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POITEAU ENGLER) PAR CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE ET SPECTRO- 
MfiTRIE DE MASSE* 
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Istituto Sperimentale per I’Enologia. Sezione di Chimica Enologica. Via P. Micca 35, 1-14100 Asti (Italie) 

(Recu le 18’ novembre 1985; manuscrit modifik recu le 21 fevrier 1986) 

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 (ep)oxido-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 B la famille des rutackes. 

On ne connait pas les origines giographiques de cette plante qui serait d’origine 
hydride au point de vue botanique. Le bergamotier a fait son apparition en Italie A 
la moitik du 17itime sikcle environ. Les premihes cultures g des fins industrielles ont 
&tC organiskes en Calabre, vers 1750; dans ce but, aujourd’hui on utilise le berga- 
motier de la vari& vulgaris ou communis greffk sur l’orange amkre, qui comprend 
les deux clones Castagnaro et Femminello. 

La plus grande partie de la production mondiale de bergamotier est concentrke 
en deux grandes zones de culture de la Calabre: la c8te “Tyrrknienne” 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 ttendue, du Cap d’Armi $ la 
Pointe Stilo. 

Les cultures de bergamotier se trouvent aussi en C&e d’Ivoire tandis que les 
tentatives de l’introduire en autres pays ont manqut‘es $ cause des conditions parti- 
culilres de climat que cette plante demande. 

Les fruits du bergamotier sont de dimensions plus faibles que les fruits de 
l’oranger. L’huile essentielle est obtenue du zeste des fruits par pression ti froid avec 
un rendement saisonnier moyen de 0,.54,65%; sa couleur varie du vert au jaune 
suivant le degrt de maturation des fruits. L’huile essentielle est utiliste pour la plupart 
pour la prkparation des parfums et pour l’aromatisation des candis, the, tabac & pipe 
etc. 

En ce qui concerne l’utilisation du jus de bergamote, $ la saveur trts caract& 
ristique, des exptriences rtcentes prouvent qu’il est possible d’obtenir un jus aux 
bonnes qualit& organoleptiques’ . 

Les premikres recherches effectutes sur la composition de l’huile de bergamote 
remontent au si&cle dernier2. En 1979, Shaw3 et Lawrence4 ont publiC deux revues 
de la 1ittCrature 6,~ les auteurs citent la plupart des travaux publiQ B ce sujet. De 
plus, il faut signaler les rtcents travaux de Huet 5, Schenk et Lamparsky6 et Ehret et 
Maupetit’. 

Dans cette Ctude on a recherchC la composition de la fraction volatile de l’huile 
essentielle de bergamote par couplage chromatographie en phase gazeuse et spectro- 
m&e de masse (GC-MS). 

MATERIEL ET MfZTHODES 

L’huile essentielle (200 ~1) a &t prtfractionnCe a la tempkrature de 10-l 1°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 premiQe fraction a tt& &lute avec 
200 ml de pentane, tandis que les fractions II et III ont ttC CluCes avec 200 ml de 
10% et 20%, respectivement, de ditthyle &her en pentane; la quatritme fraction a 
&tC Cl&e avec 200 ml de ditthyle kther. 

En ci qui concerne le couplage GC-MS on a employ6 les mimes conditions 
utilisCes dans une prtctdente Ctude sur la composition de la fraction volatile du ca- 
lamus8+g. 

L’appareil de chromatographie en phase gazeuse (Perkin-Elmer Sigma 3) uti- 
list: Ctait Cquipt d’un dttecteur g ionisation de flamme et d’une colonne capillaire en 
silice fondue (25 m x 0,2 mm I.D.), imprtgnCe de Carbowax 20M; dCbit d’helium 
1 ml/min; diviseur de dkbit B l’injection l/60; temptrrature de l’injecteur et du dCtec- 
teur 250°C; programmation de temptrature de 60°C g 200°C $ 2”C/min avec 2 min 
d’isotherme initiale. 

L’identification des composts volatils des huiles essentielles a et6 rkalisee & 
l’aide d’un appareil Hewlett-Packard 5992 B &quip6 d’une colonne capillaire en silice 
fondue de 50 m x 0,3 mm I.D., impr6gnCe de Carbowax 20M; dCbit d’helium 3 
ml/min; diviseur de dibit g l’injection l/30; tempkrature de l’injecteur 250°C; pro- 
grammation de temptrature de 54°C ri 200°C g 4”C/min avec 5 min d’isotherme 
initiale. Le courant ionisant Ctait de 70 eV. 
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RhSULTATS ET DISCUSSION 

On a examine six huiles essentielles commerciales provenantes de Calabre, dont 
la moitie Ctait composee d’huiles jeunes (1984), tandis que les autres Ctaient vieillies. 

Le premier groupe d’huiles essentielles a 6th analyst aprb deux mois de la 
production; pendant cette periode les huiles essentielles ont CtC conservees au rkfri- 
gerateur (d + 3°C) en flacons de verre brun (sauf trois jours B temperature ambiante). 

Le deuxieme groupe d’huiles essentielles a CtC vieilli au refrigtrateur (a + 3°C) 
en flacons de verre brun, il y a au moins deux annees (sauf une periode initiale d’un 
mois a temperature ambiante). 

Au tours de l’exposition des rtsultats on montrera seulement les don&es des 
deux Cchantillons les plus reprtsentatifs des deux groupes d’huiles analysees (B pour 
le premier groupe et A pour le deuxieme). Tous les constituants caracterids dans ces 
huiles essentielles sont regroup& dans le Tableau I; la Figure 1 reproduise le chro- 
matogramme de l’echantillon A, tandis que les Figures 2-5 sont relatives aux chro- 
matogrammes des fractions I-IV du meme Cchantillon obtenues par chromatographie 
en phase liquide sur gel de silice. 

On a trouvt 126 composes dans I’echantillon A et 161 dans I’tchantillon B. La 
plus grand teneur en composes oxygen& presents dans l’echantillon A est due & la 
presence de beaucoup de produits d’oxydation des terpenes, dont on parlera dans un 
autre paragraphe. Au total, on a identifie chez les huiles examintes 69 composes, 
pour la premiere fois. 

Hydrocarbures 
Les hydrocarbures sont les composants les plus abondants de l’huile de ber- 

gamote et ils forment plus que 60% de la fraction volatile, dans l’tchantillon B. Les 
terpenes et les sesquiterpenes se trouvent dans la premiere et deuxieme fraction (Figs. 
2 et 3) et ils representent, respectivement, 97,6% et 2,4% de la totalite des hydro- 
carbures. 

11 est interessant de noter qu’une forte teneur en hydrocarbures terptniques 
peut dependre de beaucoup de facteurs, parmi lesquels il faut rappeler ceux lies au 
climat, dont on parlera dans le paragraphe dedie aux alcools. 

En ce qui concerne les terpenes principaux rappelons le limonene (pit 8), le 
y-terpinene (pit 1 l), le /Spin&e (pit 4) tandis que parmi les sesquiterpenes le fi- 
bisabolene (pit 58), le /karyophyllene (Tableau I) et l’a-trans-bergamotene (pit 37) 
sont les plus representatifs. 

Dans l’tchantillon A, la proportion d’hydrocarbures terpeniques par rapport 
aux hydrocarbures totaux est trts &levee (99”/0), tandis que les sesquiterpenes sont 
present seulement en faibles quantitts. 

La difference la plus remarquable entre les deux huiles est la plus forte teneur 
en p-cymtne de l’ichantillon A (8,09%) en comparaison de l’ichantillon B (0,54%), 
le y-terpinene se comportant de faGon inverse. Des faibles teneurs en p-cymene dans 
les huiles jeunes de bergamote proviennent, au moins en part, de la presence occa- 
sionnelle de fruits deja degrades avant I’extraction; la concentration du y-terpinene 
en ces cas est toujours tres Clevee. Au contraire, une forte teneur en p-cymene est 
certainement un fait anomal et il est toujours lie a la diminution de la teneur en y- 
terpinene. Cette derniere situation, caracteristique des huiles Bgees ou ma1 conservees, 
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est due a la deshydrogenation aromatisante du y-terpinene en p-cymene. Cette oxy- 
dation modifie sensiblement le rapport entre le p-cymene et le y-terpinene; en effet 
dans les huiles jeunes la valeur moyenne de ce rapport est de 0,081°, alors que dans 
les huiles SgCes elle atteint le maximum (A peu prb 260). 

Le p-cymtne provient aussi de l’a-terpinene, un hydrocarbure present seule- 
ment en traces dam l’huile de bergamote. 

Alcools 
Au total, on a identifie 37 alcools, dont 20 identifies pour la premiere fois; ils 

se trouvent surtout dans la troisieme et la quatrieme fraction (Figs. 4 et 5). Les alcools 
representent 16,8% de la fraction volatile dans l’echantillon A et lO,l% dans l’e- 
chantillon B. 

11 est interessant de remarquer que la teneur en alcools, et surtout celle en 
linalol, de l’huile essentielle de bergamote peut osciller entre marges tres &endues 
suivant l’ctat physiologique du fruit et les don&es climatiques. 

La Face” a observe que I’humidite excessive favorise la formation des hydro- 
carbures terpeniques au detriment des composks oxygenb. 

Par la suite, HueV,’ * a confirmC ces resultats par l’ttude de la variation de la 
composition de i’huile essentielle au Mali. L’auteur a trouvt: des teneurs en linalol 
maximales (1617%) en janvier-fkvrier, debut de la saison &he, et minimales (2- 
4%) en aout-octobre, deuxitme moitie de la saison des pluies. Les teneurs en acetate 
de linalyle sont maximales (4&42%) B la fin de la saison s&he, avril-juin, et mini- 
males au tours de la deuxieme moitie de la saison des pluies. 

Dans une etude sur la variation de la composition aromatique de l’essence de 
bergamote calabrdis pendant la maturation des fruits, on a mis en evidence la di- 
minution progressive de la teneur en linalol qui rejoint sa valeur minimale en jan- 
vier13, cette teneur variant de 7 a 29% dans les huiles calabraises.‘O. 

Generdlement 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 l’echantillon B et 85% 
dans l’echantillon A. 11 est inttressant d’observer que la teneur initiale en linalol, 
dans l’huile A, dtpassait certainement 10%; en effet beaucoup de produits d’oxy- 
dation identifies tirent son origine du linalol. C’est le cas des deux diols, dimethyl- 
3,7-octadiene-1,5-diol-3,7 (pit 83) et dimtthyl-3,7-octadiene-1,7-diol-3,6 (pit 104), 
dont on observe la presence en traces aussi dans l’echantillon B. 

En ce qui concerne les autres alcools, il s’agit, dans certains cas, de produits 
d’oxydation des hydrocarbures terpeniques; par exemple, le tram- et cis-p-mentha- 
ditne-2,8-ol- 1 (pits 44 et 50) et le cis- et trans-carviol (pits 76 et 73) ont leur naissance 
du limonene. 

Esters 
C’est la classe la plus abondante apt-es celle des hydrocarbures, mais elle est 

certainement la plus importante avec celle des alcools, au point de vue organolepti- 
que. Quatorze esters ont ttt identifies pour la premiere fois. L’acetate de linalyle (pit 
33) est l’ester majoritaire de l’huile de bergamote et sa teneur peut d&passer 35% 
dans les meilleures essences. La teneur en acetate de linalyle est usuellement un crittre 
analytique de qualite de l’huile de bergamote et elle augmente remarquablement 
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pendant la maturation des fruits, jusqu’$ atteindre la concentration maxima en jan- 
vier, le linalol se comportant de faGon inverse. Une pluviositk peu abondante favorise 
la formation de cet ester, de la m2me man&e que le linalol, en provoquant la di- 
minution des hydrocarbures terpCniques5*12. 

L’acCtate de linalyle forme 26,8% de la fraction volatile totale dans l’khan- 
tillon B et 27,9% dans l’kchantillon A. On doit observer que presque 15% de l’acttate 
de linalyle p&sent a l’origine dans l’khantillon A s’est transform&, sdrement, en 
beaucoup d’autres composis; il s’ensuit de 18 que la teneur initiale de cet ester Ctait 
presque 33 % . 

De plus, on doit signaler la prksence, dans l’bchantillon B, de l’acktate de ter- 
pinyle, ntryle et gtranyle; on trouve seulement en traces le mkthyl-N anthranilate de 
mkthyle, un composk typique de l’huile essentielle de mandarine. 

Aldihydes et c&tones 
Les composk carbonyliques reprksentent seulement une partie minime de la 

fraction volatile de l’huiie de bergamote: 1,3 et 0,5%, respectivement, dans les Cchan- 
tillons A et B. 

Ce dernier tchantillon renferme surtout du n&al et du gtranial, deux composts 
caracttristiques de l’huile essentielle de citron; dans l’khantillon A les composts 

Fig. 6. Schtma d’oxydation du linalol (1) et de l’act-tate de linalyle (2), avec la formation de l’Cpoxyiinaly1 

a&ate (4), du dimithyl-3,7-octadibe-1,5-diol-3,7 (1 l), de l’acktoxy-3-dimkthyl-3,7-octadidne-1,5-01-7 
(12), du dimkthyl-3,7-octadikne-1,7-diol-3,6 (5) et de l’adtoxy-3-dimethyl-3,7-octadiPne-l,7-01-6 (6). 
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majoritaires de cette classe sont la carvone et le myrttnal, deux produits d’oxydation 
des hydrocarbures terptniques. 

(Epjoxydes et prod&s dbxydation du halo1 et de ibcttate de linalyle 

La presence en traces des epoxydes dans l’echantillon B s’oppose a la forte 
teneur de ces composes dans l’echantillon A (10%). En effet, presque tous les epoxy- 
des identifies ont leur naissance de I’oxydation des hydrocarbures terpeniques et des 
terpenes oxygen&. 

On observe aussi leur presence en tous les six huiles essentielles examintes, 
mais demeure le doute que beaucoup d’eux ne soient pas des constituants reels du 
bergamote. Ce sujet m&rite d’etre ttudie d’une facon plus approfondie, tenant compte 
de le pro&de technologique employee et aussi de la presence fortuite de zestes de 
fruits deja degrades. Au contraire, il n’y a aucune doute que dans les huiles vieillies 
la presence de presence de certains epoxydes est like a une oxydation radicalique 
activte par la lumiere et acctltrte par la temperature. 

Dans une etude, de prochaine publication, sur l’oxydation des hydrocarbures 
terpkniques et des terptnes oxygen&s au tours du vieillissement des huiles essentielles, 
on a identifie beaucoup de composes qui tirent leur origine du linalol et de l’acbtate 
de linalyle. 

Mookherjeer4 a signal6 la presence d’une epoxide de l’acetate de linalyle dans 
l’huile de bergamote; en effet, il s’agit de deux epoxides diastereoisomeres (pits 71 et 
72) qui montrent le meme spectre de masse, mais temps de retention differents dans 
les conditions employees. 

Les epoxydes du linalol sont trb instables et se transforment rapidement dans 
les oxydes furanniques (pits 22 et 25) pyranniques (pits 60 et 63) et dans le lactone, 
vinyl-2-methyl-2-tetrahydrofuranne-one-5 (pit 49). Ces derniers trois composes sont 
absents dans les huiles jeunes. 

La Figure 6 prtsente le schema d’oxydation radicalique du linalol et de l’acetate 
de linalyle; de son examen on tire la consequence qu’aussi les diols 5 et 11, les mo- 
noacttates 6 et 12 ont leur naissance du linalol et de son ester. 

CONCLUSION 

Les resultats obtenus dans ce travail montrent des differences tres nettes entre 
la fraction volatile des huiles jeunes et celle des huiles vieillies. 

On a mis en evidence que le couplage GC-MS permet une evaluation com- 
merciale de l’essence de bergamote tres soignte. Dans ce but il faut completer cette 
evaluation par l’analyse organoleptique, mais son apport n’est pas suffisant si l’on 
analyse des huiles jeunes; en effet dans ces huiles la presence en traces de beaucoup 
de substances aromatiques peu desiderables n’est pas facile a detecter. 

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

RkSUMf: 

On a rechercht la composition de la fraction volatile d’huiles jeunes et agees 
de bergamote par chromatographie liquide-solide et couplage chromatographie 
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gazeuseespectromttrie de masse. Au total, on a detect& 165 composts, comprenant 
39 hydrocarbures, 63 alcools, 20 esters, 12 composks carbonyliques et 19 (ep)oxydes. 
Soixante-neuf composes ont CtC identifies pour la premiere fois chez l’huile de ber- 
gamote, le limonene, l’acetate de linalyle et le linalol resultant les plus rtprisentatifs. 
On a mis en evidence des differences remarquables dans la composition aromatique 
entre les huiles jeunes et celles agees. Finalement, on montre le probable schema 
d’oxydation du linalol et de l’acttate de linalyle et on discute la formation des 
(ep)oxydes, diols et composks bifonctionels. 
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