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SUMMARY

Gas chromatographic and mass spectrometric study of the aromatic composition of
bergamot (Citrus aurantium subsp. bergamia Risso et Poiteau Engler) essential oil

The composition of fresh and aged oils of bergamot was investigated by
liquid—solid chromatography and gas chromatography-mass spectrometry. A total
of 165 volatile components were detected, including 39 hydrocarbons, 63 alcohols,
20 esters, 12 carbonyl compounds, 19 (epoxido-compounds. Sixty-nine components
were identified for the first time in bergamot oil. The main components of the oil are
limonene, linalyl acetate and linalool. Considerable differences in the aroma com-
position were found between fresh and aged oils. A probable oxidation scheme for
linalool and linalyl acetate is proposed and the formation of (ep)oxides, diols and
bifunctionals compound is also discussed.

INTRODUCTION

Le bergamotier, Citrus aurantium subsp. bergamia Risso et Poiteau Engler,
appartient 4 la famille des rutacées.

On ne connait pas les origines géographiques de cette plante qui serait d’origine
hydride au point de vue botanique. Le bergamotier a fait son apparition en Italie 4
la moitié du 17iéme siécle environ. Les premiéres cultures 4 des fins industrielles ont
été organisées en Calabre, vers 1750; dans ce but, aujourd’hui on utilise le berga-
motier de la variété vulgaris ou communis greffé sur I'orange ameére, qui comprend
les deux clones Castagnaro et Femminello.

La plus grande partie de la production mondiale de bergamotier est concentrée
en deux grandes zones de culture de la Calabre: la cote “Tyrrénienne” de la Pointe

* Travail poursuivi dans le cadre de la convention avec le “Comitato per lo Studio delle Bevande
Alcooliche Aromatizzate”, Torino.
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Pezzo au Cap d’Armi et la zone “Jonienne™, bien plus étendue, du Cap d’Armi 4 la
Pointe Stilo.

Les cultures de bergamotier se trouvent aussi en Cote d’Ivoire tandis que les
tentatives de I'introduire en autres pays ont manquées a cause des conditions parti-
culiéres de climat que cette plante demande.

Les fruits du bergamotier sont de dimensions plus faibles que les fruits de
I'oranger. L'huile essentielle est obtenue du zeste des fruits par pression a froid avec
un rendement saisonnier moyen de 0,5-0,65%; sa couleur varie du vert au jaune
suivant le degré de maturation des fruits. L huile essentielle est utilisée pour la plupart
pour la préparation des parfums et pour I'aromatisation des candis, the, tabac a pipe
ctc.

En ce qui concerne I'utilisation du jus de bergamote, a la saveur trés caracté-
ristique, des expériences récentes prouvent qu’il est possible d’obtenir un jus aux
bonnes qualités organoleptiques!.

Les premiéres recherches effectuées sur la composition de I'huile de bergamote
remontent au siécle dernier2. En 1979, Shaw?® et Lawrence* ont publié deux revues
de la littérature ou les auteurs citent la plupart des travaux publiés a ce sujet. De
plus, il faut signaler les récents travaux de Huet®, Schenk et Lamparsky® et Ehret et
Maupetit’.

Dans cette étude on a recherché la composition de la fraction volatile de I’huile
essentielle de bergamote par couplage chromatographie en phase gazcuse et spectro-
métrie de masse (GC-MS).

MATERIEL ET METHODES

L’huile essentielle (200 ul) a été préfractionnée a la température de 10-11°C
sur une colonne de verre (30 x 1,8 cm) remplie de 27 g de gel de silice 60 Merck
(35-70 mesh). On a obtenu quatre fractions. La premiére fraction a été €luée avec
200 ml de pentane, tandis que les fractions II et III ont été éluées avec 200 ml de
10% et 20%, respectivement, de diéthyle éther en pentane; la quatriéme fraction a
&té éluée avec 200 ml de diéthyle éther.

En ci qui concerne le couplage GC-MS on a employé les mémes conditions
utilisées dans une précédente étude sur la composition de la fraction volatile du ca-
lamus®:?.

L’appareil de chromatographie en phase gazeuse (Perkin-Elmer Sigma 3) uti-
lisé &tait équipé d’un détecteur 4 ionisation de flamme et d’une colonne capillaire en
silice fondue (25 m x 0,2 mm L.D.), imprégnée de Carbowax 20M; débit d’helium
1 ml/min; diviseur de débit a l'injection 1/60; température de I'injecteur et du détec-
teur 250°C; programmation de température de 60°C & 200°C 4 2°C/min avec 2 min
d’isotherme initiale.

L’identification des composés volatils des huiles essentielles a ét¢ realisée a
I’aide d’un appareil Hewlett-Packard 5992 B équipé d’une colonne capillaire en silice
fondue de 50 m x 0,3 mm I1.D., imprégnée de Carbowax 20M; débit d’helium 3
ml/min; diviseur de débit & linjection 1/30; température de 'injecteur 250°C; pro-
grammation de température de 54°C 4 200°C a 4°C/min avec 5 min d’isotherme
initiale. Le courant ionisant était de 70 eV.
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RESULTATS ET DISCUSSION

On a examiné six huiles essentielles commerciales provenantes de Calabre, dont
la moitié était composée d’huiles jeunes (1984), tandis que les autres &taient vieillies.

Le premier groupe d’huiles essentielles a été analysé aprés deux mois de la
production; pendant cette période les huiles essentielles ont été conservées au réfri-
gérateur (& + 3°C) en flacons de verre brun (sauf trois jours a température ambiante).

Le deuxiéme groupe d’huiles essentielles a été vieilli au réfrigérateur (& + 3°C)
en flacons de verre brun, il y a au moins deux années (sauf une période initiale d’un
mois 4 température ambiante).

Au cours de I’exposition des résultats on montrera seulement les données des
deux échantillons les plus représentatifs des deux groupes d’huiles analysées (B pour
le premier groupe et A pour le deuxiéme). Tous les constituants caractérisés dans ces
huiles essenticlles sont regroupé dans le Tableau I; la Figure 1 reproduise le chro-
matogramme de ’échantillon A, tandis que les Figures 2-5 sont relatives aux chro-
matogrammes des fractions [-IV du méme échantillon obtenues par chromatographie
en phase liquide sur gel de silice.

On a trouvé 126 composés dans I’échantillon A et 161 dans I’échantillon B. La
plus grand teneur en composés oxygenés présents dans ’échantillon A est due a la
présence de beaucoup de produits d’oxydation des terpénes, dont on parlera dans un
autre paragraphe. Au total, on a identifié chez les huiles examinées 69 composés,
pour la premiére fois.

Hydrocarbures

Les hydrocarbures sont les composants les plus abondants de I'huile de ber-
gamote et ils forment plus que 60% de la fraction volatile, dans 1’échantillon B. Les
terpénes et les sesquiterpénes se trouvent dans la premiére et deuxiéme fraction (Figs.
2 et 3) et ils représentent, respectivement, 97,6% et 2,4% de la totalité des hydro-
carbures.

11 est intéressant de noter qu'une forte teneur en hydrocarbures terpéniques
peut dependre de beaucoup de facteurs, parmi lesquels il faut rappeler ceux liés au
climat, dont on parlera dans le paragraphe dédié aux alcools.

En ce qui concerne les terpénes principaux rappelons le limonéne (pic 8), le
p-terpinéne (pic 11), le B-pinéne (pic 4), tandis que parmi les sesquiterpénes le f§-
bisaboléne (pic 58), le B-caryophylléne (Tableau I) et I'a-frans-bergamoténe (pic 37)
sont les plus représentatifs.

Dans Iéchantillon A, la proportion d’hydrocarbures terpéniques par rapport
aux hydrocarbures totaux est trés élevée (99%), tandis que les sesquiterpénes sont
présent seulement en faibles quantités.

La différence la plus remarquable entre les deux huiles est la plus forte teneur
en p-cyméne de I'échantillon A (8,09%) en comparaison de I’échantillon B (0,54%),
le y-terpinéne se comportant de fagon inverse. Des faibles teneurs en p-cyméne dans
les huiles jeunes de bergamote proviennent, au moins en part, de la présence occa-
sionnelle de fruits déja dégradés avant I'extraction; la concentration du y-terpinéne
en ces cas est toujours trés élevée. Au contraire, une forte teneur en p-cymeéne est
certainement un fait anomal et il est toujours lié 4 la diminution de la teneur en y-
terpinéne. Cette derniére situation, caractéristique des huiles dgées ou mal conservées,
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est due 4 la deshydrogénation aromatisante du y-terpinéne en p-cyméne. Cette oxy-
dation modifie sensiblement le rapport entre le p-cyméne et le y-terpinéne; en effet
dans les huiles jeunes la valeur moyenne de ce rapport est de 0,089, alors que dans
les huiles Agées elle atteint le maximum (2 peu prés 260).

Le p-cyméne provient aussi de I'a-terpinéne, un hydrocarbure présent seule-
ment en traces dans I'huile de bergamote.

Alcools

Au total, on a identifi¢ 37 alcools, dont 20 identifiés pour la premiére fois; ils
se trouvent surtout dans la troisiéme et la quatriéme fraction (Figs. 4 et 5). Les alcools
représentent 16,8% de la fraction volatile dans ’échantillon A et 10,1% dans I’é-
chantillon B.

Il est intéressant de remarquer que la teneur en alcools, et surtout celle en
linalol, de Thuile essentielle de bergamote peut osciller entre marges trés étendues
suivant I’état physiologique du fruit et les données climatiques.

La Face!! a observé que 'humidité excessive favorise la formation des hydro-
carbures terpéniques au détriment des composés oxygenés.

Par la suite, Huet®'2? a confirmé ces résultats par ’étude de la variation de la
composition de Phuile essentielle au Mali. L’auteur a trouvé des teneurs en linalol
maximales (16-17%) en janvier—février, début de la saison séche, et minimales (2-
4%) en aoiit—octobre, deuxiéme moitié de la saison des pluies. Les teneurs en acétate
de linalyle sont maximales (40-42%) & la fin de la saison séche, avril-juin, et mini-
males au cours de la deuxiéme moitié de la saison des pluies.

Dans une étude sur la variation de la composition aromatique de 1’essence de
bergamote calabrais pendant la maturation des fruits, on a mis en évidence la di-
minution progressive de la teneur en linalol qui rejoint sa valeur minimale en jan-
vier!3, cette teneur variant de 7 a 29% dans les huiles calabraises®,

Géneralement les huiles essentielles d’origine ivoirienne sont plus riches en
linalol que celles d’origine italienne.

Le linalol forme 9,6% de la fraction volatile totale dans I’échantillon B et 8,5%
dans I’échantillon A. Il est intéressant d’observer que la teneur initiale en linalol,
dans I'huile A, dépassait certainement 10%; en effet beaucoup de produits d’oxy-
dation identifiés tirent son origine du linalol. C’est le cas des deux diols, diméthyl-
3,7-octadiéne-1,5-diol-3,7 (pic 83) et diméthyl-3,7-octadiéne-1,7-diol-3,6 (pic 104),
dont on observe la présence en traces aussi dans I’échantillon B.

En ce qui concerne les autres alcools, il s’agit, dans certains cas, de produits
d’oxydation des hydrocarbures terpéniques; par exemple, le trans- et cis-p-mentha-
diéne-2,8-0l-1 (pics 44 et 50) et le cis- et trans-carvéol (pics 76 et 73) ont leur naissance
du limonéne.

Esters

C’est la classe la plus abondante aprés celle des hydrocarbures, mais elle est
certainement la plus importante avec celle des alcools, au point de vue organolepti-
que. Quatorze esters ont &té identifiés pour la premiére fois. L’acétate de linalyle (pic
33) est I'ester majoritaire de I'huile de bergamote et sa teneur peut dépasser 35%
dans les meilleures essences. La tencur en acétate de linalyle est usuellement un critére
analytique de qualité de I’huile de bergamote et elle augmente remarquablement
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pendant la maturation des fruits, jusqu’a atteindre la concentration maxima en jan-
vier, le linalol se comportant de fagon inverse. Une pluviosité peu abondante favorise
la formation de cet ester, de la méme maniére que le linalol, en provoquant la di-
minution des hydrocarbures terpéniques?-12.

L’acétate de linalyle forme 26,8% de la fraction volatile totale dans I’échan-
tillon B et 27,9% dans I’échantillon A. On doit observer que presque 15% de I'acétate
de linalyle présent a I'origine dans I’échantilion A s’est transformé, siirement, en
beaucoup d’autres composés; il s’ensuit de 14 que la teneur initiale de cet ester était
presque 33%.

De plus, on doit signaler la présence, dans U'échantillon B, de Pacétate de ter-
pinyle, néryle et géranyle; on trouve seculement en traces le méthyl-N anthranilate de
méthyle, un composé typique de I'huile essenticlle de mandarine.

Aldéhydes et cétones

Les composés carbonyliques représentent seulement une partie minime de la
fraction volatile de I’huile de bergamote: 1,3 et 0,5%, respectivement, dans les échan-
tillons A et B.

Ce dernier échantillon renferme surtout du néral et du géranial, deux composés
caractéristiques de I’huile essentielle de citron; dans I’échantillon A les composés
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Fig. 6. Schéma d’oxydation du linalol (1) et de ’acétate de linalyle (2), avec la formation de l’époxylinalyl
acétate (4), du diméthyl-3,7-octadiene-1,5- diol-3,7 (11), de l'acétoxy-3-diméthyl-3,7- octadiéne-1,5-0l-7
(12), du diméthyl-3,7-octadiéne-1,7-diol-3, 6 (5) et de I'acétoxy-3-diméthyl-3, 7-octadiéne-1,7-0l-6 (6).
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majoritaires de cette classe sont la carvone et le myrténal, deux produits d’oxydation
des hydrocarbures terpéniques.

( Epjoxydes et produits d’oxydation du linalol et de I'acétate de linalyle

La présence en traces des epoxydes dans I’échantillon B s’oppose a la forte
teneur de ces composés dans ’échantillon A (10%). En effet, presque tous les epoxy-
des identifiés ont leur naissance de ’oxydation des hydrocarbures terpéniques et des
terpénes oxygenes.

On observe aussi leur présence en tous les six huiles essentielles examinées,
mais demeure le doute que beaucoup d’eux ne soient pas des constituants réels du
bergamote. Ce sujet mérite d’étre étudié d’une fagon plus approfondie, tenant compte
de le procédé technologique employée et aussi de la présence fortuite de zestes de
fruits déja dégradés. Au contraire, il n’y a aucune doute que dans les huiles vieillies
la présence de présence de certains epoxydes est liée 4 une oxydation radicalique
activée par la lumiére et accélérée par la temperature.

Dans une étude, de prochaine publication, sur ’oxydation des hydrocarbures
terpéniques et des terpénes oxygenés au cours du vieillissement des huiles essentielles,
on a identifié beaucoup de composés qui tirent leur origine du linalol et de I'acétate
de linalyle.

Mookherjee!* a signalé la présence d’une epoxide de 'acétate de linalyle dans
I'huile de bergamote; en effet, il s’agit de deux epoxides diastereoisoméres (pics 71 et
72) qui montrent le méme spectre de masse, mais temps de rétention différents dans
les conditions employées.

Les epoxydes du linalol sont trés instables et se transforment rapidement dans
les oxydes furanniques (pics 22 et 25), pyranniques (pics 60 et 63) et dans le lactone,
vinyl-2-méthyl-2-tetrahydrofuranne-one-5 (pic 49). Ces derniers trois composés sont
absents dans les huiles jeunes.

La Figure 6 présente le schéma d’oxydation radicalique du linalol et de 'acétate
de linalyle; de son examen on tire la conséquence qu’aussi les diols 5 et 11, les mo-
noacétates 6 et 12 ont leur naissance du linalol et de son ester.

CONCLUSION

Les résultats obtenus dans ce travail montrent des différences trés nettes entre
la fraction volatile des huiles jeunes et celle des huiles vieillies.

On a mis en évidence que le couplage GC-MS permet une évaluation com-
merciale de I’essence de bergamote trés soignée. Dans ce but il faut compléter cette
évaluation par I'analyse organoleptique, mais son apport n’est pas suffisant si 'on
analyse des huiles jeunes; en effet dans ces huiles la présence en traces de beaucoup
de substances aromatiques peu désiderables n’est pas facile 4 détecter.

L’absence de la plupart des produits d’oxydation identifiés et une faible teneur
en p-cyméne sont des conditions indispensables pour une huile de bonne qualité.

RESUME

On a recherché la composition de la fraction volatile d’huiles jeunes et dgées
de bergamote par chromatographie liquide-solide et couplage chromatographie
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gazeuse-spectrométric de masse. Au total, on a détecté 165 composés, comprenant
39 hydrocarbures, 63 alcools, 20 esters, 12 composés carbonyliques et 19 (ep)oxydes.
Soixante-neuf composés ont été identifiés pour la premiére fois chez 'huile de ber-
gamote, le limonéne, I’acétate de linalyle et le linalol résultant les plus réprésentatifs.
On a mis en évidence des différences remarquables dans la composition aromatique
entre les huiles jeunes et celles Agées. Finalement, on montre le probable schéma
d’oxydation du linalol et de lacétate de linalyle et on discute la formation des
(ep)oxydes, diols et composés bifonctionels.
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