulu) ; Yuzu (Citrus junos).

Les citrons ne sont pas consommés frais, mais ils peuvent étre présents sur toutes
les tables autour de la méditerranée indépendamment du fait qu’on sert de la viande, de
la volaille ou du poisson. Le jus de citron est pressé pour parfumer toute grillade ou frites.
En cuisine, c’est le zeste du fruit qui est recherché. Le citron pelé ou finement graté donne
sa propre saveur qui est trés prisée en cuisine et en patisserie, pour la fabrication de la
limonade. Le jus de citron est également utilisé pour chasser les fourmis et permet de
conserver les fruits et les Iégumes qui s’oxydent facilement a l'air. La pulpe restant aprés
extraction du jus commercial est une importante source d’huile essentielle, de pectines
et d’acide citrique qui sont utilisés pour des formulations alimentaires, cosmétiques et
pharmaceutiques.

En cosmétologie, le citron est utilisé pour resserrer les pores, il passe pour éclaircir
la peau, résorber les comédons et s’utilise en masque antirides ou pour donner de I'éclat
aux cheveux.

En médecine, il est utilisé comme antiseptique naturel mais il est aussi connu pour
d’autres actions : anti-rhumatismale, anti-scorbique, anti-fatigue, diététique, digestive,
expectorante, contre les effets causés par les allergies....

En parfumerie, il entre dans la composition de nombreux parfums.

5.5 — Les Limes « Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle »

La Lime est un petit citron vert, qui peut cependant devenir jaune et étre confondu ainsi
avec les citrons jaunes. |l s'agit d’'une collection variée de certains types les plus acides
d’agrumes. Les limes sont parmi les plus petits agrumes cultivés commercialement dont
les variétés les plus importantes sont : Lime mexicaine (lime commune, lime clé) ; Lime
persique ; Lime kaffir ; Lime italienne ; Lime indienne ; Lime douce Mary Ellen ; Citron
Rough ; Vangassay ; Lime mandarine (citron de Canton) ; Lime Rangpur ; Lime Otaheite ;
Lime Kusaie ; Lime Gingembre (Ada Jamir) ; Lime Winged Blacktwig ; Calamondin.

Les limes sont rarement consommées comme fruits frais. Elles sont pressées pour les
jus, et peuvent étre utilisées en cuisine et dans l'industrie agroalimentaire : Ecorces de fruits
confites, sorbets, cocktails, ...

5.6 — Le Cédrat « Citrus medica L.»

Arbre de 3 a 4 m de haut, ses branches sont épineuses et ses fleurs sont présentes toute
'année, en méme temps que les fruits. Les jeunes rameaux sont de couleur pourpre chez
les espéces a chair acide et de couleur verte chez les espéces a chair douce. On protége les
cédratiers du vent avec des haies de cypres pour éviter que les fruits ne soient piqués par
les épines des branchages. Sa récolte s’effectue entre le mois de septembre et le mois de
novembre. L'arbre est trés sensible a la fois au gel, a la chaleur extréme et a la sécheresse.
Les zones les plus importantes de culture sont la Sicile, la Corse, la Créte et quelques petites
fles cotiéres de I'ltalie, de la France et de la Gréce.
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Le cédrat est un fruit ovale et verruqueux. L’écorce du fruit est trés épaisse, jaune pale
et laisse peu de place a la pulpe. L'essence du zeste évoque I'odeur du cedre. Les fruits
produits peuvent étre trés gros et atteindre plusieurs centaines de grammes. Les noms de
famille Zitrone ou Citroén proviennent de vendeurs de cédrats.

Les importantes variétés sont : Bajoura (Cédrat muskeé) ; Balady (Chazon Ish) ; Halperin
(Chazon Ish) ; Lefkowitz (Chazon Ish) ; Cerveau ; Braveman ; Kivelevitz ; Main de Buddha
(cédrat doight) ; Cedruna ; Corsien (cédrat de commerce) ; Diamante yanover ; Etrog (Cédrat
grec) ; Italien ; Mexicain ; Marocain ; Odorata ; Sicilienne ; Yémne (Temoni) ; Yunnan ; Khobs
el Arsa.

Les principaux produits du cédrat sont : les confitures, les jus, les boissons gazeuses,
la Cédratine de Corse (liqueur), I'eau de fleur de cédrats, les fruits confits, fabriqués
essentiellement en France, en Angleterre et aux Etats-Unis.

5.7 — Les Pomelos « Citrus maxima »

Cetagrume provient de I'Asie du Sud. |l pousse d’une fagon sauvage en Malaisie. Le pomélo
fut introduit en Chine au cours du dernier siécle avant J-C. Il arriva aux Caraibes a la fin

du 17°™€ siecle quand le capitaine Shaddock a apporté des graines, provenant des iles
malaises et les a laissées a la Barbade en pensant que le climat était assez chaud. De |3,
il s’est propagé a la Jamaique et a Porto Rico. Sous des conditions favorables, le fruit peut
avoir 30 cm de diamétre et peser plus de 3 kg lorsqu’il est bien mdr. L’écorce est épaisse
est difficile a peler. Le fruit n'est pas trés juteux ni acide ; comparé aux autres agrumes, il
peut étre trés doux.

Le pomelo est le plus grand agrume ; I'arbre peut atteindre 15 m de haut. C’est une
espéce sensible au froid. Les principaux pays producteurs sont les Etats-Unis, la Chine, le
Japon, la Thailande, le Mexique et Israél.

Il est riche en vitamine C : 37 mg /100 g. Sa saveur amére est due a des substances
originales : narringosides, hespérosides et surtout limonoides. Son utilisation réside en tant
que fruits frais, fruits confits, pates de fruits, usage pharmaceutique. Les pépins riches en
pecines sont utilisés dans les confitures pour une « bonne prise ».

Les plus importantes variétés existantes sont : Chaudler ; Cocktail ; Cuban Shaddock ;
Hirado Buntan ; Miel ; Jaffa rouge ; Mato Buntan ; Pomelit ; Reinking ; Siamese sweet ;
Sweetie ; Tahitian sarawak ; Thong Dee ; Valentine ; Ugli.

5.8 — Les Pamplemousses « Citrus paradisi (Burm.) merril »

Lors du retour du capitaine Shaddock en Angleterre en 1700, aprés la conquéte de territoires
du Pacifique, ce dernieravait laissé quelques graines de pomelo dans I'ile de la Barbade.
Les arbres de pomelo se sont alors croisés par pollinisation avec un oranger local et cet
hybride a produit le premier pamplemousse. Depuis, sa culture s’est propagée aux autres
iles des Caraibes et en Jamaique. La production commerciale de ce nouveau produit a
eme

commenceé en Floride au 19 siécle.

C’est le fruit du petit déjeuner par excellence ; son jus a augmenté de popularité surtout
aprés sa promotion en tant que boisson diététique. Le pamplemousse peut étre divisé en
trois grandes catégories selon la couleur de sa chair, son jus et la peau :

Les variétés jaunes ou de couleur pale comprennent : Duncan, Marsh, Oroblanco,
Goldens, Whenney, Sweetie et Meogold.
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Les variétés les plus courantes sont de couleur rose : Henderson Ruby, Marsh ruby,
Ray Ruby, Red Ruby, Thompson et Foster.

Les pamplemousse montrant souvent une teinte rouge plus foncée sont les suivants :
Star Ruby, Red Ruby, Ray, Rio, Rio Star, Red Rio, Sunrise et Jaffa Sunrise.

5.9- Les Kumquats « Citrus japonica Thunb.»

Désormais son nom scientifique n’est plus Fortunella japonica Swingle donné en 1915. |
est remplacé par Citrus japonica Thunb., nom ré-attribué par Mabberley a 'original en 1998.

Le nom Kumquat (Cumquat) est censée provenir de I'ancien nom chinois connu, /e
Menton Kan, qui se traduit par : "Orange d'or". Il est cultivé depuis des siécles au Japon
c’est pour cela qu'il lui est attribué le terme (japonica) dans son nom scientifique.

Le Kumquat est un arbuste de petite taille, mais certains spécimens sont aussi grands
que les orangers. lls sont résistants au froid ( -15 C)

Les fruits de petites tailles, sont de couleur rouge orangée avec une chair peu juteuse
et contenant de gros pépins. C’est le seul agrume qui se mange avec sa peau.

Les différentes variétés trouvées sur les marchés sont : Nagami (Kumquat ovale, a
fruits oblongs) ; Centennial panaché ; Nordmann (Sans pépins) ; Marumi (rond) ; Meiwa
(doux) ; Hong Kong (le plus petit agrume vrai) ; Fukushu ; Malayan.

6 — Transformation des agrumes
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Dotés d’arébmes qui ne sont seulement qu'un de leurs produits, les agrumes (Citrus) sont
un bon exemple de transformation des produits agricoles a grande échelle qui utilise une
approche de raffinerie. Une gamme de culture d'agrumes est transformée pour produire des
huiles essentielles a double usage aussi bien comme arbmes que comme ingrédients de
parfum. Il s'agit notamment de la bergamote, du pamplemousse, du citron, de la lime, de la
mandarine, des oranges douce et amére.

L'industrie de la transformation des oranges dans le monde entier a un chiffre d'affaires
de plus de 2 milliards de dollars par an. Plus de 400 a 500 millions d'arbres sont cultivés,
principalement au Brésil et en Floride, avec respectivement environ 150 et 60 millions
d'arbres, et quelques 75 000 tonnes /an de d-limonéne et d'huile d'orange produites a partir
du fruit et également des huiles essentielles spéciales telles que les huiles de petitgrain
et de néroli. Ces chiffres donnent une indication de la taille impressionnante de l'industrie
(Bovill, 1996), surtout quand on considere que le rendement de d-limonene a partir du fruit
ne représente que 0,27% seulement, comparativement a un rendement de 53% pour le jus.

Les oranges sont pressées pour en extraire le jus, qui est concentré par évaporation
jusqu'a environ 5 a 6 fois son poids avant d'étre expédié. La peau d'orange restante est
ensuite soumise a pression ou a étre rapée pour en extraire la soi-disante « huile pressée
a froid » ou "essence d’agrumes", source d’arébmes et de nombreuses molécules utiles au
parfum. Ces terpénes oxygénés constituent essentiellement une minorité de I'huile, qui est
essentiellement composée de limonéne et d’autres hydrocarbures terpéniques. Puisque
I'oxydation des terpénes peut donner un mauvais goQt, I'objectif majeur de la production
d'huiles d'agrumes est de réduire sa teneur en hydrocarbures. La méthode traditionnelle
est la distillation fractionnée suivie d'un lavage. Il s'agit de prendre une huile concentrée
de nombreuses fois et directement la dissoudre dans une solution eau-éthanol. Bien que
la distillation soit bon marché, certains constituants arbmatiques volatils sont perdus. Une
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certaine dégradation thermique se produit, et les hydrocarbures sesquiterpéniques ne sont
pas éliminés en totalité et restent donc encore disponibles pour une éventuelle oxydation
(Cheetham, 2010).

6.1 — Co-produits de la transformation des agrumes

Les produits résultant de la transformation d'agrumes sont les jus de fruits, les huiles
essentielles et la peau. Cette derniére, avec la pulpe et les graines, constituent les résidus
industriels et comptent pour 40 — 60 % du poids de la matiére premiére. L'utilisation de
ce résidu est une exigence fondamentale de l'industrie de transformation de fruits, non
seulement pour des raisons économiques, mais aussi pour réduire l'impact environnemental
grave que cela pourrait induire en cas d'abandon

Les principaux sous-produits issus de ce résidu, sont les suivants : I'eau est le
principal constituant de ce résidu et représente d’un point de vue quantitatif 80 a 85 %
du poids. La matiére séche est constituée principalement de sucres solubles (glucose,
fructose, et saccharose, et de faibles teneurs de pentoses), de sucres insolubles (cellulose,
hémicellulose, protopectine), d'acides organiques (citrique, malique, isocitrique, oxalique)
et une teneur importante de flavonoides (hespéridine dans la majorité des espéces
d’agrumes, naringine dans le pamplemousse, bergamote et bigarade, le diosmine (analogue
a I'hespéridine) et ériodicitrine dans la peau de citron). Les constituants inorganiques du
résidu different de ceux présents dans le jus, principalement par leur teneur élevée en
calcium. Les écorces de lime, de bergamote et de citron sont principalement utilisées dans
I'extraction de la pectine alors que les écorces d'autres agrumes sont presque totalement
utilisées comme aliments pour animaux. Les huiles essentielles ménent a des sous-produits
intéressants tels que les huiles concentrées, les huiles déterpénées et des formulations
d'alcool et de d-limonéne. Parmi les utilisations multiples de d-limonéne, notons ses
applications dans la production de résines synthétiques, son utilisation comme solvant dans
la substitution des solvants minéraux et en tant que base pour la synthése de composés
aromatiques (Di Giacomo et al., 1992 ; Kesterson et Braddock, 1976). Les limonoides, sont
des triterpénes oxydés qui sont responsable du golt amer dans le jus et dans les pépins
si par inattention ces derniers sont écrasés sous les dents. Cette amertume est due a la
transformation a pH acide du limonine monolactone non-amer en limonine dilactone amére
dans le jus issus d’oranges navel (Rodrigo et al.,, 1985). Cette amertume est plus faible
dans les jus issus d’orange Valencia (Sonkar et Ladaniya, 1995). Les limonides trouvent
des utilisations thérapeutiques contre la cancérogéne en induisant I'activité du glutathion
S-transférase. Certains des limonoides agissent comme répulsifs contre les insectes et
peuvent lutter contre les ravageurs. D'autres produits (comme la pulpe lavée, le jus de pulpe,
les cellules entiéres de jus et des extraits de caroténe) peuvent étre préparés a partir de
la pulpe séparée du jus brut.

6.2 — Huiles essentielles et essences

Les huiles essentielles de la famille des rutacées, notamment les huiles d'agrumes sont
largement utilisées comme ardmes et parfums en fonction de la partie de la plante soumise
a I'extraction et des espéces ainsi que, de la méthode employée pour leur extraction.

Les agrumes utilisés dans la production des huiles sont présentés dans le Tableau
3. La culture d’agrumes est trés répandue partout dans le monde ou un climat favorable
existe. Les huiles conduisant a la plus grande production comprennent I'orange, le citron,
le pamplemousse, la mandarine.
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La distillation des fleurs d’agrumes conduit a une huile appelée « huile essentielle
de néroli » trés sollicitée par les parfumeurs. L'’hydrolat qui est un sous produit de cette
distillation s’appelle « eau de fleur d’'oranger », trés appréciée tant a I'échelle ménagéere
gu'industrielle. L’'écorce des fruits d’agrumes contient une essence récupérée soit par
distillation ou par expression a froid. Enfin, a partir des feuilles et des brindilles d’agrumes
nous obtenons une huile qui porte le nom d’huile de petitgrain (Peyron, 2002).

Tableau 3 : Les plus importants genres d’huiles essentielles produits dans la famille des Rutaceae.

Nom botanique

Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle

Expressé

Essence de lime

Distillée

Huile de lime distillée

Partie de la plante
utilisée

Péricarpe, jus de fruits
ou fruits écrasés

Citrus aurantium L., syn.
Citrus amara Link, syn.
Citrus bigaradia Loisel,
syn. Citrus vulgaris

Risso

Citrus bergamia (Risso et
Poit.), Citrus aurantium L.
subsp. bergamia (Wight
et Arnott) Engler

Essence de
bagaradier (orange
amere)

Essence de
bergamote

Huile de néroli, orange
amere, huile de
petitgrain

Huile petitgrain de
bergamote

Fleurs, péricarpe,
feuille, et brindilles
(rameaux) avec
quelquefois des petits
fruits verts

Péricarpe, feuilles,

et brindilles avec
quelques fois des
petits fruits verts

Citrus hystrix DC.,
syn. Citrus torosa
Blanco

Essence de lime
kaffir, combava

Huile de feuilles kaffir

Péricarpe, feuilles

Citrus latifolia Tanaka

Essence de lime
type persan

Péricarpe

Citrus limon(L.) Burm. F.

Essence de citron

Huile de petitgrain de
citron

Fleurs, péricarpe,
feuille, et brindilles
avec quelques fois des
petits fruits verts

Citrus reticulate Blanco
syn. Citrus nobilis
Andrews

Essence de
mandarine

Huile de petitgrain de
mandarine

Fleurs, péricarpe,
feuilles et brindilles
avec quelques fois des
petits fruits verts

Citrus sinensis (L.)
Osbeck, Citrus djalonis
A. Chevalier

Citrus x paradisi Macfad.

Essence d’orange
douce

Essence de
pamplemousse

Péricarpe

Péricarpe

7 — Composition des HE et des essences d’agrumes

Les fruits d’agrumes ont des arébmes distinctifs car ils libérent de petites quantités de
composeés volatils dans I'atmosphére. La quantité des substances libérées augmente avec
la maturité des fruits et I'élévation de la température de stockage. L’émission des substances
volatiles augmente aussi considérablement si la peau est blessée ou coupée et les sacs
a huiles rompus.
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Ces huiles volatiles sont associées aux saveurs et ardbmes caractéristiques
des agrumes. Chimiquement parlant, il s’agit notamment d’hydrocarbures terpéniques
(monoterpénes, sesquiterpénes), alcools, esters, aldéhydes, cétones et acides organiques
volatils (Tableau 4). Ces huiles sont généralement présentes dans I'écorce au flavédo mais
se trouvent aussi dans les sacs d’huiles intégrés dans les vésicules de jus. Cependant, la
quantité présente dans les vésicules a jus est plus faible que la quantité présente dans le
flavédo; de méme, leur composition differe de 'un a l'autre.

Les huiles volatiles d’agrumes comprennent plus de 150 composés. Dans la plupart
des cas, ces volatiles doivent étre isolés et concentrés par un moyen physique tel que la
distillation et/ou par un moyen chimique : extraction par solvant suivie d’'un séchage. Les
essences sont obtenues par pression a froid ou lors de la concentration du jus congelé
d’orange, qui constitue une valeur importante en tant qu’aromatisant (Moshonas et Shaw,
1979).

Les composeés volatils soufrés (sulfure d’hydrogéne, sulfure de diméthyle, méthanethiol
et disulfure de diméthyle) ont également été identifiés (a des concentrations de I'ordre
du ppm) en employant la méthode d’extraction analytique « Headspace » sur des
fruits d’agrumes frais. Durant une saison, la quantité de sulfure d’hydrogéne diminue
considérablement, le plus souvent avec l'augmentation de la fréquence des gelées
nocturnes que par une voie de maturation normale. Notons aussi, que le sulfure de diméthyle
peut étre un facteur responsable du mauvais goUt des jus d’agrumes (Shaw et al., 1981).

L’hydrocarbure monoterpénique (+)-limonéne (d-limonéne) représente une teneur de
80 a 95 % de toutes les huiles d'agrumes. Les terpénes oxygénés, environ 5 % de
I'nuile, fournissent des arbmes propres a chaque espéce (Stanley, 1962). Il existe une
variation significative de la composition des substances volatiles des espéces d'agrumes
sur le plan qualitatif et quantitatif. Parmi les autres hydrocarbures se trouvent les
monoterpénes : a-pinéne, a-thujéne, camphéne, B-pinéne, sabinéne, myrcéne, A-3-caréne,
a-phellandrene, a-terpinéne, B-terpinéne, p-cyméne, terpinoléne, p-isopropenyltoluéne, et
le 2,4-p-menthadiéne. Les sesquiterpénes sont : le cubébéne, le copaéne, I'éléméne,
le caryophylléne, le farnéscéne, I'a-humuléne, le valencéne, et A-cardinene (Hunter et

Brogden, 1965a). Le valencéne est I'un des plus importants sesquiterpénes (Hunter et
Brogden, 1965P).

Quantitativement, les esters ne représentent qu'une petite fraction d'huiles d'agrumes,
mais ils donnent un arébme caractéristique. Les importants esters identifiés sont: le formate
d'éthyle, le caprylate d’éthyle, I'acétate de linalyle, I'acétate d'octyle, I'acétate de nonyle,
I'acétate de décyle, I'acétate de terpinyle, I'acétate de géranyle, I'éthyl-3-hydroxyhéxanoate,
le butyrate de citronellyle, le butyrate de géranyle, I'anthranilate de méthyle, et le méthyl-N-
méthylanthranilate. Le butyrate d'éthyle est présent en quantité importante dans l'essence
d'orange (Shaw, 1979 ; Wolford et al., 1971; lkeda et Spitler, 1964).

Les composés carbonylés (aldéhydes et cétones) apportent une contribution
importante aux arbmes d'agrumes (Stanley et al., 1961). Les aldéhydes terpéniques, néral
et géranial, fournissent un arébme caractéristique des citrons et la cétone sequiterpene,
nootkatone, est un facteur majeur dans I'arbme de jus de pamplemousse (MaclLeod et
Buigues, 1964). La conversion du Valencéne en nootkatone par oxydation du sesquiterpéne
en présence de chromate de tétrabutyle pour former la cétone sesquiterpénique (Hunter

et Brogden, 1965b). Les importants aldéhydes et cétones identifiés dans I'aréme d'orange
sont : le 2-héxénal, le n-octanal, le n-décanale, et le géranial. Des traces d'acétaldéhyde,
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d'acétone, de n-butyraldéhyde, de n-hexanal, de méthyl éthyl cétone, de n-heptanal, de n-
nonanal, de furfural, de méthyle hepténone, de citronellal, de n-undécanal, de n-dodécanal,
de néral, de carvone, de périllaldéhyde, de piperiténone et de B-sinensal ont également été
signalés.

Les composés alcoolisés sont également présents parmi les substances aromatiques
volatiles d'agrumes. Les alcools prédominants de I'huile d'orange et de I'essence sont le
linalol et I'octanol. D'importantes quantités de 4-terpinéol et d'a-terpinéol ont également été
trouvées. Le méthanol, I'éthanol, le n-propanol, l'isobutanol, le n-butanol, l'isopentanol, le
n-pentanol, le n-hexanol, le 3-héxénol, le n-heptanol, le méthyle hepténol, le 2-nonanol,
le n-nonanol, le n-décanol, le citronellol, le nérol, le géraniol, le carvéol, l'undécanol, et le
dodécanol sont présents en traces (Attaway et al., 1962; Hunter et Moshonas, 1965). Les
mémes alcools, mais avec des proportions différentes, se retrouvent essentiellement dans
les huiles de citron, de pamplemousse et de tangerines (Hunter et Moshonas, 1966).

Les acides organiques volatils de I'essence de jus d'orange sont les acides acétique,
n-propionique, n-butyrique, caproique et caprique (Attaway et al., 1964). Les acides volatils
présents a I'état de traces comprennent les acides isovalérique, valérique, isocaproique, et
caprylique.

(Source : Shaw 1979 ; Kefford et Chandler (1970) ; Attaway et al. (1968, 1967) ; Norman
etal. (1967) ; Hunter et Brogden (1965) ; Ikeda et Spitler (1964) ; Kesterson et Hendrickson
(1964, 1963, 1962) ; Stanley (1962) ; Yokoyama et al. (1961)).8 — Aspect économique

8 — Aspect économique
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Parmi les raisons qui ont donné aux agrumes un poids économique sur la scéne
internationale figurent leurs bienfaits sur la santé, attribués relativement a la présence
de composés bioactifs, tels que les composés phénoliques (par exemple, les glycosides
flavanones, acides hydroxycinnamiques) (Marchand, 2002), la vitamine C (Halliwell, 1996),
et les caroténoides (Rao et Rao, 2007). Bien que les fruits soient utilisés principalement
pour le dessert, ces derniers sont aussi des sources d'huiles essentielles en raison de
leurs composés aromatiques (Chutia et al., 2009 ; Minh Tu et al., 2002). Par exemple,
les saveurs de la lime sont utilisées dans les boissons, les confiseries, les biscuits et les
desserts (Chutia et al., 2009 ; Dharmawan et al., 2007). De nombreux auteurs ont rapporté
des propriétés antioxydantes et antiradicalaires des huiles essentielles (Sacchetti et al.,
2005) et, dans certains cas, une incidence directe liée a I'alimentation (Madsen et Bertelsen,
1995). Jusqu'a présent, les études sur les composés bioactifs et I'activité antioxydante des
agrumes ont principalement porté sur les fruits (écorces, pulpes et jus) et les fractions
polaires (Abeysinghe et al., 2007; Gorinstein et al., 2001).

La production d’agrumes est trés répandue autour du globe. Cependant, la majeure
partie de la production se concentre dans certaines zones géographiques et est cultivée
dans I'hémisphére Nord (environ 70 % de la production totale). Les principaux pays
producteurs d’agrumes et spécifiquement d’orange durant les trois derniéres années
sont portés dans la Figure 21. Il s'agit du Brésil, des pays du Bassin Méditerranéen, de la
Chine et des Etats-Unis. Ces pays comptent pour plus de deux tiers de la production totale
d’agrumes.
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Fig. 21 : Les 10 pays principaux producteurs d’orange
dans le monde durant la période 2007 — 2010 (USDA, 2010).
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Fig. 22 : Les 10 pays principaux consommateurs d’oranges
fraiches dans le monde durant la période 2007 — 2010 (USDA, 2010).

Les exportations d’agrumes frais (Figure 22) représentent environ 8 % de la production
mondiale d’agrumes. La majeure partie des exportations d’agrumes frais se situe dans
’hémisphére nord et représente environ 62 % des exportations mondiales d’agrumes frais.
La région méditerranéenne joue un réle prédominant en tant qu’exportateur d’agrumes
frais, avec 60 % du volume global. La production est localisée dans 10 pays du pourtour
méditerranéen (Turquie, Chypre, Egypte, Israél, Gréce, Italie, France, Espagne, Portugal et
Maroc) mais se concentre surtout en Espagne, en Gréce, en ltalie, en Turquie, en Israél,
en Egypte et au Maroc.

Les pays de I’hémisphére sud, comme par exemple I'Argentine, I’Australie et I'Afrique
du Sud ont renforcé leur présence dans le commerce mondial en fournissant aux pays
de I'némisphére nord des agrumes hors-saison. Cette situation a été favorisée par les
améliorations apportées tant au niveau du stockage que du transport.
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Les fruits livrés a la transformation sont en majorité des écarts de tri du marché du
fruit frais donc des sous produits au niveau du marché européen. |l s’agit de fruits qui pour
des raisons diverses (calibre, défauts de peau, variétés peu appréciée, etc.) ne sont pas
commercialisés, voire commercialisables pour la consommation en frais. Par contre, des
variétés hybrides « Spécialité jus » tels que la Valencia sont destinées a la transformation
au Brésil ou aux Etats-Unis (Figure 23).

LI micn _ Africjue du sud ;
Européen; Mexgue ; 3 679% 113%
B ,50%

Etatz-Uniz;
29.18%

Brésil: 55 04%

Fig. 23 : Les 5 pays principaux transformateurs d’orange
dans le monde durant la période 2007 — 2010 (USDA, 2010).

D’aprés les statistiques des Nations Unis (2010) du marché mondial des fruits
d’agrumes, le Tableau 5 regroupe respectivement les principaux pays importateurs et
exportateurs des agrumes durant la derniére saison 2009/2010.

Tableau 5 : Les principaux pays importateurs et exporatateurs d’agrumes dans le monde.

Pays importateurs | Valeur marchande ($ |Pays exportateurs Valeur marchande ($
us) us)

France 12 507 615,00 Israél 41 137 000,00

Allemagne 12 413 000,00 Hollande 32 164 180,00

Danemark 10 414 032,00 Zimbabwe 16 445 389,00

Canada 9501 910,00 Chine 11 545 901,00

Hollande 9169 013,00 Inde 7 662 604,00

Autres 76 305 983,00 Autres 76 085 275,00

Total des 130 311 553,00 Total des exportations 185 040 349,00

importations

(Source : Nations Unis, 2010).

Chapitre lll : Le Romarin

1 — Introduction
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Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est un arbrisseau de la famille des Labiées, répandu
sur toutes les rives de la méditerranée (Gildemeister et Hoffmann, 1912). |l est dominant
dans les communautés arbustives post-feu, principalement dans les sols calcaires. Il s'agit
d'un germoir a semences obligatoire et a floraison abondante. Son caractére ensoleillé
et son effort de reproduction élevé lui permettent de coloniser les paysages découverts
(Sardans et al., 2005).

Le romarin fait 'objet de trés nombreuses mentions historiques et Iégendaires. Les
Anciens Grecs lui vouaient une grande vénération. On s'en servait généreusement dans
toutes les fétes, qu'il s'agisse de cérémonies nuptiales, funéraires ou de célébrations
profanes. Les mariées portaient des couronnes de romarin, symboles d’amour et de fidélité,
tandis que les invités recevaient des branches enjolivées de rubans de soie multicolores.
On mettait aussi des brins de romarin sous les oreillers pour chasser les mauvais esprits
et les cauchemars.

Les Egyptiens placaient des rameaux de romarin dans la tombe des pharaons afin de
fortifier leur &me. Le romarin est un symbole du souvenir et de 'amitié. Les étudiants grecs
s'en confectionnaient des couronnes, qu'ils portaient durant les examens pour stimuler leur
meémoire.

Les Romains considéraient également le romarin comme une plante sacrée, comme
I'atteste le poéte Horace (-65/8 av. notre ére) dans ces vers : "Si tu veux gagner l'estime des
dieux, apporte leur des couronnes de romarin et de myrte".

Durant les épidémies de peste, le romarin était trés populaire : On en faisait brdler
des rameaux pour purifier I'air et on portait des sachets sur soi, que I'on respirait lorsqu’on
passait dans les endroits touchés par cette terrible maladie. L'histoire veut aussi que la
reine de Hongrie, qui souffrait de rhumatismes chroniques, ait été délivrée de ses problémes
grace a un reméde a base de romarin lorsqu’elle était &gée de 72 ans.

Dans certaines régions rurales, on fait tremper du romarin dans du vin rouge pour
obtenir une boisson fortifiante. On utilise aussi le romarin sous forme d'extrait a base d'alcool
pour les plaies et sous forme d'onguent ou de baume pour soulager les rhumatismes et les
névralgies, tant chez les humains que chez les animaux.

Ajouté a l'eau d'un bain, le romarin stimule la circulation sanguine. Des recherches
récentes ( Weerakkody et al. ,2010; Romano et al., 2009) ont démontré que I'huile
de romarin avait certaines propriétés antibactériennes. De nos jours, le romarin est surtout
utilisé en cuisine, entre autre, avec les viandes, comme l'agneau et le porc, mais aussi en
cosmétique comme dans les shampooings ou encore pour son odeur légére de pin dans
les savons, parfums ou eaux de toilette.

L'huile essentielle de romarin est largement utilisée comme composant aromatique
dans l'industrie des cosmétiques (savons, parfums, crémes, etc.), mais aussi dans l'industrie
alimentaire (boissons alcoolisées, desserts, bonbons, conservation des lipides, etc.).

2 — Taxonomie

Le romarin tien son nom du latin, ros, rosée, et marinus, de mer : allusion a son parfum et
a son habitat sur les coteaux maritimes. Sa taxonomie botanique est comme suit :

Régne Division Classe OrdPtahtaaill&@gnoédpépdae Magrsoliopsida : Lamiales : Lamiaceae :
communs Période de Rosmarinus : Rosmarinus officinalis L. 1753 : Romarin, Encensier, Herbe
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floraison: Couleur
des fleurs: Exposition:

aux couronnes, Rose des marins, Rose de la mer, Rose-marine : Février

Hauteur: Habitat et des maquis, garrigues et rocailles du bassin méditerranéen, aujourd'hui
origine répandue un peu partout sous les climats tempérés qui connaissent

des hivers doux. La plante aime le plein soleil et tolere modérément la
sécheresse. Sous les climats plus nordiques, on la traite comme une
annuelle que I'on cultive par semis ou par bouturage, car elle ne résiste
pas aux hivers rigoureux.
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D’aprés Coste (1937), le romarin est un arbrisseau de 50 cm a 1 métre et plus, toujours
vert, trés aromatique, trés rameux, trés feuillé ; feuilles persistantes, coriaces, sessiles,
linéaires, entieres, enroulées par les bords, vertes et chagrinées en dessus, blanches-
tomenteuses en dessous ; fleurs subsessiles, rapprochées en petites grappes axillaires et
terminales ; calice en cloche, bilabié, pulvérulent, nu a la gorge, a lévre supérieure ovale
entiére, l'inférieure a 2 lobes lancéolés ; corolle bilabiée, a tube saillant, a lévre supérieure
en casque, bifide, l'inférieure a 3 lobes, le moyen trés large et concave ; 2 étamines, a filets
saillants, insérés a la gorge de la corolle, munis vers la base d'une petite dent ; anthéres
linéaires, a 1 loge ; carpelles obovales, lisses.

On reconnait facilement le romarin a ses feuilles persistantes sans _pétiole (Figure
24), coriaces, plus longues que larges, aux bords légérement enroulés, vert sombre luisant
sur le dessus, blanchatres en dessous.

Fig. 24 : Photo des feuilles, et des fleurs du romarin.

La floraison commence dés le mois de février (parfois en janvier) et se poursuit jusqu'en
avril-mai. La couleur des fleurs, varie du bleu pale au violet (on trouve plus rarement
la variété a fleurs blanches chez R. officinalis albiflorus). Comme pour la plupart des
Lamiacées, le fruit est un tétrakéne (de couleur brune).

Il existe plusieurs espéces de romarin dans le monde : R. officinallis, R. eriocalyx, R.
laxiflorus et R. lavandulaceus. R. officinallis est la seule espéce qui croit naturellement dans
les pays du bassin méditerranéen, ainsi que dans les zones qui entourent I'Himalaya. Il a

a Avril : Bleu / mauve : Soleil : 150cm : Plante vivace, arbustive, originaire
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été cultivé depuis I'antiquité en Angleterre, en Allemagne, en France, au Danemark et dans
les autres Pays Scandinaves, en Amérique centrale, au Vénézuéla et le Philippines (Tyler
et al., 1976).

Constitution d'une huile essentielle

L'huile essentielle est constituée de plusieurs molécules chimiques de synthése naturelle.
Ces molécules sont différentes selon la nature de la plante et le sol dans lequel la plante va
croitre (Angioni et al., 2004 ; Tucker et Maciarello, 1986), le temps de récolte (Celiktas et al.,
2007), la partie de la plante (Flamini et al., 2002 ; Parry, 1921), la préparation de I'échantillon
(McCormick et al., 2006), ainsi que la méthode d’extraction (Boutekedjiret et al., 2004). Les
molécules sont formées a partir de divers atomes puisés par la plante via le sol et via sa
synthése organique. L'ensemble constitue des réactions chimiques donnant naissance aux
molécules aromatiques, constituant I'huile essentielle.

La chromatographie en phase gazeuse est une technique de séparation qui permet
d'étudier la composition des huiles essentielles. Elle a révélé la présence de certains
constituants parmis les plus abondants dans différents huiles essentielles de romarin tels
que l'alpha-pinéne, le 1,8-Cinéole, la verbénone et le camphre (Flamini et al., 2002).

4 — Huile essentielle chémotypée et non chémotypée

Par suite de la diversité des molécules contenues dans une huile essentielle, lorsqu'une
molécule est présente en fort pourcentage, on I'appelle le "type chimique" ou "chémotype".
Par exemple, la verbénone est absente dans quelques HE de romarin par contre dans
d’autres, elle représente plus de 20 % de I'essence. De méme, le 1,8-Cinéole est détecté
avec des teneurs pouvant passer de 1 a 45 % (Sacchetti et al., 2005 ; Angioni et al., 2004 ;
Flamini et al., 2002). De ce fait, les huiles essentielles de romarin sont classées en fonction
de leur chémotype.

Le chémotype d'une huile essentielle est une référence précise qui indique le
composant biochimique majoritaire ou distinctif présent dans I'H.E. C'est I'élément qui
permet de distinguer une huile essentielle extraite d'une méme variété botanique mais d'une
composition biochimique différente. Cette classification capitale permet de sélectionner les
H.E. pour une utilisation plus précise, plus sire et plus efficace.

La chimiotaxonomie du romarin a été déja étudiée par de nombreux auteurs (Manunta,
1985, Falchi Delitala et Soccolini, 1980).
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Tuberoso et af (1998), ont reporté le fait oue les monoterpénes constituaient 50 % de 1huile
essentiells de romarin, spécialeraent Uo-pinéne (=30%), caraphéne et Dmonéne | aloools = 7%
et cétones & 10 %
Pintore et @l (2002}, ont coraparé les romaring de Sardaigre et de la Corse et ont pu identifier
respectivernent les chémotypes o-pinéne, verbénone, et acétate de bormyle.
Elrani et @l (2000), étudiérent la chimiotaxonomie de 'huile essentielle du romarin
matocain provenant de différents régions. Ils définirent trois chémotypes © wpinéne (37 — 40
o), caraphre (41 =53 %), et 1,8-Cinéole (58 — 63 %), Ils étudiérent égaleraent I'influence du
stade végdtatif et Despéce sur la composition de lessence. Amcune différence n'a été
erre gistrée.
L'huile essentielle de romarin du Liban (Dish et af, 2002) est caractérisée par le 1E-Cindole
(=2 20%%), et I'o-pinéne (=188 - 38,3 ). Celle de UInde (Jagarmohan et @f, 1997) par le 1,8-
Cinéole {30 %), et le caraphre (=30 %), tandis que celle provenant du Japon (Tlasatoshi et
Hiroaki, 1997) est caractérisée par des tensms élevées de 1E-Cingole (= 50 %) et de faibles
tergurs eh o-pivéne et en cavaphes (= 10 %) En outre, 1o romarin récolté dans lz Portugal
(Serrano et ol, 2002) est riche en rayrcéne (25 %), en 1,8-Cinéole, et en caraphre et est
sirnilaire aux huiles d™Argenting et du Brésil (Porte et al, 2000 ; Larran et of, 2001).
Berhabiles et it Srawar (2001), étudiérent les essences de deux espéces de rormarin
provenant d'une région de UEst Algérien Ils trowvérent deux chémotypes différents
Rosmarinus eviocalyx & type eucalyptol (1,3-Cindole = 42,8 %) et Rosmerinus officinalis 4
type f-Caryopbylléne (13,9 %), caraphee (12,1 %40 et bornéol (10,1 %)
Tucker et Mlaciarello (1986), ont exaruné les hwles essentielles de romann (Rosmarinus
afffeinalis L), provenant de 23 culttears. Ces antenrs ont rortyé gue ces culttrars dérmvaient
de cing vanétés botanigues montrant de larges vanations dans leur corposante principale © -
Pingne (0,06 — 57,45 %), 1,8-Cingole (3,55 — 42,69 %), Canphre (0,20 — 56,45 %), Lcétate
de bomyle (066 — 21,03 %) et Boméol (0,40 - 1469 %), Les essences ont alors été
regroupées dans six groupes chitigques (chémotypes)

(1) w-Pinéne = 1,8-Cinéole,

(21 1,B-Cinéale = n-Pinéne,

(3ye-Pinéne = Camphre + Camphéne = 1E-Cingole,

(4) Carnploe + Camphéne = o-Finéne = 15-Cindole,

(5) Camphre + Camphéne = 1,8-Cinéole > o-Pméne, et

(6) Boméol + Lcétate de bormoyle = Camphre.

Cette procédure est intéressante lorsgu’on wtilise les huiles essentielles en aromathérapie.
Le chémotype permet de différencier les proprigtés thérapeutiques de plusienrs cultivars on
wvariétés an nor idertique corarne dans le cas du romarin et oui se caractérisent par les mémes
forrmes de fenilles, de tiges, de flers, de counlenr, et d'odenr.

5 — Usages
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5.1 — Usage médicinal (Phytothérapie)

5.1.1 — Voie externe

Pour les traitements externes (entorses, foulures, contusions, torticolis), on emploie les
sommités infusés dans de l'alcool. L'extrait alcoolique lui-méme agit sur les ulcéres,
les plaies, les dermatoses parasitaires. La décoction aqueuse s’utilise en gargarismes
(angines) et bains de bouche (aphtes), ou elle est ajoutée a des bains stimulants.

L'huile essentielle de romarin soulage les troubles rhumatismaux et de la circulation
sanguine, soigne les blessures, soulage les maux de téte, améliore la mémoire et la
concentration, fortifie les convalescents, combat les effets du stress et de la fatigue, traite
inflammation des voies respiratoires et de la sphére ORL (Dias et al., 2000).
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5.1.2 — Voie interne

Le romarin est un stimulant, antispasmodique, cholagogue. On I'indique pour ses qualités
stimulantes dans les dyspepsies atoniques, les fermentations intestinales, les asthénies,
le surmenage, les états adynamiques des fievres typhoides ou muqueuses, de la grippe.
En sa qualité d'antispasmodique, il est bénéfique dans la catarrhe chronique des bronches,
la coqueluche, les vomissements nerveux ; c’est un bon cholagogue utilisé dans les
cholécystites chroniques, certaines ascites et cirrhoses, les ictéres ; c’est aussi un
emmeénagogue (aménorrhée dysménorrhée) et un diurétique (hydropisies) (Chang et al.,
1977 ; Agel, 1991 ; Leung et Foster, 1996 ; Haloui et al., 2000), un anti-VIH (Paris et al.,
1993) et anti-carcinogénique (Offord et al., 1995).

5.2 — Parfumerie

L'utilisation du romarin en parfumerie est trés ancienne. On connait en particulier I'eau de la
Reine de Hongrie, alcoolat frequemment utilisé au XVII eme
eme

siécle et qui pourrait avoir été

congu dés le XIV siécle, dont le romarin était un des principaux composants. Le nom
vient de la reine élisabeth de Hongrie, qui 'aurait utilisé en 1378 a I'dge de 72 ans ; l'eau
lui aurait rendu sa fraicheur a tel point que le roi de Pologne l'aurait demandée en mariage
(Le Florentin, 1914, Gildemeister et Hoffmann, 1912).

Le romarin entre dans la composition de parfums surtout masculins, hespéridés
aromatiques (eaux de Cologne), boisés et fugéres aromatiques, ainsi que dans la
formulation des pommades dermiques. Calabres et al. (2000), étudierent la faculté des
extraits de romarin a protégé la peau des lésions cutanées induites par les radicaux libres.
lIs ont montré la validité réelle de la biotechnologie des antioxydants naturels dans la gestion
de l'antivieillissement de la peau.

5.3 — Usage alimentaire

Le romarin est une bonne source naturelle de composés antioxydants. Il est largement
utilisé dans I'industrie alimentaire pour prévenir une éventuelle dégradation oxydative et
microbienne des aliments (Ponce et al., 2008 ; Georgantelis et al., 2007 ; Zivanovic et al.,
2005 ; Shylaja et Peter, 2004 ; Dorman et al., 2003 ; Sotelo-Felix et al., 2002 ; Takenaka
et al., 1997 ; Richheimer et al., 1996 ; Haraguchi et al., 1995 ; Aruoma et al., 1992, 1996 ;
Houlihan et al., 1985 ; Inatani et al., 1983). Il a été reporté qu’il contient y compris I'huile
essentielle, des diterpénes phénoliques tels que 'acide carnosique, le carnosol, le rosmanol,
I'epirosmanol, l'isorosmanol, le méthylcarnosate et I'acide rosmarinique, qui peuvent étre
quatre fois plus efficaces que I'action antioxydante de I'hydroxyanisole butylé (BHA) et
égaux a l'action de I'nydroxytoluéne butylé (BHT) (Zheng et Wang, 2001 ; Cuvelier et al.,
1996 ; Houlihan et al., 1985 ; Nakatani et Inatani, 1984). En outre, le BHA et le BHT ont
été suspectés d’étre cancérigénes et responsables des lésions hépatiques (Wang et al.,
2000). De ce fait, il y a eu une tendance de sensibilisation des consommateurs et des
organismes de santé pour limité et éviter I'utilisation des additifs de synthése dans les
produits alimentaires. Cette tendance se reflete également dans I'Union européenne qui a
récemment publié la directive 2006/52/CE se référant a la nécessité de réduire I'utilisation
des BHA, BHT et de nitrites (Union européenne, 2006). Ces faits montrent la nécessité
pour la recherche de mettre au point I'utilisation d'additifs naturels ou d'autres méthodes
afin d'étendre la durée de conservation et/ou d'améliorer la sécurité alimentaire. En ce qui
concerne la prévention de I'oxydation des lipides et la croissance microbienne, une telle
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solution pourrait étre l'utilisation d’antioxydants naturels, puisque beaucoup d’entre eux
présentent aussi une activité antimicrobienne.

Le romarin est utilisé dans lindustrie alimentaire comme alternative aux additifs
chimiques pour la préparation de la volaille, de I'agneau, du veau, des fruits de mer, des
saucisses et salades ainsi que des soupes et chapelures. Le romarin est également utilisé
comme épice dans les croustilles, les chips et des frites francaises (Moino et al., 2008 ;
Georgantelis et al., 2007 ; Janz et al., 2007 ; O’Grady et al., 2006 ; Sebranek et al., 2005 ;
Djenane et al., 2002 ; Sanchez-Escalante et al., 2001).

6 — Aspect économique
Le romarin est la seule plante épice commercialement disponible pour une utilisation comme
antioxydant naturel dans les différentes industries en Europe et aux Etats-Unis (Bozin et
al., 2007).
Les Etats-Unis sont I'un des principaux importateurs d'HE au monde. Parmi les
HE importées, comme le romarin ne pousse pas naturellement sur son sol, ce pays
s’approvisionne a partir des pays du bassin méditerannéen (Maroc, Espagne et Turquie),
pour des prix portés dans le Tableau 6 :
Tableau 6 : Prix ($ US/ pound) de I’huile essentielle du romarin importée par les Etats-Unis.
Année Provenance |2005 2006 2007
Maroc/Turquie 0,56 0,59 0,60
Espagne 0,85 0,85 0,85
(Source : USDA, 2007)
Les importations des Etats-Unis en huile essentielle de romarin entre 1998 et 2002 sont
illustrés comme suit dans le Tableau 7 :
Tableau 7 : Importation (en US $) de I'HE de romarin par les Etats-Unis durant la période 1998-2002.
Année HE 1998 1999 12000 12001 12002
HE de Romarin 1 503 000 1 307 000 1105 000 1568 000 1635000
($ US)
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(Source : USDA, 2003)

Durant I'an 2003 la somme d’argent dépensée par les Etats-Unis uniquement pour
importation des huiles essentielle a atteint la somme de 1,3 milliard de dollars américains
(USDA, 2007) ce qui montre clairement que la part de 'HE de romarin représente 0,12 %
du total de ses importations en HE.
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Partie Expérimentale : Matériel &
Meéethodes

1 — Réactifs et Solvants

Les solvants, les réactifs et produits chimiques utilisés dans les différentes investigations,
ainsi que leur origine et pureté, sont présentés dans le Tableau 8.

Produits

chimiques CAR Fournissew- Pureté MM (z/mel)
Ethanol [B4-17-3] AR =88 % 46,07
Pentane [102-a6-0] Sigtha-Aldrich =090 % TI1A
Methanel [67-56-1] VAR =008 % 3204
Sulfate de sodium || [7757-82-08] L%CRI:_)S 09 % 142,04

Orzanigs

Eau HPLC [231-791-2] LiChtosolw® 0000 % 1502
Acide Formigque [(4- 12-6] VAR 0,00 % 46,03
Acide acétigue [B4-19-7] VAR 0,00 % 60,05
Acétonitrile [F5-05-%] PAI-ACS 0000 %%
Ac.rosmarinique | [20223.02-3] | Sigma-Aldeich = 28 Yo 36021
Ac. Carnosigque 3650-09-F Higma =91 % 332,43
carnosol 58557-80-2 Sigma 05 % 33042
Luminel 541313 Sigma-Aldrich =00 % 177,16

Tableau 8 : Caractéristiques des solvants,
des réactifs et des produits chimiques utilisés.

2 — Matiéres premiéres

2.1 — Agrumes

Nous avons réalisé un échantillonnage sur les agrumes provenant de la Station
Expérimentale de I'Institut des Techniques d’Arboriculture Fruitiere (I.T.A.F.) située dans
la région de la Mitidja @ 40 km au Sud d’Alger (Boufarik, Algérie). En fonction de leurs
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critéres botaniques mais également de leur intérét économique, nous avons sélectionné
huit variétés d’agrumes, citées dans le Tableau 9.

Espéces Variétés Dénomination usuelle du
fruit
Citrus aurantifolia (Chrism.) Swing Lime Citron vert
Citrus limon (L.) Burm. Euréka Citronnier Villa Citron
Franca
Citrus sinensis (L.) Osbeck. Washington Navel Valancia Orange douce
Late Tarocco
Citrus paradisi Marsh Seedless Pomelo
(C. deliciosa Ten ou C. tangerina Hort. Tangelo Seminole Tangelo

ex Tan) X (C. paradisi Macf.)

2.2 — Romarin

Les feuilles de romarin ont été collectées a I'Institut National Agronomique (INA) d'El-
Harrach — Alger et le taux d’humidité des feuilles a été de 60,2 %.

3 — Extraction des huiles essentielles

3.1 — Extraction par Hydrodiffusion assistée par Mico-ondes et Gravité
(MHG)

Les extractions par micro-ondes ont été réalisées dans un four micro-ondes ménager puis
validées avec le four micro-ondes de laboratoire NEOS-GR, fruit du partenariat entre la
I'Université d’Avignon et des Pays de Vaucluse (Avignon, France) et la société Milestone
(Bergame, ltalie) appareil enregistré sous le brevet européen EP 1 955 749 A1.

Les deux fours ont les mémes caractéristiques :

Cavité multimode
Fréquence de 2,45 GHz
Magnétrons délivrant une puissance maximale de 1000 W

Le four microondes NEOS-GR, délivre une puissance maximale de 1000 W (variable) par
l'intermédiaire de deux magnétrons de 800 W fonctionnant a une fréquence de 2,45 GHz. Le
temps et la température peuvent étre contrdlés par des programmes pilotés par icbnes sur
un écran tactile situé sur le front du four, offrant ainsi un contréle complet des parameétres de
la méthode d’extraction. La cavité du four micro-ondes est controlée par microprocesseur
avec un systéme infrarouge pour un contréle automatique des températures. L’enceinte
du four micro-ondes présente une cavité multimode recouverte de polytétrafluoroéthyléne
(Téflon ou PTFE).

Le montage élaboré est présenté dans la Figure 25. Il est constitué d’'un réacteur placé
dans I'enceinte du four micro-ondes raccordé au montage situé a I'extérieur de la cavité du
four par le biais d’'une colonne assurant la liaison avec la partie du montage. Le systéme
de réfrigération est composé d'un réfrigérant a serpentin, orienté verticalement afin de,
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respecter I'orientation initiale du flux provenant du réacteur, d’assurer une condensation
et un refroidissement maximal du fluide hydrodiffusé saturé en molécules aromatiques
et d’obtenir un liquide le moins chaud possible pour éviter une dégradation thermique
éventuelle des molécules aromatiques. Ce systéme de refroidissement est raccordé a son
tour a un vase florentin ou I'huile essentielle se sépare de la phase aqueuse par différence
de densité.

Le protocole expérimental de I'extraction par hydrodiffusion assistée par micro-ondes
et gravité s’articule autour de trois points importants :

La qualité de la matiére végétale traitée,
La puissance micro-ondes appliquée,

La durée totale de I'extraction.
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Fig. 25 : Photo et Schéma du montage expérimental de la MHG.

3.2 — Extraction par hydrodistillation (HD)

Une hydrodistillation (Figure 26) est assurée grace a un appareil de type Clevenger, ou
500 g de matiére végétale sont introduites avec 3 L d’eau dans un ballon de 5 L. Aprés
installation et fermeture du montage, la mise en marche du chauffe ballon est effectuée avec
un réglage optimum du chauffage pour permettre une stabilité de I'extraction a une vitesse
constante et bien maitrisée.

63



Extraction des antioxydants a partir de produits naturels et de co-produits agroalimentaires

)

1: Chumffaze I'EJ
2: Eyporation Condeticear
3: Séparation
4: Fefhix 47w

Edrtillon, ==

|
qu Hile Escertielle
ﬂ | Phace fqence

Sourze d'énargie :.__-

Fig. 26 : Schéma du montage d’hydrodistillation.

La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de
I'extraction est estimée a 3 h (jusqu’a ce qu'on obtienne plus d’HE). L’huile essentielle se
distingue de I'hydrolat (eau aromatique) par sa différence de densité et de couleur. On la
sépare de celui-ci par décantation. Elle est ensuite séchée par du sulfate de sodium anhydre
(NasS0O4) puis récupérée et conservée dans des vials de couleur brune, hermétiquement

fermés et stockés dans un endroit frais (4°C) a I'abri de la lumiére.

3.3 — Extraction par expression a froid (CP)
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Les huiles essentielles de zestes de Citrus ont été obtenues par expression a froid (Figure
27) a l'aide d’un appareil d’extraction semi industriel (BREVET SCHAUB).
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Fig. 27: Photo du montage de I'expression a froid.

L'huile essentielle est collectée a partir de 5 kg de fruits d’agrumes entiers en utilisant
une machine automatique. Son principe de fonctionnement est le suivant : I'écorce d’agrume
est lacérée par une aiguille qui va créer des zones de compression a I'endroit d'impact (aux
alentours de l'aiguille). La création de zones de compression dans la peau, entourées par
des zones de basse pression, va inciter I'huile a sortir vers I'extérieur. La durée totale de
'opération d’extraction est de 90 min; la séparation de 'HE se fait par centrifugation; elle
est séchée ensuite par du sulfate de sodium anhydre et conservée a I'abri de la lumiére a
une température de 4 C jusqu’a ce quelle soit analysée.

4 — Méthodes comparatives

4.1 — Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) et par
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 (Tableau 10) sur un appareil de marque Hewlett
Packard 6890 et par couplage de celui-ci a la spectrométrie de masse (appareil Hewlett
Packard 5973A) (Tableau 11). Deux colonnes capillaires, I'une polaire (Stabilwax) et 'autre
apolaire (HP5 MS), ont été utilisées afin d’obtenir des informations satisfaisantes sur la
composition des huiles essentielles, puisque Sebastiani et al. (1983), ont démontré qu’avec
une phase stationaire apolaire (de type polyméthylsiloxane) des chevauchements partiels
ou complets des pics ont été observeés entre I'octanal et I'a-phéllandréne, le 1,8-cinéole et le
limonéne, le nérol et le citronellol ; avec les phases polaires (de type polyéthyléneglycol) une
co-élution été observée entre certains alcools monoterpéniques, esters et hydrocarbures
sesquiterpéniques.
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Colonne capillaire HPS MS Stahilwax
Longneur A0 m fl m
Diiamétre interne 0,25 rorn 0,25 ran
Epaissenr de phase 0,25 0,25 pm
Terapérature du détectear (FID) 320°C 320°C
Gaz vectenr Lzote Lzote
Diéhit 1,0 ralfrnin 1,0 ral i
Termpérature de U'injectenr 250°C 250%C

2*Chnin de 60°C & 280°C 27Clnin de AO°C & 220°C
Prograramation du four & min & 60°C & roin & A0°C
15 pran & 250°C 15 roan & 250°C
Concentration des échantillons pur pur
Cuantité injectée 1 pL 1 pl
Ilode d'mjection Spht 120 Spht 1:20

Tableau 10 : Conditions opératoires des

analyses par chromatographie en phase gazeuse.
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Colonme capillaive HFP: M5 Stahilwax
Mode de detection Impact électionmique Impact électionique
Courant d irusation 70 eV 70 eV
Longuenr 30m &0 m
Diamétre nteme 0,25 num 0,25 num
Epaissenr de phase 0,25 pm 0,25 m
Température duo détectenr (FILY) 320°C 320°C
raz vecteur Hélnum Hélnam
Diéhat 0,7 mLimin 0,5 mL/mmin
FPression en téte de colorme ) )

10" mbar 10" mbar

Pression [source, analysenr]
Teampérahire d iterface 280°C 280°C
Teampérature de 1" injecteur 250°C 250°C

2Chmin de 60°C & 280°C 27Chmin de 60°C & 280°C

Progranumation du four 2 mun i &0°C 2 rmun 4 60°C
15 mm a280"C 15 mm &4280"C
Concertration des échartillons T ar
Chiantié injectée 1 L 1 gL
Mode d'imjection Sphit 1 :20 Sphit 1 :20

Tableau 11 : Conditions opératoires des analyses par CG/SM

L'identification des constituants de I'huile essentielle se fait par comparaison du spectre
de masse de chaque pic séparé par CG avec ceux reportés comme références dans des
librairies spécialisées de spectrométrie de masse.

La fiabilité de la reconnaissance est principalement, donnée par un taux de
vraisemblance (supérieur a 90 %) du spectre de masse du soluté inconnu par rapport a
celui de la banque de données. Cette présence est confirmée par le calcul des indices de
rétention propres a ce composant.

L'indice de rétention d’'un soluté donné peut étre obtenu a partir d'un chromatogramme
complexe de solutés en mélange et d’au moins deux alcanes normaux qui encadrent le
soluté d'intérét. Ceci revient a considérer les alcanes comme des étalons sur lesquels
I'échelle des indices de rétention se référe.

Par définition, I'indice de rétention d’'un alcane normal est égal a 100 fois le nombre
d’atomes de carbones présents dans le composé indépendamment du remplissage de la
colonne, de la température et des autres conditions chromatographiques. Les indices de
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rétention de tous les composés autres que les alcanes normaux varient souvent de plusieurs
centaines d’unités avec les paramétres de la colonne (Skoog et al., 2003).

Le systeme des indices de rétention de Kovats, est d’'un usage général, a dépassé
largement le cadre de I'analyse qualitative pure et simple. Il est utilisé pour caractériser les
phases stationnaires (Tranchant et al., 1995). Dans les conditions de montée linéaire de
la température de la colonne, Van Den Dool et Kratz (1963), ont donc proposé la formule
suivante de calcul des indices :

Ig =100 (e~ (x + 100
ST W

O
Ig : Indice de rétention du solaté considére |
(tg)i: Temps de rétention du soluté considéré
(teh : Temps de rétertion de Palcane confenant "n" atomes de catbone et dont le pic
précéde celu dusoluté
(gt : Temps de rétention de Ualcane cortenant "n+1" atomes de catbone e dont le
pic sott aprés celui du soluté
f et ol nombre de carbones des hydrocatbures paraffinigues (n-aloanes) |
La préparation de la solution étalon des n-alcanes pour la mesure des indices de Kovats

des composés identifiés dans les huiles essentielles a été faite comme suit : Solution des
n-alcanes de Cg a Cog (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 expérimentaux de leurs ions-fragments caractéristiques a
ceux cités dans la littérature (Adams, 2007) et/ou inventoriés dans les banques de librairies
spectrales (Wiley 7, Nist 2002).

4.2 — Analyse par HPLC
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Les analyses par HPLC sont effectuées en utilisant un chromatographe liquide de marque
Waters (Milford, MA). Le systéme HPLC est équipé d’une pompe Waters 600E, d'un
auto-injecteur Waters 717, d'un détecteur a barrette diodes. La pompe, I'auto-injecteur,
la température de la colonne et le systéme a barrette de diodes sont controlés par le
logiciel Waters Empower 2. Les longueurs d’ondes utilisées sont de 284 et 329 nm pour
la quantification des polyphénols du romarin. La séparation chromatographique s’effectue
avec une colonne Purospher Star RP-18 (250 x 4 mm D.I. ; dont la dimension des particules
est de 5 ym (VWR)), et est munie d'une pré-colonne RP-18 (4 x 4 mm D.l.). La colonne
et la pré-colonne sont toutes deux maintenues a la température de 37°C. La phase mobile
dont le débit est de I'ordre de 1 mL /min, est constituée de deux solvants : solution aqueuse
(pour hplc) contenant 0,5 % acide acétique (Solvant A) et 100 % d'acétonitrile (Solvant B).
La programmation des solvants est la suivante (Tableau 12) :

Tableau 12 : Programmation des taux de solvants utilisés au cours de I'analyse par hplc.
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Temps (min) Solvant A (%) Solvant B (%)
0 90 10
20 70 30
25 65 35
30 65 35
35 90 10

Le volume d'échantillon injecté est de I'ordre de 20 yL. Les analyses sont tri-répliquées
et la moyenne seule est reportée. La quantification est effectuée en injectant des standards
externes et les concentrations finales sont exprimées en mg/ 100 g.

4.3 — Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité de la matiére végétale a été déterminé par la méthode de Dean et Stark
ou par la méthode physique en introduisant 10 g broyés d’échantillon et placés dans une
coupelle tarée, elle-méme positionnée dans une étuve réglée a 103 + 2 C. Les échantillons
sont ensuite pesés avec précision toutes les vingt-quatre heures, aprés avoir été refroidis a
température ambiante dans un dessiccateur, et ce jusqu’a obtention d’'un poids constant.

4.4 — Rendement en huile essentielle RdtHE

Le rendement en huile essentielle est estimé par le rapport des masses de I'huile essentielle
et de la matiére végétale séchée. Il est exprimé en pour cent (%).

Ivlgw
Bt =—— e ¢ 100
BT TS

o
Fdtgg : Bendement en huile essentielle (3%

Ilgg : Ilasse de I'houle essentiells (2) ;

VS : Ilasse de la matiere e gétale séche (2.

4.5 — Mesure de la densité selon la norme NF T 75-111

Elle est effectuée a 'aide d’un pycnometre d'un millilitres de volume, a la température de
20°C

4.6 — Mesure de lI'indice de réfraction selon la norme NF T 75-112

Elle est effectuée a I'aide d'un réfractométre de type Bellinghame permettant avec une
précision de + 0,0002, la lecture directe des indices de réfraction situés entre 1,3000 et
1,7000.

Mode opératoire :
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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 réfractométre 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 réfractométre, attendre que la température soit
stable, puis effectuer la mesure.

4.7 — Mesure du pouvoir rotatoire : NF T 75-113

Elle est obtenue a l'aide d’'un polarimétre de type JASCO 1010 (réglé de fagon a donner
0° et 180° avec 'eau).

Source lumineuse (lampe a vapeur de sodium), permettant d’obtenir une lumiére de
longueur d’'onde 589,3 £ 0,3 nm.

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

Mode opératoire :

Dilution de l'essence d’écorces d'agrumes : 0,25g/ 100 mL d’éthanol.

Remplir le tube avec I'’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 I'échelle de I'appareil.

5 — Analyse en Microscopie Electronique a Balayage

Les échantillons végétaux, recueillis aprés extraction de I'HE, selon les procédés HD et
MHG ont été examinés a I'INRA d’Avignon, Unité de pathologie végétale (France) a l'aide
d'un Microscope Electronique a Balayage de marque Philips XL30.

Les échantillons ont été fixés sur un dispositif métallique, traités a I'azote liquide
et coupés au scalpel. lls ont été ensuite métallisés avec de I'or dans un appareil de
pulvérisation de type Balzers SCD 004 pour obtenir une couche de l'ordre de 10 nm.
L'observation des échantillons se fait sous vide avec une accélération du voltage de 10kV
et en manceuvrant a une distance de 'ordre de 15 mm.

6 — Mesure de ’activité antimicrobienne des huiles
essentielles

Nous avons appliqué la technique par contact direct de 'aromatogramme pour évaluer
I'activité antimicrobienne des huiles essentielles. Ce test a été effectué suivant la méthode

de Conner et Beuchat (1984a’b), Adam et al. (1998) et Chao et al. (2000) et en respectant
les recommandations établies par le BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy)
et développées par Andrews (2001).

Ce test est effectué par dépbét d'un disque stérile de cellulose de 9 mm de diamétre
(Whatman N°1) imprégné d’une quantité d’HE sur un milieu gélosé préalablement
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ensemencé avec une culture microbienne. Aprés incubation, la lecture des résultats se fait
par mesure des diamétres des zones d’inhibition en millimétres (Figure 28).
Disque imprégné  Crolssance
1'HE microbierme

!

I
Zone 4" mnhibtion
Fig. 28 : Aromatogramme sur boite de Pétri a diffusion
linéaire a partir d’un disque imprégné d’huile essentielle.

6.1 — Les microorganismes testés

Le nombre de microorganismes testés, lors de cette étude est de 03 : 02 souches

bactériennes (01 Gram” et 01 Gram ) et une levure, qui appartiennent aux familles :
Staphylococcaceae, Enterobacteriaceae, Saccharomycetaceae, provenant de la collection
du laboratoire de microbiologie du CRD SAIDAL (Tableau 13). La souche bactérienne
Gram positif présente un pouvoir pathogéne d’un niveau 2 sur une échelle de 4, établie
par I'organisme ATCC (American Type Collection Culture). De plus, elle est considérée
avec la souche Gram négatif comme souche test d’antibiotiques selon le méme organisme
(ATCC.org).

Tableau 13 : Liste et caractéristiques des microorganismes testés.

Nom de la N° ATCC Gram |Souche Souche Test Famille*

souche Pathogéne |d’antibiotiques

Staphylococcus 6538 + X X Staphylococcaceae
aureus

Escherichia coli 4157 - X Enterobacteriaceae
Saccharomyces 2601 Saccharomycetaceae
cerevisiae

* Selon la seconde édition du « Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2001 »

6.2 — Préparation des suspensions microbiennes

On a effectué un prélevement des souches test, provenant de I'organisme ATCC sous
forme de disques lyophilisés. Ces derniéres ont été inoculées dans un bouillon nutritif et
incubées a 37°C pendant 24 h. Les cultures ont été soumises a trois transferts successifs
afin de déterminer la pureté et la viabilité de chaque souche avant son utilisation. Seules
les souches agées de 18 a 24 h, ont été utilisées.

Trois (3) a 4 colonies ont été prélevées a l'aide d’une anse stérile, et introduites dans
un tube contenant de I'eau physiologique. Aprés une bonne agitation et homogénéisation a
I'aide d’'un vortex, on a mesuré les transmittances, pour une longueur d’ondes égale a 620
nm, a l'aide d'un spectrophotométre de marque Shimatzu (série Visible). Celles-ci étaient
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comprises entre 22 et 32 % pour les bactéries et 2 a 3 % pour les levures, ce qui correspond

8

a une concentration égale a 10 7_ 10 © cfu/mL.

6.3 — Mode opératoire

7 —
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Le test est effectué en cultivant les bactéries sur un miben Muller Hinton (Difco®) et
les levures sur une gélose Sabourand (Oxoid®). Chadgue bolte de Pétri de 90 mm a recu 20 mL
“du milien de culture et est ensemencée avec 1 4 2 pL de la suspension microbienne contenant
107 — 10% cfivml. Les disques stériles imprégnés &' HE sont déposés a la surface du milieu et
laiszés diffzzer sur place pendant 20 min, ensuite, s ont &t incubés, inversés a 1 obscunté
dans une étuwe & une température de 37°C durant 24 h pour les bactéries et & 25°C durant 48 h

pour la lewre. La lecture des diamétres des zones d'mhibition aprés cubation est réalisée a

I'aide d'un lecteur de zones de mardque Read Biotic. Le test est répété trods fods.

Mesure de I'activité antioxydante

L’'activité antioxydante des HE est déterminée en utilisant la photochimiluminescence (PCL)
basée sur la méthode de Popov et Lewin (1999). Le radical superoxyde est produit par
excitation d’'un photosensibilisateur S (Luminol) lorsqu’il est exposé a la lumiére UV, en
présence de O2 (transfert d’é photo-induit) :

Sthv+ Oy [S*04] S+ O
Les radicaux superczmydes sont wsualisés awec un reactf de détection chimiluminescent tel
gque le luminol G-aminephtalvlhydrazide) qu sert également de  photosensibilzateur. Cette
réaction d oxydation est accélérer d ensaron 1000 fods par rapport aux condiions normales.
L Activité antioxydante de UHE est mesurée par Dapparel Photochem® en utiisant un kit
ACL (Antioxidant Capacity af Lipaphilic saluble compounds, Anabetiklena, Jena, Germany)
normalize, prét a Uemplol, fourm par le fabncant. Le mélange des differents réactifs du kut
avec la solution de HE (antiomydant) est mené selon le protocole standard, Dintensité de
chirmiluminescence  produte par le dianon 3-aminophtalate, formé a partr du lhwnel est
tesurée a 430 nim.
Le kit ACL comprend le réactf 1 (solvant et réactf de dilution: méthancl), le réactf 2
(zolution tampon pH  10,3), le réactf 3 (photosensibiisateur : luminol) et le réactf 4
(standard : Trolo#®). Le mode de préparation du milien réactionnel est présentt dans le
Tableau 14 .
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Tableau 14 : Préparation du milieu réactionnel du test PCL.

Tableau 14 : Préparation du milieu réactionnel du test PCL.

Réactif 1 Réactif 2 Réactif 3 Standard Echantillon
Blanc 2 300 L 200 pL 25 L 0 0
Standard 2 200 pL 200 yL 25 uL 100 pL 0
Echantillon 2 200 pL 200 pL 25 uL 0 100 pL

Les réactifs 1 et 2 sont préts a I'emploi et le réactif 3 doit étre dissous et agité avec 750
ML du réactif 2. Pendant toute la durée des mesures, le réactif 3 doit étre conservé dans
la glace et a I'abri de la lumiére.

A partir du réactif 4 (standard), une solution stock de Trolox® (10 mMolL), est préparée &

partr de laquells, difffrents concentrations sont tirées par dilubon et présentees dans le

Tablean 15
Concentration Volume de la .
. Vohune du
finale du Facteur de solution stock .
Reactif 1
Trolox® dilution de Trolox®
(nL)
(ulMol/L) (uL)
a0 1:200 10 1590
20 1:500 10 4950
10 11000 10 Q990
] 12000 10 12990

Dans le tube de Uapparedl Photochem® sont introduits successivernent © le réactif de dilution,

le tampon et 100 pl. du standard ou de échantillon. Le dernier réactif 4 addiionner an
Tableau 15 : Concentrations des solutions standards.

systeme est le luminol. Les mesures démarrent immeédiatment aprés une agitation
rapide du mélange. Le temps de mesure est de I'ordre de 180 s.

8 — Analyse sensorielle

L'essai de différenciation est effectué par notation comprenant cinq échantillons selon la
norme NF V 09-014

9 — Analyses statistiques
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Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel XLSTAT version 2010
addinsoft.
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Résultats & Interprétations

Chapitre | : Extraction des agrumes

1 — Introduction

Dans ce premier chapitre, nous traiterons successivement du rendement, de la cinétique,
des études qualitative et quantitative et de I'analyse statistique des huit variétés d’agrumes.
Notre but est d’étudier et de comparer I'application de la nouvelle méthode d’extraction
par MHG (hydro-diffusion assistée par micro-ondes et gravité) aux autres méthodes
conventionnelles HD (hydrodistillation) et CP (expression a froid). Huit variétés d’agrumes
appartenant au genre Citrus ont été soumises a I'extraction innovante par MHG, réduisant
considérablement le temps d’extraction et la consommation d’énergie par rapport aux autres
techniques usuelles d'extraction.

2 — Extraction de I’huile essentielle d’orange « Valencia late » :
analyse quantitative

Dans une étude préliminaire, nous avons étudié l'influence de la puissance micro-ondes
sur I'extraction de I'huile essentielle d’'orange (Valencia late). Cependant, le réglage de
la puissance ne doit pas compromettre I'évaporation des composés volatils de 'HE déja
extraite. La Figure 29 représente la puissance micro-ondes en fonction du temps total
d’extraction.
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Fig. 29 : Profil de la puissance micro-ondes en fonction du temps total d’extraction.

Une puissance de l'ordre de 500 W d’irradiation micro-ondes a été choisie comme
puissance optimale dans un intervalle de temps équivalent a 15 min pour I'extraction
compléte de 'HE présente dans 500 g de matiére végétale. Le Tableau 16 présente les
rendements en huile essentielle de I'oranger « Valencia Late » obtenues par hydrodiffusion
assistée par micro-ondes et gravité (MHG), par hydrodistillation (HD) et par expression
a froid (CP). La MHG est la méthode d’extraction qui fournit la méme quantité d’huile
essentielle que celle extraite par HD, mais elle est 12 fois plus rapide. L'expression a froid
n'a donné que 0,2 % d’HE. Ces résultats sont d’autant plus intéressants que la durée d’'une
MHG n’excéde pas 15 minutes alors que I'’hydrodistillation et I'expression a froid nécessitent
des temps d’extraction de I'ordre respectivement de 180 et de 60 minutes.

Tableau 16 : Rendements en huiles essentielles de la variété Valencia Late selon trois (3) méthodes

d’extraction.

Méthode d’extraction

MHG HD CP
Temps d’extraction (min) 15 180 60
Rendement (%) 1,0+£0,1 1,1+0,1 0,2 +0,03
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Lors d'une MHG, la phase de chauffage est relativement faible par rapport a
I’hydrodistillation. Cette période de chauffe est toujours de I'ordre de 1,5 a 2 minutes pour la
MHG et de 45 minutes pour I’'HD. En revanche, I'étape d’extraction proprement dite durant
laquelle les molécules aromatiques sont recueillies est nettement plus longue (12,5 a 13
minutes pour la MHG et 3 heures pour I'hydrodistillation) et se traduit par un palier de
température de distillation a 100°C. La Figure 30 montre en MHG et HD, I'évolution de la
température durant les étapes de chauffage et d’extraction de 'huile essentielle de I'oranger
« Valencia Late ». Cette température est initialement voisine de la température ambiante et
puis augmente au fur et a mesure pour atteindre 100°C, température d’ébullition de I'eau.
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Fig. 30 : Evolution de la température au cours de I'extraction
de I'huile essentielle de Valencia Late par MHG et HD.

Pour les essences obtenues par expression a froid, I'utilisation de grandes quantités
d’eau, questions nécessaires a I'entrainement de I'essence et a son non réabsorption, a
une influence défavorable. En effet, 'essence se trouve alors sous forme de gouttelettes
dispersées dans une phase aqueuse. L'action de I'eau peut induire un effet de solubilisation
des molécules hydrophiles souvent trés odorantes et une diminution graduelle du citral
et des alcools terpéniques (Chemat et al., 2007), ainsi que I'hydrolyse de certains esters
odorants (acétate de linalyle) et I'activation de certaines réactions biochimiques.

3 — Composition des huiles essentielles d’oranges « Valencia late »

Les huiles essentielles récupérées par les trois procédés ont été analysées par
chromatographie en phase gazeuse (GC-FID) et par couplage de celle-ci a la spectrométrie
de masse (GC/MS) en utilisant deux colonnes capillaires I'une polaire (Stabilwax) et
l'autre apolaire (HP5 MS). Les conditions opératoires ont été détaillées dans la partie
expérimentale. Le Tableau 17 regroupe la composition qualitative et semi-quantitative des
huiles essentielles de 'oranger « Valencia Late » extraites par les trois méthodes : MHG, CP
et HD. Nous constatons d’aprés ce dernier la présence du méme nombre de constituants
dans lI'essence, quelque soit le mode d'extration choisi.
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e Composés® IR} IR. [ V“le“l‘;]‘;‘ Late =
Monoterpénes OT.57 98.T1 08.55
1 | Pméne <flha-= ] 105 043 05l 052
2 | Pméne <Béta-= 97 1109 * * *
3 | Mycéne =Béta-= 5 1185 144 125 1&%
4 | Carére =Delta3-= 1101 T30 [ 015 0za
£ | Limoréme 1m0 1A 404 3548 508
6 | Terpivére =Ganma-= 110G TS 0ns o0& o1
Monoterpénes oxyzeénes 0.99 0.56 0.64
7 | Lmabl 1125 1538 i3] 030 054
g | Citwomellal 1167 | 147 [T a3 005
9 | Terpinrd-ol 1191 1530 ono3 ons ooz
10 | Terpiréol=dAlpha= 131G 187 ans (110 (1]
11 |Héml 1257 | 171 * * #*
12 | Héral 1268 ] ans ons 0n&
13 | Géraniol 1271 T8 * * *
14 | Zararual 1284 1714 ong ons oog
SesquikTpenes 0.11 0.12 0.13
15 |Eliméne =Béta> 1305 | 1583 [} 1)1 00z
16 | Carvoplylline <E-= 1351 1554 anz (1) (1)
17 | Bergamoténe <AlphaTrmns= | 1437 151 * # &
12 | Hunmléne ilpha-= 1450 | 1e57 ool 0oz 003
19 | Famésére < E J-Béta= 1455 | 1850 * * *
20 | Germamdne D 147 lada ool onl onl
21 | Valencéne 42| 178 0oz 0a4 ooz
23 | Bisaboléne =( T - Alpha = 149 | 1761 * * *
23 | Bissholéne (Béta-) 1308 | 1718 * * *
SezquilEIpenes oxXygEnes 0.0% 0.02 0.07
24 |Elénal 150 | 1381 ool * 3
25 | Héwlidol =E-» 1555 | 2s * #* #*
26 | Bisabolol <4lphe= lesd | 2212 #* * *
27 | Hootkaone 5e | 20 * * *
Auires Composis oxXyZenés 0.33 0.2 0.33
28 | Homaral =H-= 1126 | 1400 [} (K 005
29 | Crtronellyl Aostate 1342 1eds * * *
30 | Hénl Acitate 1351 T * * *
Terps & Extrariion fmin.) 15 180 60
BRendement (%) 10 11 02
Composés oxygenes totaux (%) 1.40 0.34 1.09
Composes non oxygenes totaux (i) 97.68 93.83 98.08
Cornposes |Ii'1'u.1:iles eszeritielles triés parfanille chirmique et tao1x caloalés par GU-FID surime colaree capillaire noe polidre
HPSME.

Tdices de réterdion caloaléc surime cokeew capilluire non polaire HP SRS,
Trdices de Tétertion caloalés arime colarae capillafre polaire Carhowrax' ™ - PEG.

Tableau 17 : Composition des huiles essentielles
de l'orange Valencia Late obtenues par MHG, HD et CP.

Le limonéne, un hydrocarbure monoterpénique, est incontestablement le composé
le plus abondant dans l'huile essentielle de Valencia Late avec des taux relativement
équivalents quelle que soit la méthode d’extraction a raison respectivement de 94,64 %,
95,48 % et 95,06 % dans I'huile essentielle issue d’'une MHG, HD et d’'une CP. Nos résultats
concordent avec les résultats trouvés par Muhoho Njoroge et al. (2005), Minh Tu et al.
(2002), Baaliouamer et al. (1992), Shaw (1979), Norman et al. (1967). Dans I'application
de la MHG, rlirradiation micro-ondes a fortement accéléré le processus d’extraction, mais
sans provoquer des changements considérables dans la composition de 'huile volatile, un
phénoméne qui a déja été décrit par Paré et Belanger (1997) ; Chen et Spiro (1995).
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Cuatre cotnposeés seuletnent sont présents avec une teneur notable : o-Pinéne (0,43%
en WIHG, 0,51% en HD et 0,52% en CPF), le B-IWiyrcéne (1,64 % en WHG, 1,85 % en HD et
1,89 % en CP), le Linalal (0,62 % en WHG, 0,30 % en HD et 0,34 %% en CF). Mous ohsetvons
la présence dune teneur élevée de A-3-Caréne (usqu'a 0,20%) qui peut &re utilisé comme
indicatenr distinctif des oranges douce et amére (Dugo et ol , 1996). MNotons aussi la présence
dans notre huile d'orange du Valencéne (tauz < 0,04 %) sesquiterpéne dont 13 présence o' est
pas appréciée dans Uhoile d'orange douce de la Floride (Wolford et o, 1971
Selon la techmigque d extraction utilizée, la Figure 31 ilustre les proportions de la fraction
oxygenee, la plus arormatique et donc la plus walorisable de Uhuile essentielle au niveau
olfactif (Cheetharn, 2010, Phi et @, 2006 ; Sawarmmura et af, 2004 ; Di Giacomo et Di
Giacomo, 2002, Gaffhey et ol , 1996 ; Stanley, 1962 L'analyse des résultats montre que
I'huile essentielle obtenue par WHG est 12 plus riche en compozés oxygenes (140 %) suivie
dela CP (1,00 %) et de I'HD (0,84 %),

Fig. 31 : Proportion de la fraction oxygénée au sein de I'huile
essentielle de Valencia Late apres extraction selon trois méthodes.

151
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Fig. 31 : Proportion de la fraction oxygénée au sein de I'huile
essentielle de Valencia Late apres extraction selon trois méthodes.

4 — Influence du temps d’extraction sur le rendement en huile
essentielle

La durée d’extraction est théoriguement le temps nécessaire a la récupération de la totalité
de I'huile contenue dans la matiére végétale. Or en pratique, il est difficile de récupérer toute
I'huile. Ce temps correspond alors au moment pour lequel nous n’observons plus d’huile
dans le distillat. Il détermine la fin du processus. Lors de cette étude, un suivi cinétique a
éteé réalisé sur I'extraction de I'huile essentielle par HD et MHG. La Figure 32 présente, pour
les deux techniques HD et MHG étudiées, I'évolution du rendement en huiles essentielles
lors de I'extraction de I'essence de I'oranger Valencia Late.
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Fig. 32 : Cinétique de I'extraction de I'HE de Valencia Late par MHG et HD.

Comme le montre clairement la Figure 32, I'extraction de I'HE de Valencia Late par
la MHG est plus rapide que celle réalisée par la méthode conventionnelle HD. Un temps
d’extraction de 15 min avec la MHG nous fournit un rendement comparable a celui obtenu
aprés 180 min avec I'HD, méthode essentiellement citée en référence pour I'extraction des
huiles essentielles.

Cette étude cinétique montre I'existence de trois étapes :

Une premiére partie relative au chauffage de la matiére végétale et correspondant
a la montée en température au sein du réacteur, étape durant laquelle aucune
extraction d’huile essentielle ne se produit ;

La seconde étape correspond a une extraction plus ou moins rapide de I'essence
selon la technique d’extraction et la matrice traitée ;

Enfin, au cours de la troisieme étape la courbe tend vers un second palier, qui
correspond pour une matrice donnée au rendement maximum possible a étre atteint
dans les conditions expérimentales optimisées.

Du fait des conditions opératoires initiales, la phase de chauffage est beaucoup plus courte
pour I'extraction par micro-ondes (MHG) que pour I'hydrodistillation. La durée d’extraction
par MHG est relativement courte puisqu’au bout de 15 minutes nous n’observons plus de
distillat. Le rendement augmente rapidement durant les six premiéres minutes ou plus de
82 % de I'huile sont extraits, son évolution devient plus lente par la suite.

Par conséquent, pour atteindre un méme rendement en huile essentielle, il est
nécessaire de chauffer la matiére végétale seulement 06 minutes en MHG et plus de deux
heures en HD. De cette fagon le matériel végétal lors d’'une MHG, subira moins les effets
du chauffage. Par ailleurs, 'allure des deux courbes suggére que le processus d’extraction
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est régi par deux lois physiques différentes. Nous tenterons d’apporter des éléments de
réponse a ces hypothéses lors de I'étude des phénoménes d’extraction.

5 — Généralisation aux autres variétés de Citrus

Aprés les bons résultats obtenus pour I'extraction de I'huile essentielle de la variété
« Valencia Late » du point de vue du temps d’extraction, du rendement, de la composition
chimique, nous avons voulu généraliser la méthode d’extraction par Hydrodiffusion assisté
par micro-ondes et gravité de I'huile essentielle de cette variété a d’autres agrumes. Huit
variétés d’agrumes provenant de la Station Expérimentale d’Arboriculture de Boufarik ont
été étudiées en vue d’en extraire les huiles essentielles par les trois méthodes d’extraction
(MHG, HD et CP). Notre objectif est double :

D’une part, valider une nouvelle méthode d’extraction a des fins analytiques ou bien
de production industrielle pouvant servir de référence pour la préparation des huiles
essentielles a partir d’agrumes (ou d’autres fruits a huile essentielle);

D’autre part, permettre une compréhension plus approfondie des phénoménes
régissant I'extraction par micro-ondes pour cette catégorie de fruits et examiner
les différences ou les ressemblances qui pourraient étre décelées entre ces trois
méthodes d’extraction.

Cette généralisation est constituée de deux parties : La premiére s'appuie, a titre de
comparaison sur une étude qualitative et semi-quantitative des huiles essentielles des
huit variétés de Citrus obtenues par les trois méthodes d’extraction (MHG, HD et CP).
La seconde s'articule sur I'examen par analyse de données multidimensionnelles de la
composition chimique des HE des 8 Citrus étudiés et obtenues par ces trois méthodes.
L'Analyse Factorielle Discriminante (AFD) a été utilisée pour I'étude statistique de la
composition des vingt-quatre huiles essentielles obtenues.

Dans le Tableau 9 (Chapitre Matériel & Méthodes) les espéces et variétés de Citrus
étudiées dans ce travail et provenant de la Station Expérimentale de Boufarik ont été citées.
Notons que la variété Washington Navel fait partie des oranges blondes Navels ; Valencia
appartient aux oranges blondes et la Tarocco fait partie des sanguines. Pour notre part, nous
avons choisi comme base, la classification de Mabberley (Mabberley, 2008) qui a résumé
les critéres et définitions des noms d’agrumes, conformément aux accords internationaux
plus récents.

Le Tableau 18 présente les résultats des rendements en huiles essentielles des huit
variétés d’agrumes obtenues par les 3 méthodes d'extraction. Les essences obtenues par
expression a froid présentent les plus faibles rendements qui sont compris entre 0,10 et
0,30 % seulement. De fagon générale, pour les huit variétés étudiées, les rendements en
huiles essentielles issues de I'hydrodistillation sont similaires a ceux des huiles essentielles
obtenues par MHG. Le Citronnier Villa Franga est la variété qui, parmi les huit étudiées,
offre par MHG d’une durée totale de 15 min, le plus important rendement.

Tableau 18 : Rendement en HE des huit variétés d’agrumes (g d’HE/ g de fruit de Citrus).
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Méthode d’extraction

Variétés de Citrus MHG HD CcP

Villa Franca 1,60 1,70 0,20
Tarocco 1,20 1,30 0,30
Tangelo Seminole 1,20 1,30 0,30
Valencia Late 1,00 1,10 0,20
Marsh Seedless 1,00 1,10 0,20
Washington Navel 0,90 1,00 0,20
Lime 0,80 0,80 0,20
Euréka 0,70 0,80 0,10

Les résultats de I'identification des constituants des différentes huiles essentielles sont
présentés dans les Tableaux 19 — 22. Les analyses chromatographiques en phase gazeuse
(CG) couplées a la spectrométrie de masse (SM) ont été effectuées sur deux colonnes
capillaires I'une polaire (Stabilwax) et I'autre apolaire (HP5-MS). La quantification a été
effectuée avec l'aide d’'un CG-FID. Les conditions opératoires sont précisées dans la
partie expérimentale. Les dérivés terpéniques sont présents en trés grand nombre dans
toutes les huiles essentielles des Citrus étudiés ; parmi eux, le limonéne est le dérivé
principal. La composition chimique de I'huile essentielle de zestes d’orange a fait I'objet de
diverses études. Cependant, les données de la littérature ne sont pas toujours facilement
comparables car les conditions d’extraction, la nature du sol, de I'ensoleillement, de I'aire
géographique, de la pluviosité sont trés souvent différentes.
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N Euréka Villa Franca
Composés * LR'| LR~

° MHG| HD | CP |MHG| HD | CP
Moneierpénes U210 | 9276 | U373 [ 89.68 | §8.39 | U3.60
1 FPirnéne=ilpha-= 026 | 1023 [ 160 | 195 | 162 || 1.53 | 1.18 | 1.02
2 Pinéne<Eéta-= o4 | 1109 ||[1020 [ 1535|1400\ &85 | 708 [ 924
3 Myméne=Béta-= oEE | 1165 | 137 [ 135|142 || 151 [ 132 1353
4| Caréne=Delta-3-= 1101 | 1290 || 011 [ 020 [ 015 || 016 | 015 | 015
3 Limonéne 1030 | 1206 | 6965 | 6525 [ 68EL1|(| 7092 | 7122 7184
& | Terpinéne=Crarrma-= | 1103 | 1285 || 225 | 208 | JO4 || 70 | 658 | 590
Monoterpénes oxygénes 301 | 3.89 | 265 || 372 | 375 | 3.5

7 | Liabl 1125 | 15% 020 | ols [ 00 || 020 | 035 | o2z
€ | Citranellal 1167 | 147 010 | ons | ope || ooe | oo | oo7
9 | Terpint-cl 1191 | 1590 onE | o042 | 003 || 009 | 037 | ooz
10 | Tpinéol< blgdn-> 1206 | 167 021 | o056 | 022 || 029 | 053 | w023
11 | Hiral 1237 | 171 026 | 049 + 030 | 044 | 00
12 | Himl 1268 | 1670 076 | 068 | 077 || 094 [ 033 | 106
13 | Cémmicl 1271 | 18% 04 | 060 E 032 | 056 | 007
14 | Crirarial 12 | 171 108 | ome | 120 || 137 | 0@s | 122
Sesquiterpines 0gs | 106 | 165 || 090 | 0gg | 212

15 | Eliming<Bita-> 137 | 1563 B B . . . .
16 | CarpophyLine<E-» 1300 | 1594 013 | 0ls | 024 || 017 | 016 | 035
17 | Bargmotine< Algha-Troms-» | 1437 | 1577 026 | o028 | 050 || 029 | 020 | ose
1% | Humnline< s3ba-> U@ | 1657 00z | opd | ops || ooz | ons | one
10 | Famiésiwe<( E ) Bita-> 1% | 1650 ool | onz | 0n2 + 00l | 002
20 | Curmacrine D 1477 | 16% * * E E E E
21 | Valencine 4@ | 1705 * [ * 00l | on7 | el
22 | Bisabo¥nes( Z }Aha-> 4% | 1761 ooz | ooz | ops || oos | opz | enr?
23 | BisaboEre(Baa-) 158 | 1718 03% | o044 | 075 || 043 | 031 | 087
Sesqquiberp ines oxyginis 0oz | ooz | 003 | ole | 024 | 004

24 | Elfmol 1540 | 1381 * * B B B B
25 | Nérolidol<E-» 1555 | 202 * * * * * *
26 | Bisahobldlha-> 1684 | 2212 ool | o003 | 003 || 009 [ 015 | o4
27 | Hootbatone 17 | 2250 * * E E E E
Awires Composés oxyginés 095 | 0% | 065 | 075 | o1 | 06

28 | Hawal<H-> 1% | 140 opz | ope [ ons | o010 [ ooz | oo
29 | Citransllyl Acdats 1342 | 1645 002 | o003 | ops || o0z | ooz | o4
30 | Hérd Acitae 135 | 176 030 | 026 | 019 || o34 | 036 | w032
Composés oxyganis ot (10) 308 | 478 | 233 || 457 | 470 | 438
Composés non oxcygenis tobaux (06) || 9295 | 9382 | 9538 || 907 | 8927 | 95M2

Composés Abnrile escatielles triés par fumille chimigue et tar: caloulis par GC-FID sirme colaite cp e o poladre

HESHE .

Budice derétadion caloils amme colaew: cpillir: nan polire HDSHE

Badices de réertion caloils amime cokberwe capillaire polure Carboars:’ ' - FELG.

Tableau 19 : Composition chimique des HE des

variétés Euréka et Villa Franca extraites par MHG, HD et CP.
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L N . Lime Marsh Seedless
N* | Conposes LR LR
MHG | HD CP HDh | MHG [
Munuwterpénes SE70 | 92 S0 | B5ED || ATAF | 97H03 | 9727
1 |Piere<ilpha-» Q26 s 1246 104 142 041 045 027
2 | Pirvre<Bita-> 74 1109 118 | 1309 | 14m . . .
3 | Myrcine<Bita-> Q28 1165 140 146 142 173 121 155
4 | Capéne=Dela-3-= 1101 120 . . . - * .
5 | Limorude 1030 1206 G055 | 6344 | 631 )| 9505 | 9421 | MH
6 | Terpirude < Camma-= 1106 1285 1191 | 1117 | &850 ool TNIES ool
Munwterpine oxyginé £11 491 3m 0.45 0.51 0.36
7 | Liakbl 1125 153 n2s 034 na2 017 0.ls on?
£ | Ciroellal 1167 1478 0ns nns ons 0ns o0z o0z
9 | Terpin4-ol 1121 1500 ons n.1e 003 o0z ong o0z
0 | Terpirol=dipha-> 1205 1677 n3s 037 023 006 ons 0ns
11 | Hérol 1237 1781 020 0.1z ong * * *
12 | Hil 1268 1670 146 155 1046 004 00z .
13 | Crérariol 1271 133 012 o7 on? o0z 02 .
14 | Crérardal 1284 1714 223 ans 122 o0z 004 004
S s quitherp énes 3.56 122 1.98 0.42 0.50 158
15 | Eliméne=Béta-> 1373 1583 . . . 006 04 ong
16 | Caryoplylléne<E-» 1391 1504 054 31 035 017 020 072
17 | Burgamoterie< dlpha-Trame-= | 1437 1577 100 054 0sg . . .
18 | Fhmoalane<dlpha-> 1450 1657 013 006 ong 004 004 017
19 | Famésine< E } Béta-> 1453 165 00z 006 o0 . . o0z
0 | CemmaTéne D 1477 169G 0ns . * . * .
21 | Valencéne 1462 1705 * + * * * *
22 | Bisabokres| I F Alfha-= 1452 1761 0.1o0 ons on7? + * .
23 | Bisahokre<Béta-» 1506 1718 151 08l g7 + * .
Sequiberpanes woyganes 0.0z 0.0z 0.03 010 0.16 0.26
24 | Elimal 1540 1381 * * * o0l o0l 004
5 Mirolidel=E> 1555 02 * . * o0l o0l o0z
26 | Bisabolol=apha-> 1654 221 02 nnz2 L] * * *
27 | Hoothatone 1709 2230 . . . on? 01z 0.15
Aires Comaposes 0Xygenes 119 0.52 0.59 0.52 074 038
1 | Hoamal=H-= 112 14m + * + 004 04 *
29 | Citrovellyl Suwdtare 1342 1645 004 o0z 004 00l 001 005
30 | Mirgl scitae 1351 1706 &7 060 0.1s 00l 001 005
Composés oxygenés totare (o) 6.32 505 4.33 107 1.41 1.00
Composes Tuon ocygenes todaw (40) || 92.36 | 2443 | 9778 (| 2842 | 9753 | 9915

* Composés dbnnile eeaieles ik par fmille chimigae et tape caloalés par GC-FID aurme colane cpdlaire ron
pokire HRSHS .

¥ Indices de rétention calculés sur une colonne capillaire non polaire HPSIWISTE

¢ Indices de rétention caleulés sur une colonme capillaive polaive Cathowax™ - PEG.

Tableau 20 : Composition chimique des HE des variétés
Lime et Marsh Seedless extraites par MHG, HD et CP.

84



Résultats & Interprétations

Tarooo Valenda Late
N° | Composés * IR* | IR~
MHE H)  MHG| HD MHG | HD
Monctapines 9502 | %E11 | D0 || 9TST | METL | 0BS5S
1 | Priéve<ipha-= a6 JLIES 046 049 nsn 043 051 052
T | Prive<Béta-x a74 11 * * * * * »
3 | DfyrcénesBéta-r aga 1165 185 1487 189 164 185 189
4 | Caréne=Twela-3-= 1101 1280 0oz ans nnl ong 015 it
5 | Limotune 1020 lanG 519 o4GE | S404 | 944 | 2543 | 0506
6 | Terpitudre < Gamma-» 1105 1285 ool nns ool ons nng onl
Monobapines oxygenes 111 .60 .61 0oy .56 064
7 |Liakl 1125 153 nas 017 049 062 0o 034
8 | Ciranellal 1167 147 nn4 nnz nnz ong nn3 ons
¥ | Terpiri4-cl 1191 1580 * 01z * onz nng o0z
10 | Terpituinl<dlha-= 1203 1677 0ng ons on4 ong ong oni
11 | Hercl 1237 1781 * nng * * * .
12 | Méml 1263 16770 nns nnl 0oz ons nnz 006
12 | Crirmiol 1271 Y * + * + + *
14 | Créramial las4 1714 ons an3 on3 ong ons ong
Sesquiterpene 0y 045 L 011 LI 3 013
15 | Elfmérie=Béta-= 1375 1583 * nnz ool onl nnl onz
16 | Carpoplylléne<E-= 1391 1504 ool nnl nnz onz nnl onl
17 | Berzmoténes Spha-Trames-= | 1437 | 1597 . ' . ' P v
1% | Bhmoalénes sha-» 1450 1657 * + 001 onl onz onz
19 | Famisie E }Bétn = 4% | 16m . . . ' ' .
M | Cremmaée I 1477 169G o0l anz 0o onl on1 onl
21 | Valerucéne 1452 1705 0.1z n2s 0.1z onz on4 onz
12 | Bisthokze( 2 FAla 4@ | 176l . . . ' ' .
13 | Bicabokne<Eita-= 1508 1718 . * . . . .
Sesquiterpénes wryginés w | wes |+ | oog | 0wz | o7
24 | Elimol 1540 1381 * + * onl * *
35 | Heérclidol=E-» 1555 202G . + . . . .
M | Bisatobl<dlha-= 1ag4 2312 * + * + + +
17 | Hoothatoew 170 2250 * + * + + +
Auives Composes oxyganes LI n.zxd 0.30 0.33 L{ 7 0.3f
| Hawrwal=<H-» 1126 140 0ng onz ons onl on3 oni
10 | Citranelly] Acdate 1342 1645 * + * + + .
30 | Hergd Acétae 1351 1706 . onl . . . .
Composis oxyganis botar: (V) 134 | 089 | 091 || 140 | w4 | Lo
Composis Tum cyganis ot (i) || 9821 | 9256 | ve.26 || omee | spsz | ssse
* Composés dborles eeadielles twis par fmille chimigue et tap: calodés par GC-FID aurwme colame capillaive nésd

pokire HESHS .
¥ Indices de rétention caleulés sur une colonne capillaive non polaire HPSHIS T
¢ Indices de rétention calculés sur une colonne capillaire polaire Carbowax™ - PEG.

Tableau 21 : Composition chimique des HE des variétés
Tarocco et Valencia late extraites par MHG, HD et CP.
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| Compasés * IR+ IR* “Washington Navd Tangdo Seminde
MHC | HD P MHC | HD CP
Ilonobarpénes 9533 | 9624 | 9545 || AT4E | ITE0 TR
1 | Phire=afhn-> 226 103 045 0353 0350 05z 033 081
1 | Phire<Bita-= T4 1100 . . . 034 03z 037
3 | Nfyrcéne<Béta-r 255 1165 173 176 180 133 179 138
4 | Curéne<Deka-3-» 1100 1290 035 023 028 . . .
5 | Limonuie jLc) 1206 9520 | 9316 | 300 | RO2Y | A0 | E033
6 | Terpiies Cum-> 106 | 1285 . . . 265 | 378 | 380
hinoberpines oxyanis 067 0.64 029 0zl 116 057
7 | Linkl 1125 1538 041 027 015 029 042 037
& | Citranellal 1167 1478 003 ong an4 ong 004 008
9 | Turpin-4-al 1191 1500 001 012 . ans 0ng 001
10 | Terpiviénl< Adpha-> 10 1677 006 ooy on2 [IBE] 016 010
11 | Hiéral 1237 1781 . . . . . .
1} | Hiral 168 1670 on7 00z an2 ool o0l 001
13 | Crimardial 1271 lam . * * . . .
14 | Crirarial 1254 1714 o7 00z 004 . . .
Sesquiterpénes L8 £ L) 0.3% 0z 0 0.3s
15 | Elemine<Béta-> 137 1583 00l 00z 002 ool 00z 004
16 | Corpoplyline<E-> 1391 1504 00l 00l 003 ool 0nl 00l
17 | Bergmmotine= - Tans-= | 1437 | 1577 . . . . . .
1% | Bhmolane<4pha-> 145 1657 * . . ool * 00l
19 | Pimésdues| E }Béta> 1458 1650 * . . anl 00z 004
20 | Cemmaine I uw 1606 o0l ool 001 ool o0z ong
21 | Thlacine 1482 1705 0.1z 01z 026 015 012 0.10
22 | BisshoBne<( Z } Algha-> 148 | 1761 . . . . . .
23 | BisshoEne<Eita> 1508 1718 * . . * . .
Sesquiterpines cxyginés 002 | 003 | 002 || 002 | 004 | 005
14 | Elimol 1540 1381 . . . . . onl
15 | Hirolidol<E-= 1333 02 . . . . . .
26 | BisshoblsAlha-= 1654 21 . . . . . .
27 | Hoothatone 1799 2230 00l 00l 001 ool 0nl 00l
Arires Composés oxygenis 043 031 01s 0o ooy ooz
1% | Hawal<H-> 113 1400 006 004 002 . . .
29 | Citranelly] Acdate 1242 1645 . . . onl onl 00l
30 | MérA Acitae 1351 1706 . . . ool 00 o001
Composés oxyginés bota (45) 112 | 0% | 049 || 0 | 127 | 0es
Comnposés nen cxygenés totaux (vb) | 9651 | 9653 | 082 || o771 | 0504 | 9750

* Compesds dbarles essentieLes trids par fumille chumique et taz caloulés par G0-FID surme colame cpillaire rom.
pohire HESHE

*Indices de rétention calculés sur une colonne capillaire non polaire HPSWS™.

© Indices de rétention caleulés sur une colonne capillaire polaire Catbowax™ — PEG.

La composition chirmique des hniles essemtielles des trois wariétés de Cifrus smemsis L
Osheck est principalement constituge de composés hydrocarbongés, le Limonéne et ke fi-
Ivlyrcéne étant les plus sbondants. L'a-Pinéne, et le A-3-Caréne sont identifiés dans la quasi-
totalité des variétés. La fraction oxygénde, trés minoritaire, est principalement corposée de
Linaln], de deux aldéhydes (Méral, Géranial) dont les teneurs ne dépassent pas 0,14% et de
T'nt-Terpinéol. La coraposition chimique de 1'huile essentielle de zestes du pomelo « Margh
Seedless s et caractériede par une temewr en Limonéne trés Deportante & ralson
respectivernent de 935,05 %, 94,21 % et 94, 54%, dans Ihuile issue d™une MHG, HD et CP. Les
antres constituants hydrocathonés préserts en quantité somvent apprécisble sont le f-Idyreéne
(1,73-1,81-1,55%), Te-Pinéne (0,41 - 0,45 - 0,27 %), et le (E)-Caryoplerlléne (0,17 - 0,20 -
0,72 %) En ce qui concerne les composés oxygénés, le Linalol est identifl dans tous les
échantillons (0,17 - 0,18 - 0,07 %), ainsi gue la Nootakone dans les proportions sufvantes ©
0,07-0,13-0,15%.
Tableau 22 : Composition chimique des HE des variétés

Washignton Navel et Tangelo Seminole extraites par MHG, HD et CP.

Une des principales caractéristiques des agrumes est leur capacité d’hybridation. Ainsi
il existe de nombreux hybrides interspécifiques ou intergénériques. Parmi les plus utilisés,
les tangelos sont issus du croisement entre Citrus deliciosa Ten ou Citrus tangerina Hort. ex
Tan et Citrus paradisi Macf. La composition des huiles essentielles de la variété « Tangelo
seminole » étudiée dans ce travail se caractérise par de trés fortes teneurs en Limonéne
(90,25 — 90,34 — 89,38 %). Les autres hydrocarbures monoterpéniques présents dans la
quasi-totalité des échantillons sont d’'une part, le 3-Myrcéne (1,83 — 1,79 — 1,88 %), le y-
Terpinéne (3,65 — 3,78 — 3,90) identifiés avec des teneurs appréciables et d’autre part, I'a-
Pinéne (0,52 — 0,83 - 0,91 %), le B-Pinéne (0,36 — 0,38 — 0,37 %) présents en de trés
faibles teneurs. La fraction oxygénée, trés minoritaire, est composée principalement de
Linalol (0,29 — 0,62 — 0,27 %), de I'a-Terpinéol dont les teneurs ne dépassent pas 0,18 %
respectivement dans chacune des 3 extractions MHG, HD et CP.

Nous remarquons une trés grande similitude dans la composition chimique des huiles
essentielles de zestes de la variété « Villa Franga », et de celle de la variété « Euréka ».



Résultats & Interprétations

Les monoterpénes cycliques constituent de 92,10 a 93,73% de la composition globale de
'Euréka et de 88,39 a 93,60 % de la variété Villa Franca. Aprés le Limonéne qui a atteint
son plus grand taux suite a une extraction par MHG chez I'Euréka (69,65 %) et par CP chez
Villa Franga (71,86 %), nous trouvons des composés dont les teneurs varient de 0,11 a
15,35% : y-Terpinéne avec la plus grande teneur (8,25%) obtenue par MHG pour I'Euréka
et par CP pour le Villa Franga (8,90 %). Par contre, le B-Pinéne a eu son plus grand taux
par HD (15,35 %) pour 'Euréka et par CP (9,24 %) pour le Villa Franga. Le B-Myrcéne a
une teneur beaucoup moindre (1,57 % par MHG/Euréka et 1,55 % par CP/Villa Franga). Il
en est de méme pour l'a-Pinéne (1,75 % par HD/Euréka et 1,53 % par MHG/Villa Francga).
La fraction oxygénée ne dépasse pas 4,78 %. A coté du Géranial (1,30 % par CP/Euréka et
1,82 % par CP/Villa Franca), on trouve le Néral (0,77 % par CP/Euréka et 1,06 % par CP/
Villa Francga) et le Linalol (0,20 % par MHG/Euréka et 0,35 % par HD/Villa Francga).

Nous notons l'absence totale de p-Cyméne dans toutes les huiles des variétés
d’agrumes testées. Quinetero et al. (2003), ont considéré que le procédé d’extraction est
adéquat uniqguement lorsque I'huile essentielle obtenue ne contient pas de p—Cyméne,
considéré comme un bon indicateur de I'oxydation des monoterpénes dans les HE
d’agrumes.

Selon la technique d’extraction utilisée, les huiles essentielles de zestes sont dominées
par le Limonéne tandis qu’une importante variabilité a été observée dans les teneurs
relatives a la fraction oxygénée. La Figure 33 permet de comparer, selon le procédé
d’extraction, les pourcentages en composés oxygénés. 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 MHG est moins accentué. Les plus fortes teneurs en fractions oxygénées ont
été enregistrées dans les variétés de citrons avec le lime en premiére place suite a une
extraction de son huile essentielle par MHG suivi par I'Euréka qui a conduit a une grande
teneur par le biais de I'HD et enfin le Villa Franca qui a eu des teneurs presque similaires
entre les trois méthodes d’extractions. Pour le reste des variétés d’agrumes, on a enregistré
des teneurs identiques chez la Valencia Late et le Tarocco avec la technique MHG, et chez
la variété Marsh Seedless et Tangelo Seminole avec le mode HD.
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Fig. 33 : Proportion de la fraction oxygénée au
sein des huiles essentielles de 8 variétés d’agrumes.

6 — Classification des huiles essentielles par Analyse de données
multidimensionnelles

88

Nous avons utilisé deux méthodes d’analyse de données multidimensionnelles : '’Analyse
en Composantes Principales (ACP) et 'Analyse Factorielle Discriminante (AFD) d’'une part
pour I'étude statistique de la composition des vingt quatre huiles essentielles obtenues
et d’autre part pour pouvoir différencier les trois techniques d’extraction MHG, HD et CP
(Mouly et al., 1995 ; 1996). LACP est une méthode descriptive qui permet d’extraire
les composantes principales en donnant le maximum d’informations. Elle décrit et classe
les échantillons étudiés dans des espaces de dimensions plus réduites afin d’observer
’'homogénéité ou I'hétérogénéité des individus et d’en connaitre la cause. L'ACP consiste a
exprimer un ensemble de variables en un ensemble de combinaisons linéaires de facteurs
non corrélés entre eux, ces facteurs rendant compte d'une fraction de plus en plus faible
de la variabilité des données. La représentation des données dans des espaces de faible
dimension — deux dimensions dans notre cas — en facilite considérablement I'analyse.

L'Analyse Factorielle Discriminante (AFD) est une méthode permettant de modéliser
l'appartenance a un groupe d'individus en fonction des valeurs prises par plusieurs
variables, puis de déterminer le groupe le plus probable pour un individu, connaissant
uniquement les valeurs des variables qui le caractérisent. L'AFD peut étre considérée
comme une extension de la régression multiple dans le cas ou la variable a expliquer
est une variable qualitative décrivant des groupes. LAFD permet d’obtenir une meilleure
séparation des groupes préalablement constitués, grace a des caractéres discriminants qui
véhiculent le maximum d’informations. Elle permet, en outre, d’affecter les individus aux
groupes dontils sont les plus proches. L'ACP méne donc a L'AFD bien qu'il s'agisse de deux
démarches distinctes, mais complémentaires (Stafford et Bodson, 2006 ; Saporta, 2006 ;
Smadja, 1987).



Résultats & Interprétations

Pour le traitement des résultats, nous avons opté pour le logiciel XLSTAT. Le type d'ACP
choisi est Pearson, ce qui signifie que les calculs seront basés sur une matrice composée
des coefficients de corrélation de Pearson, coefficients de corrélation classiquement utilisés.
Le premier graphique particulier a la méthode est le cercle des corrélations (figure 34). II
correspond a une projection des variables initiales sur un plan a deux dimensions constitué
par les deux premiers facteurs. Lorsque deux variables sont loin du centre du graphique :

- si elles sont proches I'une de I'autre, alors elles sont significativement corrélées
positivement (r proche de 1).

- si elles sont orthogonales I'une par rapport a l'autre, alors elles sont
significativement non corrélées (r proche de 0).

- si elles sont symétriquement opposées par rapport au centre, alors elles sont
significativement corrélées négativement (r proche de -1).

- lorsque les variables sont relativement proches du centre du graphique, alors
toute interprétation est hasardeuse et il est nécessaire de se référer a la matrice de
corrélations a d'autres plans factoriels pour interpréter les résultats.

Dans notre étude, nous pourrions déduire, de la Figure 34 représentant le cercle des
corrélations des variables des huiles essentielles, que les axes F1 et F2 véhiculent
respectivement 56,74 % et 13,82 % de l'information totale. Le cercle des corrélations
est aussi utile pour interpréter la signification des axes. Nous constatons que I'axe F1
est fortement corrélé positivement avec les variables myr (+0,939), limo (+0,986), lina
(+0,348), et négativement avec pina (-0,953), citro (-0,709), terpo (-0,509), terpi (-0,894),
nera (-0,907), cary (-0,594) et nona (-0,226). L'axe F2 est corrélé positivement avec la
variable pina (+0,090), myr (+0,133), lina (+0,485), citro (+0,266), terpo (+0,237), terpi
(+0,179) et nona (+0,721) et négativement avec limo (-0,047), nera (-0,088) et cary (-0,658).

Ces tendances sont particulierement intéressantes pour l'interprétation du graphique
des individus. Pour confirmer le fait qu'une variable est fortement liée a un facteur, il suffit
de consulter la table des cosinus : plus le cosinus est élevé (en valeur absolue), plus la
variable est liée a I'axe. Plus le cosinus est proche de zéro, moins la variable est liée a I'axe.
Dans notre cas, nous avons 6 variables fortement liées a F1 pina (0,909), myr (0,882), limo
(0,972), citro (0,503), terpi (0,800) et nera (0,823) ; et 2 varibale sont liés a I'axe F2 : cary
(0,433) et nona (0,520).

La Figure 35 correspond a l'un des objectifs de I'ACP. Elle permet de représenter les
individus sur une carte a deux dimensions et ainsi d'identifier les tendances. Nous voyons
dans notre exemple que sur la base des variables dont on dispose, les variétés d’agrumes
étudiés se répartissent selon 2 groupes suivant 'axe F1. Le groupe Il, est numériquement
trés important puisqu’il est constitué de 5 variétés (Marsh Seedless, Tangelo Seminole,
Valancia Late, Washington Navel, Tarocco).
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Fig. 34 : Cercle des corrélations des variables des huiles essentielles.

Nombre de variables 10 : a-pinéne (pina), limonéne (limo), myrcéne (myr), linalol
(lina), citronellal (citro), terpin-4-ol (terpo), a-terpinéol (terpi), néral (nera), E-caryophylléne
(cary), n-nonanal (nona).

La composition des huiles essentielles est dominée par le limonéne (compris entre
93,16% et 95,48%). Le groupe |, est constitué de 3 variétés seulement de citron, le lime,
Villa Franga et 'Euréka. En comparant ces données, nous voyons que la teneur en limonéne
ne dépasse pas 71,86%. En revanche nous observons que d’autres composés sont tres
discriminants. Ainsi, la teneur en a-pinéne est supérieure a 1% dans le groupe | alors
gu’elle est inférieure ou égale a 0,53 % dans le groupe Il. De méme, I'a-terpinéol varie de
0,21 4 0,53% dans le groupe | alors qu’il ne dépasse pas 0,09 % dans le groupe Il. Nous
remarquons également que le taux de néral fluctue de 0,53 a 1,66% dans le groupe | alors
que ce composeé intervient avec de trés faibles teneurs (<0,07%) dans la composition de
tous les échantillons du groupe Il. Enfin, le géranial du groupe | se distingue du précédent
par un taux plus élevé (0,85-2,23%) alors qu’il ne dépasse pas 0,09 % dans le groupe Il



Résultats & Interprétations
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Fig. 35 : La projection des individus des HE de 8 agrumes issues des trois méthodes
d’extraction MHG, HD et CP. Variétés : Lime (L), Euréka (E), Villa Franca (V), Valancia
Late (A), Tangelo Seminole (S), Marsh Seedless (M), Tarocco (T), Washington Navel (W).

L'objectif de cette méthode AFD est de produire de nouvelles variables (axes factoriels
appelés également variables discriminantes) qui séparent au mieux les groupes a partir d’un
ensemble d’individus répartis dans des groupes décrits par plusieurs descripteurs.

LAFD a été réalisée sur les huit variétés d’agrumes étudiées en considérant, les
groupes relatifs aux méthodes d’extraction afin de mettre en évidence I'influence de chaque
méthode sur 'ensemble des variétés. Dans notre cas, nous constatons que deux axes
factoriels ont été produits. Le Tableau 23 représente les valeurs propres et le pourcentage de
variance correspondant. Notons que 87,53% de la variance est représentée par le premier
facteur.

Tableau 23 : Valeurs propres et pourcentage de variance

F1 F2
Valeur propre 2,96 0,42
% Variance 87,53 12,47
% Cumulé 87,53 100,00

Sur la Figure 36, les individus sont affichés sur les axes factoriels. Ce graphe permet
de confirmer que les individus sont bien discriminés sur les axes factoriels obtenus a partir
des variables explicatives initiales. Il ressort de cette étude que les huiles essentielles de
zestes de huit variétés d’agrumes obtenues par MHG, HD et CP sont caractérisées par
une grande variabilité tant par la nature des produits identifiés que par leurs proportions
relatives. En effet, les vingt quatre huiles essentielles analysées se répartissent selon trois
groupes distincts représentant chacun une technique d’extraction parmi MHG, HD et CP.
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Fig. 36 : Analyse factorielle discriminante mesurée sur huit variétés
d’agrumes en considérant les méthodes d’extraction MHG (1), HD (1) et CP.

Nous observons que ’AFD montre une intersection entre les deux groupes MHG et CP.
Cela signifie que les variables présentent des caractéristiques semblables dans ces deux
méthodes. Par conséquent, nous constatons que la méthode MHG fournit des résultats
comparables a la CP, cette derniére ayant toujours été considérée comme la méthode de
référence pour I'extraction des essences d’agrumes.

Chapitre Il : Extraction par Hydrodiffusion assistée par
micro-ondes et gravité du Romarin

1 — Introduction

Dans ce chapitre sur I'extraction du romarin par hydrodiffusion assistée par micro-
ondes et gravité (MHG), nous avons tout d'abord optimisé les conditions expérimentales
d’extraction pour les comparer tant sur les plans qualitatif que quantitatif avec les résultats
précédemment obtenus par la méthode conventionnelle HD. Ensuite, nous avons évalué et
comparé les pouvoirs antimicrobiens et antioxydants de ces HE.

Enfin, pour une meilleure compréhension du phénoméne encouru dans I'extraction
MHG une étude sensorielle et une examination des surfaces des feuilles de romarin par
microscopie électronique a balayage avant et aprés chaque traitement ont été effectuées.

2 — Extraction de I’huile essentielle de romarin par la méthode MHG




Résultats & Interprétations

Le choix de la puissance d’irradiation micro-ondes est important pour s’assurer d'une
extraction rapide de I'huile essentielle du romarin (Rosmarinus officinalis L.). Pour cela,
différentes puissances (200, 400, 600, 800 et 1000 W) d’irradiation micro-ondes ont été
testées. Toutefois, comme, nous avons obtenu des résultats similaires a ceux trouvés dans
le chapitre précédent des citrus, nous avons alors opté dans cette étude, pour une puissance
de 500 W d'irradiation micro-ondes pour I'extraction de 'HE présente dans 500 g de romarin
et uniquement pour un interval de temps équivalent a 15 min.

Le Tableau 24 présente les rendements en huile essentielle de romarin « Rosmarinus
officinalis L. » obtenue respectivement soit par MHG, soit par HD. Aprés seulement 15
minutes, la méthode MHG a fourni une quantité d’huile essentielle équivalente a celle
obtenue par HD aprés 180 minutes.

Tableau 24 : Rendement en HE de romarin selon deux méthodes d’extraction.

Méthode d’extraction

MHG HD
Temps d’extraction (min) 15 180
Rendement (%) 0,33 +0,09 0,35+ 0,07

3 — Composition de I’huile essentielle de feuilles de romarin
collectées a I'Ecole Nationale Supérieure Agronomique d'El Harrach —
Alger (Ex-INA)

Les résultats des analyses par GC et GC/MS des huiles essentielles (méthodes MHG et
HD) sont présentés dans le Tableau 25 dans lequel les composés sont identifiés par leurs
indices de rétention et selon leur ordre croissant d’élution. L’analyse quantitative a atteint
les taux de 96,63% et 99,55% respectivement pour les méthodes HD et MHG avec un total
de 32 composés identifiés.

La plupart des composés volatils actifs identifiés, dans cette essence sont : I'alpha-
pinéne, le camphre, la verbénone et le camphéne, mais leur proportion dépend de
la technique d'extraction utilisée. Des taux de composés oxygénés légérement plus
grands sont présents dans I'essence de romarin isolée par la méthode MHG que par
HD. Les hydrocarbures monoterpéniques (alpha-pinéne...etc.) sont présents en quantités
équivalentes dans les deux essences (MHG et HD), mais I'huile obtenue par MHG est un peu
plus concentrée en composeés oxygénés. L'huile essentielle isolée des feuilles de romarin,
soit par MHG ou HD contient le méme élément dominant : I'alpha-pinéne, est le composant
principal abondant dans I'huile essentielle extraite de Rosmarinus officinalis L. avec des
teneurs équivalentes (43,6% et 44,05%, respectivement pour MHG et HD).

Le camphre principal composant oxygéné existe avec des teneurs différentes, pour les
deux méthodes d'isolement : 8,6% par la méthode MHG et 7,82% par la méthode HD.

Les hydrocarbures monoterpéniques ont une importance commerciale moins marquée
que les composés oxygénés par suite de la meilleure contribution de ces derniers a I'odeur
de I'huile essentielle. Inversement, les composés oxygénés sont trés odorants donc plus
précieux (Cheetham, 2010 ; Phi et al., 2006 ; Smith et al, 2005 ; Sawamura et al.,
2004 ; Arctander, 2003; Di Giacomo et Di Giacomo, 2002). Une plus grande proportion
de composés oxygénés a été détectée dans I'huile essentielle issue de la méthode MHG,
due sans doute a la diminution des effets thermiques et hydrolytiques par rapport a la
méthode HD ou une grande quantité d'eau est utilisée. Les huiles essentielles contiennent
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des composés organiques qui absorbent fortement le rayonnement micro-ondes. De plus,
les composés, avec des moments dipolaires élevés ou faibles peuvent étre recueillis dans
des proportions diverses, aprés une extraction assistée par micro-ondes.

L, b - Fomarin
e Composés IRt LR MEG )
Flonode rpénes 6860 6356
1 Tricycléne 92l 1011 0.26 0.26
F4 Pinére =4lpha-= 3G 1023 43,60 44 .05
1 Caphine 951 1103 G.43 6.14
4 | Werhinéne Q55 1121 1.11 0.7
5 |Pinére <Biéta-= 9a0 1109 2.0 2.41
6 | Dymcine 95 | 1149 La2 1.04
7 Thillardrive =ilpha-= Q05 1145 0.34 0.31
& Caréne <Dela-3-= 1014 1290 01 0.0a
9 | Tapinine =Alpha= w020 | 1033 1.00 0.86
10 | Para Cymmine 1025 1250 1.50 1.27
11 | Linotéte 1030 1206 5.53 548
1} | Tepinéne <Crrruma-= 1052 1451 301 3.08
13 | Terpinoline 1092 1287 1.65 1.71
Blonoie rpémes oxy ginis 28.10 2487
14 | Lmalol 1106 1538 239 2.00
15 | Campholinal =Alphs = 12z | 1471 132 124
16 | Carploe 1149 1514 2.60 7.82
17 | Piwocarvone 1160 1542 121 133
1% | EBoouol 1173 1679 71 2.57
12 | Terpitr-4-ol 1134 1540 211 2.07
M | Tapinéol =Alpha= 1198 | 1677 047 0.77
21| Verbénone 1207 16096 765 637
I | Crimawiol 12749 1328 0.64 0.70
Sz ulie Tpanes 1.41 1.1
13 | Cagyopleylline <E-= 1425 | 1470 0.76 095
24 | Bmmmline =Alpha= 1450 | 1657 035 042
15 | Curomnine = Gommes 1469 | 1738 0.04 0.04
6 | EBicsholine <Eita= 1508 1714 022 043
27 | Sesquiphéllindréne <Eita= 1519 1776 0.04 0.07
SesqUnie TPETES OXYERTES 0.2 0.2
6 | Camyopylline oxide 1570 | 1977 oIl 010
19| Bissholol =alpha-= 1684 | 2022 T 016
Awher Composés oxy ghmis L19 1.03
3 | Booorl acétate 1263 1579 0.95 0.21
31 | Bkl engincl 1397 2032 0.1z 0.12
3t | FDlethyl jastromate 1635 2340 0.11 0.10
Tanps 4" Exctradion fnimn.) 15 150
Rendemnend {9} 0.33 £ 0.0% 0.35 £ 0.07
Comngeosés oxypmes iotanr { %) 2954 26.16
Comnposés Tin oxygEnes todan: (%) 7001 7047
E?E'Fsé t?.'tu.n.bs seeatialles trids par famille chimigae et taz: caloalis par GC-FID arme colatw cxp il hanp

Jices de rétardian caloalés amme colazwe capillare ruon polaire HPSHS .
Tices de rdention caloilé amime wokone capillaire polaire Carboaes:’ ' - TEG.

Tableau 25 : Composition des huiles essentielles de
Romarin obtenues respectivement par MHG et par HD.

Les composés organiques, tels que les composés oxygénés, qui ont un moment
dipolaire élevé vont interagir plus vigoureusement avec l'irradiation micro-ondes et I'on peut
extraire plus facilement, au contraire, des composés aromatiques qui ont des moments
dipolaires faibles (comme les hydrocarbures monoterpéniques).

Plusieurs études récentes ont montré que la variabilité de la composition et du
rendement en huile essentielle de romarin est due a des facteurs intrinséques (génétique,
sous-espéces et age de la plantation) ou a des facteurs extrinséques comme le climat et
les conditions de culture (origine géographique) ou a la méthode d’extraction. Ozcan et
Chalchat (2008), ont étudié la composition de I'huile essentielle de romarin provenant de
Turquie et identifié 20 composés, avec le para-cyméne (44 %), le linalol (21%), le gamma-
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terpinéne (17 %), le béta-pinéne (3,6 %), l'alpha-pinéne (2,8 %), le 1,8 Cinéole (2,6 %) et
le thymol (1,8 %) qui sont des composés majoritaires.

Différentes espéces de romarin existent dans le monde : R. officinalis, R. erviocaly,
R. laxiflorus et R. lavandulaceus ; Cependant, R. officinalis est I'espéce la plus répandue
dans le bassin méditerranéen. Varela et al. (2009), ont étudié 87 populations spontanées
de R. officinalis collectées en Espagne et les ont classées en prenant en considération la
composition chimique de leurs huiles essentielles. Parmi tous les échantillons, trente-huit
(38) d’entres eux ont une teneur élevée en 1,8 cinéole (> 24%) et un rendement en huile
essentielle supérieur a 2% ; six populations ont présenté un rapport 1,8 Cinéole / linalol
élevé ; trois échantillons ont une teneur élevée en linalol, et seulement deux échantillons
présentent des teneurs élevées en verbénone (= 5%).

L'huile essentielle issue des feuilles fraiches de romarin étudiée dans ce travail, peut
étre considérée comme un chémotype a alpha-pinéne puisque ce dernier présente des
teneurs assez élevées dépassant les 43 %. Les résultats des travaux de Flamini et al.
(2002), corroborent les nbtres ou ils ont trouvé le taux le plus élevé en alpha-pinéne (30,3
%) dans les essences extraites des feuilles séchées de la partie inférieure de la population
de romarin appartenant a I'écotype Cevoli (Cevoli di Lari, Province Pisa - Nord d’ltalie)
par rapport aux huiles essentielles issues des feuilles de I'apex et des fleurs. De plus, ils
ont cueilli leur matiére végétale a partir de cultures de romarin agé de plus de 10 ans,
choix similaire au nétre pour I'extraction des huiles essentielles. La principale différence
existant avec nos échantillons, est la fraicheur des feuilles. Diaz-Maroto et al. (2007), ont
démontré que, relativement aux herbes fraiches, les herbes séchées perdaient faiblement
et aisément leurs qualités durant le stockage et leur transport. De plus, la déshydratation des
herbes qui peuvent étre améliorées en employant différents méthodes et en méme temps
peuvent affectées les différents activités du romarin ainsi que sa composition aromatique
(Jaloszynski et al., 2008).

4 — Influence du temps d’extraction sur le rendement en huile
essentielle

Les résultats du suivi de la cinétique d’extraction de I'huile essentielle de romarin par la
méthode MHG et HD sont représentés respectivement dans les figures 37 (a) et (b) ci-
dessous.
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Fig. 37 : Cinétique de I'extraction de 'HE
des feuilles de romarin par MHG (a) et HD (b).

Les rendements en huile essentielle extraite de romarin Rosmarinus officinalis L. avec
les différentes méthodes d'isolement sont respectivement de 0,35 + 0,07% et 0,33 = 0,09%
pour HD et MHG. Comme le montre les Figures 37 (a) et (b), un temps d'extraction de
15 minutes avec MHG fournit des rendements similaires a ceux obtenus aprés 180 min
par le biais de la HD, qui est I'une des méthodes de référence d’extraction d'une I'huile
essentielle. Trois phases sontobservées dans le processus de l'extraction assistér par
micro-ondes (Figure 37, a). L'étape "0" représente la phase de chauffage de la température
ambiante a 100°C. La premiéere étape (étape 1) est représentée par une ligne croissante
qui caractérise les premiéres quantités d'huile essentielle extraite, situées a la surface des
particules végétales, Elles représentent approximativement 82% du rendement obtenu en
5,5 min. Cette phase est suivie d'une deuxiéme ligne croissante (étape 2), représente
la diffusion interne de I'huile essentielle du milieu des particules vers le milieu extérieur
concerné par le réchauffement de I'eau biologique située dans les cellules végétales. Dans
cette étape (réalisée en 8 min), la quantité d’huile extraite représente prés de 18% du
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rendement global. La troisieme partie (étape 3) correspond a une ligne horizontale qui
marque la fin du processus d'extraction. Benkaci-Ali et al. (2006), ont effectué une extraction
d'huile essentielle de graines de Nigella sativa L. par micro-ondes et ont trouvé un profil
de rendement similaire a nos résultats. Le profil de la technique d'extraction classique
HD présent également trois étapes similaires mais avec des phases différentes de celles
obtenues par MHG ; la premiére étape conduisant, en 93 min a 60% du rendement obtenu.
La fin du processus d'extraction est atteinte aprés 180 min.

5 — Constantes physiques

Les huiles essentielles de romarin ont été analysées selon la méthode standard AFNOR afin
de déterminer les constantes physiques habituelles définissant I'huile essentielle extraite
soit par MHG, soit par HD : densité relative, indice de réfraction et le pouvoir rotatoire. Le
Tableau 26 regroupe les résultats propres a la mesure de ces indices physiques.

Propriéiés physiques MHG HD MNorme AFNOR*

Densiie relative a 20°C d. 0.3 0g 0.907 - 0.920

Indice de réfraction 4 20°C | »n,) +146a [ +1.470 | +1.46d40 = n," = +1.4700

Powvoir rotatoire 4 20°C [a] ! +2° +3° -27 =[] = 57

* Morne : NF IS0 1342 — MWars 2001,

Tableau 26 : Propriétés physiques de I'huile
essentielle de romarin extraite par MHG et par HD.

La comparaison de nos résultats a ceux de la norme NF ISO 1342 — Mars 2001 relative
a I'huile essentielle de romarin (Rosmarinus officinalis L.) a montré clairement que les huiles
essentielles issues des deux méthodes d’extraction (HD et MHG) sont d'une part conformes
alanorme ISO et que, d'autre part, il n'y a pas de différence significative entre les constantes
physiques des huiles essentielles obtenues par ces méthodes.

6 — Activité antioxydante

La détermination de I'activité antioxydante (capacité ou potentiel) des divers échantillons
biologiques est généralement basée sur I'inhibition d’'une réaction particuliére en présence
d’'un antioxidant.

Dans les matrices alimentaires, les cibles les plus oxydables sont les lipides,
plus précisément les acides gras polyinsaturés (LH). L’auto-oxydation des lipides est
généralement initiée a I'interface des émulsions alimentaires eau-lipide par transition des

traces de métaux (Fe2+, Cu+) a faible valence (Coupland et McClements, 1996). Ces
espéces pro-oxydantes peuvent :

3+ 2+
)

,Cu

formation immédiate du radical superoxyde (O2 ") et du peroxyde d’hydrogéne
(H202).

S’auto-oxyder pour devenir des métaux de haute valence (Fe avec la
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Déclencher le clivage homolytique des hydroperoxydes (peroxydes d’hydrogéne,
des traces d’hydroperoxydes lipidiques) avec la formation subséquente des radicaux

hydroxylées (HO', LO') qui sont trés réactifs.

Un antioxydant qui inhibe la peroxydation lipidique peut agir en fonction de plusieurs
mécanismes (Larson, 1997). Les plus importants sont :

Le piégeage rapide des radicaux lipidiques peroxyles (LOO') qui propagent la
chaine de peroxydation (inhibition de la propagation). Ces antioxydants sont appelés
antioxydants coupeurs de chaines. L'exemple le plus courant est I'a-tocophérol
(vitamine E) qui selon Huang et al. (1996) transfert son atome d’hydrogéne (H-

phénolique) a LOO , et est simultanément transformé en un radical a résonance

stabilisée, contrairement a LOO , qui n’est plus en mesure de réagir avec une
seconde molécule LH pour propager la chaine.

Le piégeage des espéces oxydantes hydrophiles formées dans la phase aqueuse

agissent comme initiateurs de la peroxydation (par exemple : O - HO'). Les

antioxydants hydrophiles tels que les ascorbates et les polyphénols peuvent se
comporter comme des inhibiteurs de linitiation.

La regénération d’'un puissant antioxydant coupeur de chaine par réduction du radical
correspondant. Plusieurs travaux ont montré que les ascorbates et les polyphénols
sont capables de regénérer 'a-tocophérol a I'interface eau-lipide.

La formation de complexes inertes de métaux de transition et qui sont incapables
de produire un générateur de radicaux comme celui mentionné ci-dessus. L'acide
citrique et les polyphénols ayant un groupe catéchol (1,2-dihydroxy) peuvent agir
éventuellement selon ce mécanisme.

A partir de cette vue d’ensemble simplifiée, il est clair qu'une attribution exacte de 'activité
antioxydante a certains composés ou petits groupes de composés des extraits de plante est
une tache difficile du fait que 'activité effective dépend de plusieurs paramétres, tels que : le
type de matrice, la concentration, les formes isomériques ou 'interaction synergétique avec
d’autres composés, pour l'antioxydant, son activité réductrice (capacité de livrer rapidement
des atomes d’hydrogéne et/ou des électrons), sa localisation dans les systémes biphasiques
eau-lipides (prédiction de la balance hydrophile-lipophile (BHL)), et sa capacité de lisaion
au métal. Pour ces raisons, plusieurs méthodes ont été développées pour I'évaluation de
I'activité antioxydante d’un extrait indépendamment de la teneur quantitative du composé
individuel a qui I'activité anti-oxydante est attribuée. Plusieurs méthodes existent, simples,
de colt abordable et qui ont I'habileté d’identifier I'activité effective d’'un composé particulier
ou d'un extrait complexe.

Les méthodes d’évaluation de l'activité antioxydante peuvent étre classées en trois
groupes :

Méthodes indirectes : phénols totaux, réduction du Fe3+, pouvoir antioxydant
réduisant le fer ferrique (FRAP : the Ferric Reducing/ Antioxidant Potential), réaction
Briggs-Rausher (BRR) et le linoléate de méthyle.

Méthodes utilisant les métabolites de I'oxydation lipidique : rancimat, produits volatils,
acides thiobarbituriques (TBA) ;

Méthodes basées sur le piégeage d’un radical : TRAP (Total Reactive Antioxidant
Potential), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), TEAC (Trolox
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Equivalent Antioxidant Capacity), DPPH (DiPhenyl-1-PicrylHydrazyl), PCL

(PhotoChimiLuminescence), spectroscopie RMN 1 9F.
Parmi la grande variété de méthodes utilisées pour I'évaluation de I'activité antioxydante,
seules quelques-unes (TEAC, DPPH, PCL, ORAC) sont aisément adaptables a la
détermination de I'activité des molécules hydrophiles et des molécules lipophiles. En outre,
la plupart de ces tests déterminent I'activité antioxydante dans la gamme de concentration
micromolaire ; seul le test PCL est capable d’analyser I'activité antioxydante dans la gamme
nanomolaire.

La photochimiluminescence est une méthode basée sur I'inhibition par des antioxydants
de I'oxydation photo-induite du luminol, de plus, c’est une méthode facile, rapide a réaliser
et qui présente de nombreux avantages : elle ne nécessite pas de températures élevées
pour générer des radicaux et permet de mesurer rapidement (quelques minutes) et dans
le rang du nanomolaire, I'activité antiradicalaire des antioxydants liposolubles comme les
huiles essentielles.

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles extraites par MHG et HD est mesuré
par la période d’'induction de la chimiluminescence induite par le radical superoxyde aprés
consommation de I'antioxydant. Le signal de chimiluminescence est enregistré pendant 180
s ; les signaux produits sont exposés dans la Figure 38 et les résultats sont présentés en

équivalents Trolox® dans le Tableau 27.
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Fig. 38 : Courbes de mesures de l'activité antioxydante de différentes concentrations
du standard ( Trolox®) et de I'huile essentielle de romarin extraite par MHG et HD.

La Figure 38 représente les tensions proportionnelles a la luminescence produite par
le dianion 3-aminophtalate formé a partir du luminol en fonction du temps.

En utilisant l'inhibition en tant que paramétre pour évaluer le potentiel antioxydant,
l'inhibition est calculée grace a I'intégration de I'aire sous la courbe. La capacité antioxydante
est déterminée en comparant les résultats obtenus pour I'échantillon a ceux du standard, et
en se basant sur la courbe de calibration de ce dernier. Les résultats s’expriment en unités

de concentration équivalentes de Troon®. Les calculs sont effectués automatiquement par
le logiciel PCLsoft.

Tableau 27 : Résultats de I'activité antioxydante de I’huile essentielle de romarin obtenu par MHG et HD.

MHG HD
pmol Trolox/L 4.53 +£0.02 3.68 £ 0.06
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Globalement, les activités antioxydantes de I'essence (MHG) sont supérieures a celle
(HD). Les résultats obtenus avec le test PCL sont difficilement comparables a ceux de la
litérature puisque d'une part, les concentrations et les temps de mesure sont assez différents
entre eux et d'autre part, peu de travaux ont utilisé simultanément le test PCL et I'huile
essentielle de romarin comme antioxydant.

En utilisant trois tests différents (DPPH, B-caroténe, PCL), Sacchetti et al. (2005), ont
comparé l'activité antioxydante de plus de 11 huiles essentielles, dont celle du romarin.
lIs ont constaté que le test PCL confirmait bien les bons résultats trouvés pour l'activité
antioxydante de I'essence de romarin ou celle des 10 autres huiles testées avec les deux
autres méthodes de mesure. Cependant, ces auteurs, ont donné la valeur de 66,0 £ 4,2 umol
de Trolox/L par le test PCL, valeur, de loin, plus importante que la notre. Toutefois, un regard
sur la composition de I'huile de romarin employée par Sacchetti et al. (2005) : [a-pinéne (6,65
%), camphéne (2,29%), 1,8-cinéole (7,26%), Linalol (2,18%), camphre (14,6 %), verbénone
(21,76%), géraniol (5,75%), acétate de bornyle (12,3%), Bornéol (10,4%), B-caryophylléne
(6,17%)], montre que cette essence appartient au chémotype [Bornéol + acétate de bornyle
> camphre], selon la classification de Tucker et Maciarello (1986), tout a fait différent ce
celui propre a notre échantillon. De plus, ces auteurs n'ont pas précisé dans leur mode
opératoire, les concentrations du Trolox employé et le signal de chimilumuniescence n'avait
été enregistré que pendant 130 s.

7 — Activité antimicrobienne

Pour I'évaluation de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles, la technique utilisée
est celle de 'aromatogramme, identique a celle de I'antibiogramme pour les antibiotiques.
C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles et,
en pratique, on utilise un milieu d’ensemencement solide du fait qu’il est le plus simple et
plus facilement reproductible. Pour cela, aprés avoir ensemencé le milieu de culture avec
la suspension microbienne, et en déposant un disque stérile imprégné d’huile essentielle,
on incube les boites de Pétri dans les conditions prédéfinies. Aprés un temps de latence de
24h pour les bactéries et de 48h pour la levure, le diameétre du halo d’inhibition entourant les
disques est alors mesuré. Chaque halo, une zone claire, nommée aussi zone d’inhibition
de la croissance microbienne, montre la destruction des germes et donne une indication
précise sur I'activité antimicrobienne des huiles utilisées. Les résultats des mesures sont
regroupés dans le Tableau 28 et illustrés par la Figure 39.

Micro-organismes testés N* ATCC Gram MHG HD

Staphplococcus aurens B34 + 17.0+£05 125+£04
Escherichin coli 4137 - 190 £0,5 15505
Saccharomyces ce reviaa G0 240£06 200£04

Tableau 28 : Diametre des zones d’inhibition en mm des micro-organismes testés.
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Fig. 39 : Activités antimicrobiennes des huiles essentielles
de romarin extraites par les méthodes MHG et HD.

Une classification des huiles essentielles en rapport avec leur spectre d’activité
antimicrobienne peut étre établie en fonction de I'importance du halo d’inhibition.

Une échelle de mesure de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles fut émise
par Ela et al. (1996) et Meena et Sethi (1994), en ordonnant les diamétres des zones
d’inhibition de la croissance microbienne en 04 classes :

- Forternent intabitrice lorsoue ; & = 25 rorn de la zone d'mhibition

- DMlodérérent mhibatrce lorsgue @ 28 ron = & = 16 rom de la zone d'inbdbation
- Légérement mbubatnce lorsgue @ 16 mm = €1 = 10 rn de 1a zone d’mbabition
- Mon mbabatrice lorsgue @ i = 10 mra de la zone d mbibation.

Le choix des bactéries a été porté sur deux souches (S. aureus et E. coli), fréquentes
en pathologie humaine, appartenant a deux catégories différentes (Gram positif et Gram
négatif). L'efficacité des produits testés ainsi que leur mode de pénétration dans la bactérie
sont différents.

Ces deux espéces bactériennes sont souvent responsables d’infections nosocomiales
qui constituent un probléme majeur de santé publique. L'émergence de la multirésistance
chez ces bactéries est une des principales causes d’échec thérapeutique.

Les résultats obtenus sont en général en accord avec les études précédemment
rapportées dans la littérature.Au contact des Gramnégatifs et Gram positifs, I'huile
essentielle extraite des feuilles fraiches de romarin montre une action Iégérement inhibitrice
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de la croissance de S. aureus et E. coli pour I'huile extraite par HD, mais son action devient
modérément inhibitrice pour I'essence extraite par MHG. Pour la levure S. cerevisiae, I'HE
extraite par les deux méthodes présente une action modérément inhibitrice. Par contre, la
zone d'inhibition mesurée pour I'HE extraite par MHG est |égérement plus grande que celle
de I'huile extraite par HD.

Dans la littérature, les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques et leurs modes d’action sur les souches microbiennes
appartiennent aux Labiaceae: Thym, Origan, Sarriette, Lavande, Menthe, Romarin, Sauge
et Hysope.

Zaika (1988) et Hussein (1990), ont montré que les bactéries a Grampositifs résistent
mieux aux huiles essentielles, que les bactéries a Gramnégatifs, ce qui est contraire aux
résultats trouvés par Farbood et al. (1976), Farag et al. (1989), Jay (1996), Outtarar et al.
(1997), Smith-Palmer et al. (1998), Marino et al. (1999), Mangena et Muyima (1999), Inouye
etal. (2001), auteurs qui ont révélé que les bactéries a Gram positifs sont généralement plus
sensibles aux huiles essentielles que celles a Gram négatifs. De plus, parmi les bactéries
Gram positifs une plus grande résistance a été décelée pour celles qui produisent de I'acide
lactique.

Chao et al. (2000), ont expliqué que les bactéries a Gram négatifs sont dotées
d’'une couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et une assise
externe constituée de lipopolysaccharides et de protéines. Cette structure peut empécher
la prise d’huiles ou protéger la couche peptidoglycane vis-a-vis des huiles. La membrane
externe de lipopolysaccharides (LPS) des bactéries a Gram négatifs constitue une barriére
d'imperméabilité aux substances hydrophobes, susceptibles d'entrer et d'empécher la
croissance des bactéries a Gram positifs. Dans ces derniéres, la couche peptidoglycane
se situe a I'extérieur, permettant ainsi a ces bactéries d’étre plus disponibles a entrer en
contact avec les huiles (Leclerc et al., 1995 ; Raven et al., 2000 et Chao et al., 2000).

Elgayyar et al. (2001) et Delaquis et al. (2002) sont en désaccord avec ce rapport,
car pour ces auteurs, il est trés difficile de faire de telles généralisations du fait que
chaque essence est unique dans sa composition et chaque bactérie a Gram positif differe
considérablement I'une de l'autre en structure et en fonctionnalité.

Deans et Ritchie (1987), Deans et al. (1995) et Dorman et Deans (2000), ont proposé
que la susceptibilité des bactéries envers les huiles essentielles, ne semble avoir qu’une
petite influence sur I'inhibition de la croissance microbienne.

Dans ce travail, les huiles essentielles testées sur les différentes bactéries a Gram
positifs et négatifs ont montré une action lIégérement variable. L’action de nos huiles

extraites par les deux méthodes sur les deux souches de test S. aureus (Gram+) et E. coli
(Gram ), a montré que les HE de romarin, semblaient étre préférentiellement plus actives

sur les Gram’, tout en exergant une activité inhibitrice plus grande contre E. coli pour les
deux essences (HD et MHG).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles serait reliée a la nature de ses
constituants majoritaires. En effet, les HE avec des teneurs élevées en hydrocarbures
monoterpéniques sont rapportés étre trés actives vis-a-vis des microorganismes. Des
hypothéses favorisant des effets nuisibles sur l'intégrité de la membrane bactérienne ont
été émises par Muller et Del Moral (1966) et Lorber et Muller (1976). Cependant, la rupture
de la membrane par des terpénes ont été montrées sur des bactéries a Gram positifs et
négatifs (Helander et al., 1998 ; Lis-Balchin et al., 1998 ; Griffin et al., 1999 ; Ultee et al.,

103



Extraction des antioxydants a partir de produits naturels et de co-produits agroalimentaires

1998, 2000 ; Mann et al., 2000 et De Feo et al., 2003). Par ailleurs, le mode d’action des
composants mineurs des huiles essentielles est inconnu. Delaquis et al. (2002), suggérent
que ces composés induisent des différences dans I'enveloppe des cellules des bactéries a
Gram positifs. Leur action est fortement limitée dans les bactéries a Gram négatifs.

Conner et Beuchat (1984), ont suggéré que le mode potentiel de l'action de
ces composés contre les levures pourrait étre d0 a [l'affaiblissement des processus
enzymatiques impliqués dans la production énergétique et dans la synthése des
composantes structurales. Nychas (1995), avait décrété que les phénols affectaient des
bactéries en affaiblissant ou en détruisant la barriére de perméabilité de la membrane des
cellules (ce qui conduisait au dégagement des constituants cellulaires), ou en changeant
la teneur et la composition en acides gras et en phospholipides des bactéries, ce qui
concourerait a perturber le métabolisme énergétique, le transport d’électron ou la prise
d’éléments nutritifs, et a affecter la synthése des acides nucléiques. Fondé sur ces
observations, il s’avére que les composés phénoliques n’ont pas une cible simplement liée
a l'activité microbienne ou a un mécanisme commun d’action (Cutter, 2000).

Chapitre lll : Compréhension des phénomeénes mis
en jeu et mécanisme d’extraction par Hydrodiffusion
assistée par micro-ondes et gravité (MHG)

1 — Modifications structurales du végétal
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Les observations par microscopie électronique a balayage (M.E.B.) servent d'une part, a
localiser et a connaitre avec grande précision, les sites producteurs d'huiles essentielles,
et d'autre part, a visualiser la moindre modification aprés chaque opération d’extraction. En
effet, les résultats de l'investigation expérimentale sur des feuilles de Rosmarinus officinallis
L. (romarin) par M.E.B. ont montré la présence de nombreux trichomes non glandulaires
appelés communément poils tecteurs, sur les veines et les extrémités des feuilles (Figure
40). Certains poils tecteurs (Figure 41) ont une forme unicellulaire, simple et de forme
conique, d’autres sont pluricellulaires et ramifiés (Bottega et Corsi, 2000 ; Werker et al.,
1985).
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Fig. 40 : Micrographie par microscopie électronique a balayage de la feuille de
romarin fraiche et non traitée (a) : Veine de la feuille, (b) : Extrémité de la feuille.
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Fig. 41 : Micrographie par microscopie électronique a balayage de la feuille
de romarin fraiche et non traitée montrant la prédominance des poils tecteurs.

Cependant, uniquement les trichomes glandulaires (poils sécréteurs) peuvent
synthétiser et contenir I'huile essentielle. Deux types sont cités : les trichomes peltés et les
trichomes capités (Bottega et Corsi, 2000 ; Deysson, 1978). Ces derniers (voir Figure 42),
nommeés aussi poils glandulaires, sont retrouvés sur la surface adaxiale et abaxiale de la
feuille de romarin. lls sont d’une part, plus nombreux que les trichomes peltés, et constituent,
d’autre part, des poils sécréteurs spécifiques aux lamiacées, famille contenant le romarin
(Marin et al., 2006 ; Bottega et Corsi, 2000 ; Werker et al., 1985). Les poils glandulaires sont
constitués d'une seule cellule basale encrée dans I'épiderme de la feuille, d’'un cou porteur
court unicellulaire ou bicellulaire et d’'une large téte sécrétrice constituée d'une ou de huit
cellules sécrétrices disposées en rosaces. Les cellules sécretent I'huile biosynthétisée sous
la cuticule protectrice. La récupération de son contenu en huile essentielle ne se fera que
par rupture de la cuticule (Wagner et al., 2004 ; Sharma et al., 2003 ; Turner et al., 1999 ;
McCaskill et al., 1992 ; Gershenzon et al., 1992 ; Deysson, 1978).

Fig. 42 : - A gauche : Micrographie par microscopie électronique a balayage de
la feuille de romarin fraiche et non traitée montrant la forme d’un trichome capité. A
droite : Schéma du trichome capité d’aprés Wagner et al., 2004 ; Turner et al., 1999.

Les trichomes peltés (Figure 43) sont des poils glandulaires unicellulaires et a pied long.
lls prédominent les surface abaxiales et se localisent sur les dépressions épidermiques. lls
sont composés d’une cellule basale épidermique, de deux a trois cellules constituant le pied
qui porte a son bout, une cellule sécrétrice. Les modes de sécrétion et d’excrétion des huiles
essentielles sont identiques a ceux rapportés précédemment pour les trichomes capités.
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Fig. 43 : - A gauche : Micrographie par microscopie électronique a balayage
de la feuille de romarin fraiche et non traitée montrant la forme des trichomes
peltés, - A droite : Schéma des trichomes peltés d’apres Deysson, 1978.

Les différentes méthodes d’extraction (MHG, HD) ont conduit & des changements
physiques clairement observés sur la matiere végétale. Les Figures 44 (a — ¢) illustrent bien
la comparaison des micrographies relatives a la feuille de romarin.

Dans le cas de I'extraction de I'huile essentielle des feuilles fraiches de romarin par la
méthode MHG, nous constatons qu’un traitement d’'une durée de 15 minutes, a suffi pour
engendrer des dégats sur les cellules et sur leurs parois. Nous observons dans la Figure
44 un éclatement des parois de la cuticule d’'un poils glandulaire et une déshydratation des
feuilles. Ceci peut étre expliqué par une élévation brutale et soudaine de la température
in-situ des structures cellulaires, situation qui a induit d'une part, une augmentation de la
pression interne de ces cellules et qui a généré d'autre part, leur destruction tout en les
vidant de leur contenu.
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% o
Fig. 44 : Micrographie par microscopie électronique a balayage de la
feuille de romarin aprés extraction par MHG ; (a) : trichome capité apres

MHG ; (b) : trichome pelté apres MHG ; (c) : feuille de romarin apres MHG.

En revanche, le matériel végétal soumis a I'hydrodistillation (3 heures) semble étre
trés similaire a des matiéres non ftraitées. On peut constater une destruction partielle
des glandes et une partie d'entre elles, demeurent encore remplies (Figure 45). Les
changements observés pour I'extraction MHG sont nettement différents de ceux observés
par HD, montrant clairement que les cellules sont brisées ou endommagées pendant le
traitement par micro-ondes. Cela indique que les contraintes mécaniques induites par
la décompression rapide et la vaporisation violente de I'eau ont deux effets principaux -
I'effet de déshydratation et un changement ultérieur de la pression superficielle de la paroi
glandulaire, amenant la cellule a se détériorer voire a éclater (Figure 44 (a)). Des effets
similaires ont été rapportés par Paré et Bélanger (1997) et par Chen et Spiro (1995) au
cours de l'extraction assistée par micro-ondes de feuilles de romarin en présence d'hexane.
Lorsque les glandes ont été soumises a un stress thermique plus sévére et a des pressions
localisées élevées, comme dans le chauffage micro-ondes, une montée de pression dans
les glandes pourrait avoir dépassé leur capacité d'expansion et causer une rupture plus
rapide que dans I'extraction conventionnelle.
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Fig. 45 : Micrographie par microscopie électronique a
balayage de la feuille du romarin apres extraction par HD ; (a,
b) : trichome capité apres HD ; (c, d) : trichome pelté aprés HD.

2 — Analyse sensorielle

Les résultats de I'évaluation sensorielle réalisée par un panel sur les huiles essentielles de
romarin extraites par la méthode MHG et HD sont présentés dans le Tableau 29.

Les deux huiles extraites par MHG et HD liquides, présentent la méme couleur jaune
pale, leur senteur présente une nuance citronnée. Ce caractére commun est dd a la
présence des hydrocarbures terpéniques tels que les pinénes (a et ), le myrcéne et le
limonéne qui ensemble offrent une teneur globale dépassant les 53% (MHG) et 54 % (HD)
de la composition totale de I'huile essentielle. Cette nuance est renforcée par la présence
du linalol qui couvre un taux dépassant les 2% pour les deux huiles.

Le panel a qualifié I'huile essentielle extraite par HD d’odeur de bouillie et différente
de celle provenant des fruits frais. Par contre, il caractérise I'huile essentielle extraite par
MHG d’'une odeur ferme d'herbes aromatiques fraiches, qualificatif qui présente I'essence
de romarin (MHG) avec un profil aromatique nouveau par rapport a celui de I'essence HD
et ouvre aux parfumeurs une nouvelle voie de création.

Tableau 29 : Evaluation sensorielle des huiles essentielles de romarin extraites par HD et MHG.
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Evaluation sensorielle MHG HD

Couleur Jaune pale Jaune pale

Odeur Fraiche, Iégérement camphrée | Légérement camphrée et
avec une légere note citronnée, rappelant 'odeur des citrus,
odeur ferme d'herbes odeur de bouillie, différente de
aromatiques fraiches celle provenant des fruits frais

Aspect Liquide mobile Liquide mobile

L’huile essentielle issue de la méthode MHG posséde une note olfactive proche de
I'arbme originel du romarin avec une note fraiche et une odeur ferme d'herbes aromatiques.

3 — Modélisation des données cinétiques

Nous avons observé que les courbes de la cinétique d’extraction (MHG et HD) de I'huile
essentielle de romarin (Figure 46) suivent toutes deux trois étapes distinctes mais qui se
différencient par la durée de I'extraction. Cependant, la diffusion du soluté de la matiére
végeétale dans le solvant (vapeur d’eau) constituent généralement I'étape limitante (Cacace
et Mazza, 2003 ; Gertenbach, 2001). Le modéle de diffusion appliqué a I'extraction solide-
liquide, proposé par Crank (1975), est dérivé de la seconde loi de Fick :

2 _ 2 C
af ax

O ;T est la concentration du sobté dans la matiére ségétale & un Iinstant (1), & une distance x
{rreny de la derni-épaizsenr de la fewlle (L), Les conditions matiales et aux lrnites sont
-t=0 -L&Zx £ =0,

-7 t=0

-7t

x=xL C=0;=10

A _
ax

Teneur constante 4 l'interface

o Syroétrie du systérne

La solution génfrale de cette équation décrite par Crards {1975) ; Spiro et Kandiah (1920 ;
Elardiah et Spivo (19907 ; Stangler et qf (2003} ; Cretnil et ol (2005) pent Etre exprimée comne

guit ;

&eer

0., : concentration raxitnale du soluté exdraite |

oy concentration extraite 4 'instant t

E;: Constante de vitesse dextraction |

a : Bhacisse 4 I'origine.

Fig. 46 : lllustration des constantes de vitesse au cours de la cinétique
d’extraction de I'HE des feuilles de romarin par MHG (a) et HD (b).
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Fig. 46 : lllustration des constantes de vitesse au cours de la cinétique
d’extraction de I'HE des feuilles de romarin par MHG (a) et HD (b).

= Meéthode
MHG HD
Parameéires
Bt o.po1 (%) 0,28 0,19
[ Rdt etape 2 (%) D:TE D,l-ﬂ-
Iy (mincl) 0,7673 00353
k; (min') 0,20686 00204

Tableau 30 : Résultats de la modélisation de la cinétique d’extraction.

Les résultats issus de la modélisation de I'extraction par MHG indiquent que la totalité
du rendement (84,85%) est récupérée durant la premiere étape (4 min), alors que 57,58
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% est observé pour HD durant 45 min. Pour la seconde étape. Il suffit uniquement de 2
min pour la méthode MHG pour récupérer 15,15 % du rendement et atteindre le palier. Par
contre, avec la HD, il faut écouler 90 min pour pouvoir distiller 42,42 % du rendement de
I'HE. En analysant les constantes de vitesse d’extraction, décrites dans le Tableau 30, nous
remarquons la présence de deux périodes :

La premiére est relative a un domaine ou la constante de vitesse d’extraction par MHG
est = 14 fois plus importante que HD, ce qui conduit a un taux d'extraction constant et trés
rapide appelé processus de lavage. Un état constant de transfert de masse a lieu, et une
résistance du film végétal contréle la vitesse.

La deuxiéme est relative & un domaine ou la constante de vitesse d’extraction (ko) pour
HD, diminue graduellement par rapport & k1 de 0,0353 min'1 pour atteindre la valeur de

0,0204 min'1 . Au contraire, la MHG se caractérise par une augmentation de la constante de
vitesse ko en dépassant celle de la premiere période (ko>k1), et qui est en méme temps =41

fois supérieure a celle de HD. Pour la technique MHG, une diminution du temps d’extraction
de moitié par rapport a la premiére période est observée. Cette seconde période constitue
un domaine ou l'extraction, beaucoup plus lente, avec un état instable du transfert de masse,
et ou la diffusion intra-particule contrdle la vitesse du processus pour la HD et une diffusion
intra-particule plus rapide par la technique MHG a vu son taux d'extraction diminuer du fait
que le chauffage est totalement différent par rapport a la HD : il commence du cceur de la
matiere végétale pour aller vers sa périphérie.

Par conséquent, la méthode d’extraction par MHG se présente comme une méthode
innovante remarquable du fait qu’elle en ayant pu extraire plus de 84 % d'essence en 4
minutes seulement, alors que 'HD nécessite plus de 105 minutes pour un méme taux de
rendement en HE de romarin.

4 — Mécanisme d’extraction
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Les informations recueillies a partir de I'étude morphologique et de la modélisation de la
cinétique d’extraction peuvent expliquer la rapidité d’extraction par MHG en comparaison a
latechnique HD, mais elles ne peuvent expliquer ni prévoir la composition chimique de I'huile
essentielle extraite et pourquoi nous avons un taux de composés oxygénés plus important
par MHG.

Nous présentons dans le Tableau 31 la structure, la température d’ébullition et les
teneurs de deux molécules principales et majoritaires dans chacune des huiles essentielles
de romarin extraites par les méthodes MHG et HD. Les températures d’ébullition des
composeés ont été évaluées par le logiciel de calcul spécifique « ACD boiling point » (2004).
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v—Pinéne Camphre
~
Structure = | ‘
r-"',."' ﬂ:'.:c._
Formule Chimigue CroHi CroH 0
Masse molaire (g . mol') 136,24 152,24
N° (AS E0-56-5 T6-22-2
T* d’éhullition L350 207, 4°C
Solubilité dans l'eau (z/I) 00001 gL 092gL
Teneur (%) / MHG 43,60 2,60
Teneur (%) / HD 44,05 782

Tableau 31 : Caractéristiques de deux composés
de 'HE de romarin extraites par MHG et HD.

L’huile essentielle de romarin obtenue par HD est nettement dominée par I'a-pinéne
(44,05%) dont la température d’ébullition est de 157,9°C. En revanche, dans l'huile
essentielle obtenue par MHG, ce dernier est présent en proportion inférieure (43,60%).

L’autre composé majoritaire de I'essence de romarin est le camphre, composé oxygéné,
dont le point d’ébullition (207,4°C) est nettement plus élevé que celui de I'a-pinéne
(157,9°C). Ce composé carbonylé présente une faible teneur dans I'huile essentielle (HD)
comparativement a celle obtenue par MHG.

D'une maniére générale, le mode MHG permet une meilleure extraction des composés
Ooxygénés par rapport aux composés aromatiques non oxygénes, bien que leur température
d’ébullition soit plus élevée. Dans le mode MHG l'extraction se déroule en 15 minutes
alors que I’'HD nécessite au minimum 3 heures. Compte tenu de ces temps, nous pouvons
imaginer que les composeés oxygenes, a point d’ébullition généralement élevé n’auront pas
le temps d’étre totalement extraits a partir du systéme rapide d’extraction sans solvant, sans
eau et assistée par micro-ondes. La majorité des composés extraits sont supposés étre de
nature non oxygénée avec des températures d’ébullition plus basses.

Les micro-ondes permettent de libérer plus rapidement I'huile essentielle contenue
dans la matrice végétale grace a I'ouverture quasi instantanée des glandes sécrétrices. Lors
d’'une MHG 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 I'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 MHG ne peut étre supportée uniquement par les températures d’ébullition des
CoOmMposés oxygénés ou non oxygeéneés extraits. Nous pensons que, pour cette raison, la
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solubilité de ces composés dans I'eau a un effet significatif sur la différence de composition
chimique des huiles essentielles.

Cependant, Koedam (1982), en reprenant les théories méconnues de Von Rechenberg
publiées en 1910, a pu montrer en prenant le cas du carvi que le point d’ébullition d’'un
composé organique n’explique pas a lui seul le phénomeéene de distillation, et qu'il faut
introduire la notion de solubilité. En effet, la carvone étant soluble dans I'eau, contrairement
au limoneéne, dés lors que 'on commence a chauffer le milieu réactionnel, 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 limonéne et les autres terpénes
commencent alors a étre entrainés par la vapeur d’eau. Bien que la carvone ait un point
d’ébullition trés élevé, ce produit est extrait en priorité en raison de sa solubilité élevée dans
'eau. Pour le limonéne, son insolubilité dans I'eau est un obstacle a I'entrainement de ce
produit bien que son point d’ébullition soit plus bas.

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 MHG, le phénoméne d’extraction
s’appuiera plus sur la solubilité que sur la température d’ébullition. Le phénoméne de
vaporisation serait ainsi guidé non pas, par la température d’ébullition des composés mais
par leur solubilité ; c’est ce que nomme Von Rechenberg « le phénoméne d’hydrodiffusion ».
Pratiquement, lors de la mise en ceuvre d’'une hydrodiffusion assistée par microondes et
gravité (MHG), nous ne rajoutons en aucun cas de I'eau a la matiére végétale ; seule I'eau
interne de la plante (au maximum 95% en masse de la matiére végétale pour les plantes
fraiches) va entrer en jeu. Alors que pour I'HD, pour traiter 250 g de matiere végétale, 2,5
litres d’eau environ ont été rajoutés au milieu. Les composés aromatiques qui constituent
I'huile essentielle sont contenus sur les surfaces des feuilles qui se trouvent, directement
dans le cas de 'HD, ou indirectement dans le cas du MHG, 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, condensé et
séparé.

Le camphre posséde une solubilité de 0,92 g par litre d’eau qui est beaucoup plus
élevée que celle de I'a-pinéne (voisine de zéro). Ainsi, la difficulté de certaines molécules
a se solubiliser va donc entrainer une certaine sélectivité. Il semblerait donc que cette
eau disponible, plus faible en MHG, 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.

Par ailleurs, une autre spécificité de la méthode d’hydrodiffusion assistée par
microondes et gravité (MHG) est son mode de chauffage et de fonctionnement ou les
micro-ondes ne générent pas de la chaleur par conduction ou convection comme un
chauffage classique, mais par la perte diélectrique (Metaxis et Meredith, 1988). Le facteur
de perte diélectrique (¢”) et la constante diélectrique (€) d'un matériau sont deux facteurs
déterminants de l'efficacité de transfert de chaleur vers I'échantillon. Leur rapport (¢7/ €)
est le facteur de dissipation (tan 8), qui traduit I'aptitude d’'un support ou d’'un matériau a
absorber rapidement les micro-ondes lorsqu’elles les traversent et a les dissiper dans le
milieu sous forme de chaleur (Metaxis et Meredith, 1988). Plus cette valeur sera élevée,
plus cette aptitude sera grande. Dans le cas inverse, le facteur de dissipation tendra vers 0.
Pour illustrer ce phénoméne, les composés polaires sont des diélectriques a fortes pertes.
L’énergie micro-ondes sera dissipée donc sous forme de chaleur grédce au phénoméne de
polarisation diélectrique.
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Il existe deux principaux mécanismes par lesquels les matériaux dissipent I'énergie
micro-ondes, a savoir la rotation dipolaire et la conduction ionique (Neas et Collins, 1988) :
La rotation dipolaire fait référence a I'alignement des molécules qui ont un moment dipolaire,
avec le champ électrique. Sous I'effet du champ électrique alternatif, les dipbles s’orientent
dans un sens, se désorientent lorsque le champ s’annule et se réorientent dans 'autre sens
lors du renversement de la polarité du champ (Figure 47). L’énergie électrique est convertie
en énergie cinétique par la rotation des dipbles. Cette derniere est transformée partiellement
en chaleur : l'alignement des dipbles par rapport au champ électrique est contrarié par
les forces d'interactions entre molécules (les forces de liaisons par pont hydrogéne et les

forces de liaisons de Van der Waals). A 2450 MHz, le champ oscille 4,9 x 109 fois par
seconde, ce qui contraint I'agitation des molécules et donc génére de la chaleur. L'efficacité
de la production de chaleur grace a la rotation dipolaire dépend du temps de relaxation
diélectrique caractéristique de I'échantillon, qui a son tour dépend de la température et de
la viscosité. Le deuxiéme grand mécanisme de dissipation est la conduction ionique, qui
représente I'aptitude du milieu a permettre au courant de circuler. La migration des ions
conducteurs dissous avec le champ électrique oscillant et la production de chaleur est due
a des pertes de frottement qui dépendent de la taille, de la charge et de la conductivité des
ions ainsi que de leurs interactions avec le solvant.

- i@\‘éx/
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électrique contir Electrigque alternatif

a trés hante frécquence
Fig. 47 : Rotation des dipbles soumis a une irradiation micro-ondes.

5 — Qu’est ce qu’on trouve dans la phase aqueuse ?

Le romarin est une plante contenant des niveaux élevés d'antioxydants naturels tels que
les acides carnosique et rosmarinique, le carnosol...etc. L'extraction de ces antioxydants
a partir des feuilles de romarin permettrait ainsi d’avoir des produits naturels plutét que de
synthése et qui sont utilisés comme additifs dans les industries alimentaire, cosmétique et
pharmacologique (Shylaja et Peter, 2004 ; Arouma et al., 1992).

De plus, aprés avoir extrait 'HE de romarin par la technique d’hydrodiffusion assistée
par microondes et gravité (MHG), nous avons récupéré I'eau résiduelle que nous avons
lyophilisée ultérieurement, et analysée ensuite par HPLC (Figs. 49 — Fig. 52) pour voir son
contenu. Pour comparaison, une analyse de la composition des feuilles fraiches de romarin
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en polyphénols a été effectuée selon I'organigramme montré dans la Figure 48. Les résultats
trouvés sont regroupés dans le Tableau 32.

Ac. Rosmarinigue (%) | Ac. Carnosigue (%) Carnosol (%)

T et 2,58 15,55 2,12

Eau résiduelle 022 - -
Lyophilisée

Prix de 1g ¢€) 1350 845 3860

Tableau 32 : Proportions des polyphénols dans le romarin
frais et dans I'eau résiduelle aprés extraction par MHG.

Les principaux composés responsables de l'activité antioxydante du romarin dans les
fractions non-volatiles sont I'acide carnosique, le carnosol et I'acide rosmarinique (Cuvelier
et al., 1996). Leur pouvoir antioxydant a été classé par Pearson et al. (1997) durant
'inhibition de I'oxydation des lipoprotéines de faible densité comme suit : Carnosol > Ac.
Rosmarinique > Ac. Carnosique. Ces polyphénols ont également d'importantes activités
biologiques in-vitroen tant qu’agents anti-tumoraux, agents de chimioprévention et anti-
inflammatoires (Cheung et Tai, 2007 ; Shuang-sheng et Rong- liang, 2006 ; Danilenko et
al., 2003 ; Al Sereiti et al., 1999). Il a été proposé que les polyphénols de romarin puissent
grandement augmenter la fonctionnalité des aliments pour la santé et le bien-étre (Shahidi
et Naczk, 2004).
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Fig. 48 : Organigramme d’extraction des
polyphénols a partir de feuilles fraiches de romarin.
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Fig. 52 : Chromatogramme du romarin frais présentant
le pic de l'acide carnosique a la longueur d’onde 284 nm.

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que I'eau résiduelle contient 0,82 %
d’acide rosmarinique, voire 0,545 mg d’acide rosmarinique trouvé dans I'eau résiduelle
issue de I'extraction de 100 g de feuilles fraiches de romarin ; nous pouvons donc valoriser
nos rejets d’eau résiduelle en récupérant a partir de chaque extraction utilisatrice de 500
g de romarin frais, 2,725 mg d’acide rosmarinique (équivalent de 3,68 €) sans utilisation
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de solvant ou d’eau. De ce fait, la production de 1 kg d’HE de romarin par MHG, comme
indiqué dans le tableau 33, génére 180 litres d’eau résiduelle qui contient environ 1,65 g
d’acide rosmarininque soit une valeur ajoutée de I'ordre de 2227,5 €.

L'acide rosmarinique, dérivé de I'acide hydroxycinnamique et appartenant au groupe
des polyphénols, posséde une activité antioxydante trés supérieure a celle de la vitamine E
(Exarchou et al., 2002 ; Zheng et Wang, 2001). L'acide rosmarinique présente la particularité
d'étre absorbé par les cellules du systéme gastro-intestinal, puis conjugué et méthylé au
niveau hépatique. Il est également absorbé au niveau des cellules de la peau (Baba et
al., 2005). De plus, I'acide rosmarinique inhiberait la production d’oxyde nitrique (NO) ainsi
que d’autres especes réactives de 'oxygéne et de I'azote dans les macrophages, évitant
ainsi des dommages importants causés par le stress oxydant ou le vieillissement cellulaire
(Sroka et al., 2005 ; Qiao et al., 2005). Sur des cellules cardiaques soumises a des stress
chimiques, il a été démontré que l'acide rosmarinique inhibait la génération d'espéces
réactives a l'oxygéne (Kim et al., 2005 ; Psotova et al., 2005). En protégeant les cellules
vis-a-vis des espéces réactives de I'oxygéne, I'acide rosmarinique augmente leur viabilité
et diminue le taux de mort cellulaire due a l'oxydation. (Gao et al., 2005). Les propriétés
antioxydantes de I'acide rosmarinique peuvent également étre mises a profit pour prévenir
I'oxydation des aliments. Par exemple, I'acide rosmarinique peut prévenir I'oxydation des
stérols contenus dans I'huile d'olive vierge lors des phases de chauffage (D'evoli et al.,
2006).

Colt, énergie et impact environnemental

L’hydrodiffusion par micro-ondes et gravité (MHG) est ici présentée comme étant une
méthode d’extraction écologique rapide et adaptée a la préparation d’échantillon en vue
du dosage des huiles essentielles dans les matrices aromatiques ou de leur production.
La réduction du colt d’extraction par MHG est mise en évidence en termes d’énergie,
de consommation de solvant et de temps requis. LU'examen du Tableau 33 rappelle le
temps nécessaire a la réalisation d’'une extraction par la méthode de Clevenger (3 h) alors
que la technique développée dans ce manuscrit requiert environ 15 min seulement de
chauffage par micro-ondes. L’énergie requise pour réaliser les deux méthodes d’extraction
est respectivement de 4,33 kWh pour la méthode d’hydrodistillation conventionnelle et de
0,25 kWh pour la méthode par micro-ondes (énergie nécessaire au fonctionnement du
four). Les calculs énergétiques ont été réalisés a I'aide d’'un Wattmeétre placé sur les prises
de courant électrique a I'entrée du four micro-ondes et des chauffages électriques par
conduction.

Tableau 33 : Comparaison énergétique des deux méthodes d’extraction.

HD MHG

Temps d’extraction (min) 180 15

Rendement d’extraction (%) 0,35 0,33

Impact environnemental (kg CO 2 rejeté. kg
HE)

-1 2000 120

Consommation d’énergie (kWh. kg

-1 2500 150

HE)

Eaux usées (litre. kg

120

-1 1700 180

HE)
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Du point de vue de I'impact environnemental, la quantité calculée, en émission de
dioxyde de carbone dans I'atmosphére, est plus élevée dans le cadre des extractions par
la méthode classique (3464 g de CO2 par extraction) que par MHG (200 g de CO2 par

extraction). Ramenée a la quantité de CO2 produit par kilogramme d’huile essentielle, on
obtient environ 2000 kg de CO2 par kg d’huile par la méthode classique contre 120 kg de
CO2 par kg d’huile par méthode électromagnétique. Selon la littérature, ces calculs sont

basés sur le fait que pour obtenir 1 kWh a partir de charbon ou de fuel, 800 g de dioxyde de
carbone sont émis dans I'atmosphére lors de la combustion de I'énergie fossile (Bernard,
2001). La technique d'extraction MHG apparait ici comme étant une procédure dite « verte
» permettant de réaliser des économies énergétiques, de diminuer les rejets de CO> et de

limiter les eaux usées.
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Les objectifs de ce travail ont consisté en la réalisation, I'optimisation et I'application
d’'un nouveau dispositif d’extraction des huiles essentielles assistée par micro-ondes.
Nous avons développé un appareillage de laboratoire nommé Hydrodiffusion par Micro-
ondes et Gravité (MHG), et mis au point par le professeur Chemat dans son laboratoire
(GREEN, Université d’Avignon et Pays de Vaucluse — France). Cette nouvelle méthode a
été comparée tout au long de sa mise en application a la technique conventionnelle de
Clevenger (Hydrodistillation). Plusieurs étapes nous ont permis de parvenir a I'élaboration
et a la validation de ce nouveau systéme d’extraction assisté par micro-ondes.

Dans un premier temps, les travaux ont permis de tester et d’ajuster le prototype
d’extraction. Ainsi, des expériences ont pu étre réalisées avec des co-produits agro-
alimentaires de l'industrie des Citrus. Une méthodologie expérimentale a été appliquée
dans le but d’évaluer I'impact des variables sur I'extraction et d'optimiser les paramétres
d’utilisation. Alors que la méthode conventionnelle d’extraction requiert 3 heures, les
conditions par micro-ondes optimisées nous ont permis de réaliser I'extraction des huiles
essentielles en seulement 15 minutes. Les deux méthodes permettent d’obtenir des
résultats quantitativement (rendement en huile essentielle) et qualitativement (composition
des extraits) équivalents.

Dans un second temps, nous avons mis en évidence le fait que les conditions et
paramétres d’extraction MHG n’avaient pas d’impact négatif sur la composition des extraits.
Au contraire nous avons enregistré pour cette méthode une composition plus riche en
composés oxygénés en la comparant a celle issue de la méthode conventionnelle. Ainsi,
quels que soient les parameétres d’extraction, les micro-ondes et la procédure de traitement
proposée améliorent la qualité et la quantité des extraits. Ces constatations nous ont permis
d’élargir les matrices étudiées a un panel de matrices végétales. Les résultats obtenus
sont étroitement liés a une combinaison de gradients de température de conduction et de
radiation au sein des échantillons traités.

Dans un dernier temps, une approche écologique et une compréhension du
phénoméne mis en jeu pour I'extraction des huiles essentielles par Hydrodiffusion par Micro-
ondes et Gravité ont été abordées. La limitation des eaux usées, la rapidité de la procédure,
la réduction du colt énergétique font de I'Hydrodiffusion par Micro-ondes et Gravité 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.

L'Hydrodiffusion par Micro-ondes et Gravité permet la réalisation de procédures
d’extraction des huiles essentielles, rapides et efficaces ou le chauffage sélectif apporté
est dissipé volumétriquement au cceur de la matrice irradiée par les micro-ondes. Cette
méthode permet également une distribution et un transfert de masse et de chaleur depuis
le coeur de la matrice vers I'environnement. Au contraire, et dans le cas du procédé
conventionnel, la chaleur est tout d’abord transférée a I'extérieur du milieu et se dirige
vers l'intérieur de la matrice. Ainsi, le transfert de masse s’effectue de l'intérieur de la
matrice vers I'extérieur alors que le gradient de température intervient depuis I'extérieur
vers lintérieur. Ces deux phénoménes nous ont permis d’exploiter un nouveau dispositif
d’extraction au travers d’une énergie innovante et efficace. La technique permet de réduire
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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 ».
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