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Les préoccupations environnementales actuelles comme I’épuisement des ressources fossiles,
I’émission de gaz a effets de serre ou le réchauffement climatique imposent aux industriels de
réduire leur impact sur I'environnement et de s’insérer dans une démarche plus verte. La
recherche scientifique associée doit, alors, redoubler d’efforts pour répondre a cette
demande. Dans le domaine de |’extraction cela se traduit, depuis quelques années, par le
développement de techniques d’extraction innovantes plus respectueuses de
I’environnement. De nombreuses recommandations ont émergées telles que les 12 principes
de la chimie verte (Anastas and Warner, 1998) suivis des 12 principes de I'ingénierie verte
(Anastas and Zimmerman, 2003) puis les 6 principes de I'éco-extraction (Chemat, 2011) dans

le but de fixer un cadre a ses nouveaux procédés.

La demande des consommateurs est également un facteur important dans le déploiement de
nouveaux axes de chimie verte car ils se tournent vers l'utilisation de produits d’origine
naturelle et donc a base de plantes comme les eaux de constitution, les huiles végétales et les

huiles essentielles dans le but de protéger leur santé et I’environnement.

Les applications de ces nouvelles techniques sont donc nombreuses dans I'agroalimentaire, la
cosmétique et la pharmaceutique. Elles présentent de nombreux avantages par rapport aux
techniques d’extraction conventionnelles comme un gain en temps d’extraction, une
réduction de la consommation énergétique, une utilisation de solvants alternatifs et non
pétrosourcés et I'obtention d’un produit non dénaturé, sans présence de contaminant et de
haute qualité. Elles font appel par exemple aux ultrasons, au CO; supercritique, aux champs

électriques pulsés, a des solvants alternatifs agro-sourcés et aux micro-ondes.

Cette étude s’intéresse particulierement a l'utilisation des micro-ondes qui apparait comme
la méthode de chauffage la plus adaptée pour I'extraction de principes actifs végétaux car elle
permet un chauffage sélectif et volumique rapide (Petrecca, 2012). En effet, depuis 1986
(Ganzler et al., 1986), les micro-ondes sont utilisées dans le domaine de |’extraction, et sont
au centre de nombreuses recherches (Craveiro et al., 1989; Lucchesi et al., 2004; Paré, 1992;
Stashenko et al., 2004; Vian et al., 2008) qui pourraient impacter les technologies de demain
en ce qui concerne I'obtention d’extraits naturels. Le rendement d’extraction est rapide, de
plus cette technique offre la possibilité d’éviter I'utilisation de solvant d’extraction, d’'une
utilisation de I'énergie plus contrélée, de 'augmentation des transferts de masse et de chaleur

et d’une réduction des opérations unitaires. Cependant, un des inconvénients est la
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survenance de points chauds qui peuvent provoquer une combustion précoce de la matrice
végétale et la dégradation des molécules désirées. Néanmoins, la superposition d’une rotation
pendant [|'application des micro-ondes au cours de [I'extraction pourrait permettre
d’homogénéiser la température et de limiter les phénomeénes de points chauds (Geedipalli et
al., 2007; Périno et al., 2016). De plus, I'utilisation de la centrifugation par cycles pendant
I’extraction peut améliorer le rendement et la qualité de I'extrait (Michel et al., 2011). L'idée
d’une nouvelle technique d’extraction combinant les micro-ondes et la centrifugation a donc

émergé.

Les travaux de cette thése « Eco-extraction par micro-ondes couplée a un champ centrifuge »
s’inscrivent donc dans cette problématique. L'objectif premier est le développement d’une
nouvelle technique d’extraction répondant aux nombreuses réglementations relatives a la
chimie verte : sans solvant, directement a partir de la matrice végétale fraiche et en utilisant
un chauffage par micro-ondes combiné a une centrifugation. Cette combinaison est mise en
action grace a un pilote développé par I'Institut de la Filtration et des Techniques Séparatives
(IFTS) qui pourra étre adapté pour cette application. C'est dans ce contexte qu’est né un
partenariat entre différents partenaires rassemblés autour de cette thése CIFRE (convention
industrielle de formation par la recherche). La partie industrielle est représentée par I'lFTS,
association de loi 1901, qui est un centre de ressources technologiques spécialisé dans la
séparation liquide/solide. Les équipes GREEN et MicroNut de I’'UMR408 SQPOV INRA-Avignon
Université associées au laboratoire TREFLE de I’'UMR5295 I12M CNRS-Université de Bordeaux,
pilotent, également, I'encadrement de la thése (Figure 0.1). lls apportent leurs connaissances
dans différents domaines: extraction du végétal, caractérisation physico-chimique de
métabolites secondaires et physique couplée a la modélisation numérique, respectivement.
Cette these s’est donc déroulée sur plusieurs sites en France : a I'lIFTS a Agen (47), aux
laboratoires GREEN et MicroNut a I’'lUMR408 SQPOV a Avignon (84) et au laboratoire TREFLE
a Talence (33).
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Figure 0.1 : Partenaires académiques et industriels impliqués dans la théese

Les objectifs généraux de cette these sont :

- adapter le prototype disponible a I'lFTS pour I'Eco-extraction,

- évaluer I'apport de la centrifugation par rapport aux techniques d’extraction assistées
par micro-ondes classiques,

- comprendre les mécanismes d’extraction qui ont lieu lors de I'application du chauffage
par micro-ondes combiné a la centrifugation,

- évaluer I'apport de cette nouvelle technologie sur une sélection de produits dans un
premier temps dits « modeles » puis dans un second temps, a visée industrielle pour
évaluer quantitativement les avantages, limites et domaines d’application de cette
nouvelle combinaison, et

- accompagner I'amélioration continue du procédé et des équipements utilisés.

Les différentes phases de mise en place de ces objectifs sont présentées en Figure 0.2 avec
dans un premier temps la modification du pilote existant pour I’extraction, puis, le
déroulement d’essais avec des campagnes expérimentales sur différentes matrices végétales.
Dans un second temps, la compréhension des mécanismes mis en jeu dans cette nouvelle
technique d’extraction sera appréhendée. De plus, des tests sur des produits a visée
industrielle seront discutés dans I'optique de futures applications (produits cosmétiques,
parfums, médicaments, compléments alimentaires, arémes...). Par ailleurs, une premiére
démarche de modélisation sera abordée pour une meilleure compréhension des phénomenes

physiques et évaluer plus facilement les possibilités d’optimisation.
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Figure 0.2 : Objectifs du projet de these.

Afin d’aborder au mieux les différents objectifs de la thése, ce manuscrit se décline en six

chapitres :

Le chapitre | présentera, dans un premier temps, une synthese bibliographique de I'utilisation
des micro-ondes dans l|'agroalimentaire qui déclinera son principe et les différentes
applications possibles dans ce domaine. Puis, les techniques d’extraction micro-ondes ainsi

gu’une étude sur I'impact environnemental seront détaillées.

Le chapitre Il s’intéressera au pilote qui combine un chauffage par micro-ondes et la
centrifugation, a ses différentes phases de développement et tous les aspects d’ordre
physique qui lui sont relatifs avec la mise en évidence de I'intérét du couplage. Ensuite, la
partie modification et adaptation du pilote au domaine de I'extraction, réalisée au cours de

cette thése, sera explicitée.

Le chapitre Ill sera consacré a la présentation des matrices végétales sélectionnées pour cette
étude et également a leurs métabolites secondaires qui seront recherchés dans les extraits

obtenus par la nouvelle technique d’extraction développée.

Le chapitre IV s’attachera a décrire la méthodologie expérimentale adoptée tout au long de
ces travaux en présentant l'origine des matrices végétales et les différents procédés
d’extraction utilisés, ainsi que les méthodes d’analyses et les protocoles opératoires mis en

place.

Le chapitre V sera axé sur les premiers résultats obtenus pour I'extraction de molécules non-
volatiles avec le pilote combinant les micro-ondes et la centrifugation. La matrice végétale
utilisée est la salade pour essayer d’extraire des composés phénoliques. L'apport de la

centrifugation sur I'extraction micro-ondes sera mis en évidence. Puis les résultats obtenus
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seront mis en paralléle avec une autre technique micro-ondes classique déja largement

utilisée pour aider a la compréhension des mécanismes mis en jeu.

Le chapitre VI se référera a I'extraction assistée par micro-ondes couplée a la centrifugation
pour les molécules volatiles. La matrice végétale sélectionnée est |'écorce d’orange pour sa
richesse en huiles essentielles. Deux types de molécules seront recherchés dans les extraits :
les volatiles puis les non-volatiles. Une analyse par microscopie électronique a balayage sur

les écorces d’oranges soumises a différentes techniques d’extraction sera ensuite discutée.

En résumé les objectifs de thése sont :

d’adapter un pilote combinant micro-ondes et centrifugation existant au domaine
de I’extraction,

- d’évaluer sa performance et ses avantages et inconvénients par rapport aux autres
techniques existantes d’extraction, et

- de proposer des axes d’amélioration pour répondre aux demandes des industriels.

Pour terminer, les principales conclusions de ce travail seront dégagées et des perspectives
d’études et d’optimisation futures en relation avec les industriels du secteur seront
proposées. Les familles de produits pour lesquelles cette combinaison pourrait donner les
meilleurs résultats seront mises en évidence et celles pour lesquelles cette technique serait le
moins adaptée seront identifiées. De plus, une premiere démarche de modélisation

concernant les mécanismes d’extraction possibles lors de I'utilisation du pilote sera proposée.
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I.1 Introduction: Approach adopted in this chapter

What are microwaves (MWs)? What are the principles of dielectric heating? Do MW
techniques respond to the requirements of novel technologies in the food industry have to
comply with? What food processes are suitable for the MW processing? Does the MW
processing of foods comply with the principles of a green process? These are the main

questions raised in this chapter.

In a second time, common beliefs are very often associated with MW techniques. This chapter
tries to draw up a list of misconceptions attributed to MWs and through the works in literature

to provide a scientific point of view.

It is particularly the case for applications in the food industry due to the complexity of raw
materials and the numerous effects of heating on food products. Combined with this aspect,
the potential impact of food on health generates a research activity which aims at

III

demonstrating the beneficial effects of “novel” technologies such as MWs. However, the
amazing amount of published works in this domain refers to a wide range of products and it
is difficult to draw general conclusions on every aspect related to the use of MWs in the food

industry.

As an illustration, 257 documents relevant to keywords “food” and “MW” are referenced by

Scopus in 2018 (at the end of May).

Parallel to that, when a comparison is made between a so-called conventional process and the
corresponding MW process, few, if any studies present, results obtained in comparable
operating conditions and provide data for environmental impact assessment. This is probably
due to the technical constraints for measuring basic parameters such as temperature or

relative humidity, in the presence of an electromagnetic field.

Moreover, most of the works published regard lab equipment rather than industrial

applications.

In this chapter, the attempt is, from a non-exhaustive list of the common beliefs on MWs
processes, to present a review of recent scientific works and to initiate, as clearly as possible,
a discussion establishing the scientific reality of the more widespread dogmatic statements

concerning MWs.
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The discussion is based on works relative to different food processing techniques:

e cooking, baking and frying
e drying,
e thawing and tempering, and
e extraction, etc.
Prior to this discussion, a brief presentation of the concepts of dielectric heating is provided.

Constraints of measurement are also covered.

The chapter closes with future trends of the use of the MW process in the food industry.

1.2 Principle, influencing factors, induced mechanisms
[.2.1 Introduction

Dielectric heating corresponds to energy conversion from an electromagnetic wave (EMW) to
a dielectric media. It differs from conduction or convection heating by several aspects.
Microwaves are electromagnetic waves in a frequency range adapted to the size of most of

usual industrial products. The following main properties of microwave heating can be quoted:

e Volumetric heating,

e Specific heating,

e Theoretically unlimited absorbed power,

e Fast heat transfer allowing lower drying temperatures and shorter drying times than

in convection or conduction,

e No direct contact with the heat source.
For food products, water is generally at the origin of dielectric heating (Datta and Davidson,
2000). Moreover, food products are generally nonmagnetic materials (Ayappa et al., 1991)

which discard specific phenomena associated with magnetic materials.

1.2.2  Some theoretical aspects of microwaves

MWs are EMWs, that is, electric and magnetic fields (perpendicular to each other and

perpendicular to the propagation direction), propagating in free space or in dielectric media
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(Figure 1.1). An EMW is characterized by its wavelength A and its frequency f which are related

by the wave velocity ¢ through:

(1)

o

NN

Figure I.1 : Plane EMW propagating in the z direction and polarized in the y direction. EMW,
Electromagnetic wave.

MWs cover the frequency band ranging from 300 MHz to 300 GHz. The most commonly used
frequencies are 915 and 2450 MHz (both in industry and 2450 MHz for home ovens) (Datta
and Davidson, 2000). In Europe, regulations impose a limit on the use of 915 MHz frequency.
This radio frequency (RF) limitation is -40 dB uV/m at 30 meters from the installation, with an
obligation to declare the equipment to the competent authorities. This level of radiation is
well below the limit imposed for the protection of people (typically 5mW/cm? at 2 in. from
equipment in the industry and 1 mW/cm? at 2 in. for household appliances for 2.45 GHz).

This constraint on 915 MHz frequency explains why almost all the industrial equipment is of

the batch type.

Only England benefits from a derogation for a frequency of 896 MHz without limitation of

radiation other than for the protection of the people.

Figure 1.2 shows the electromagnetic spectrum and more specifically the RF and MWs spectra.
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Figure 1.2 : Electromagnetic spectrum.

In vacuum, EMWs propagate at the light speed c,. When an EMW propagates in a dielectric
material (i.e., nonconductive), it interacts with the atoms or molecules of the materials and
the wave velocity v is lower in vacuum (corresponding value: ¢, ). The interaction depends on
the polarization and on ionic conduction (free ions or ionic species are oriented by themselves
by ionic motion generated in the electrical field) in the material. Polarization results from

different mechanisms:

e electronic polarization,

e atomic polarization,

e dipolar polarization (alignment of polar molecules caused by MW irradiation), and

e interfacial polarization.
The most significant effect for dielectric heating, at MWs frequencies, is dipolar polarization.
Polarization is described by the permittivity € of the material. In most textbooks, complex

relative permittivity is used and is defined as:
€f=— (2)

Where €, = 8.85 X 10712F/m is the permittivity of free space (Schubert and Regier, 2005).
Relative permittivity is a complex quantity whose real part €, is named the permittivity of the
material and the imaginary part €,, the loss factor. The loss tangent (named also dissipation

factor) tan § is also defined as:
E,
tan§ = — (3)
€r

The permittivity €, gives the ability of a particular media to “store the electrical potential

energy” from an electrical field, whereas the loss factor is responsible for the wave
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attenuation and the conversion of electrical energy into heat. For distilled water, at 20°C,

values of permittivity are €, = 78.2 and €,/ = 10.3.

In a dielectric media, as the wave velocity decreases, the wavelength A, also decreases in

regard to the wavelength in vacuum 4,,.

MWs as EMWSs obey Maxwell’s equations. However, it is not a question here of describing the
theory underlying electromagnetism but to give a comprehensive presentation of the
phenomena involved in dielectric heating. On the basis of the interaction of a plane wave
(EMW) with a dielectric material, a qualitative description of the physical principles

responsible for dielectric heating is given in the following part.

1.2.3 Aninsight into the principles of dielectric heating
1.2.3.1 Interaction wave/matter

When a plane EMW travels in a dielectric 1 (say air) and strikes the surface of another
dielectric 2, depending on the properties of the two dielectrics, the following phenomena take

place (Roussy et al., 2003) (Figure 1.3) :

e (Case 1 —If the permittivity of dielectric 2 is greater than the permittivity of air, a
transmitted wave propagates in dielectric 2 (lower wavelength). If the second
dielectric is nonlossy, the transmitted wave is not attenuated in dielectric 2. It is the
case of microwave (MW) transparent materials (e.g.: quartz) where the MWs pass
through the material without any loss. A reflected wave travelling in the opposite
direction to the incident wave is formed. The amplitude of the reflected wave depends
on the contrast of permittivity (&,.) between dielectrics 1 and 2.

e Case 2—In the case where dielectric 2 is lossy, the transmitted wave is exponentially
attenuated and electromagnetic power is converted into heat in the material. It is the
case of MW-absorbing (lossy) materials (e.g. polar molecules such as water).

e Case 3—If the second medium is a perfect conducting material (e.g. metals), it can be
treated as a dielectric with an infinite permittivity. In this case, the wave is reflected.
Induced currents in the vicinity of the surface (skin effect) diminish the amplitude of

the electric field (for nonmagnetic materials) for the reflected wave.
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case 1 WXMA/\/\/\/\/\ &> ey =0
case 2 (Ww/\/\/\, € > €3¢’ >0
case 3 W conducting material

Figure I.3: Plane wave propagating in the air and striking a plane surface: (Case 1) non-lossy
dielectric material, (Case 2) lossy dielectric material, and (Case 3) conducting material.

The only relevant configuration for dielectric heating is case 2. The electric field of the
transmitted wave interacts with polar structures (polar molecules or clusters) in the dielectric
and if the frequency of the incident wave is properly adjusted, conversion of electromagnetic

energy into heat occurs in the volume of the dielectric.

Metaxas and Meredith, (1983) provide an explanation of dielectric heating in the following
manner: “the origin of the heating lies in the ability of the electric field to polarize the charges
in the material and the in inability of this polarization to follow extremely rapid reversals of

the electric field”.

At a certain frequency, in a band of frequency centered around a frequency named relaxation
frequency, the polar molecules experience difficulties in aligning themselves with the
alternating electric field. This results in heat dissipation due to interacting forces between
molecules. If these interactions between molecules are weak, as for gases, no heat is
produced. The extent of heating is given by the loss tangent (high if tand > 0.5, medium if
0.1 <tané < 0.5andlowiftand < 0.1).

Both &' and &" depend on wave frequency and temperature. €' is a decreasing function of

frequency and &'’ goes through a maximum at the “relaxation frequency” f, (Figure 1.4). At
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this frequency, permittivity &' experiences a rapid decrease because the clusters or molecules

in the dielectric fail to align in the direction of the electric field due to its rapid change.

Figure 1.4: Evolution of dielectric permittivity and factor loss as a function of frequency.

For water, the maximum value of &' is obtained at approximately 20 GHz (Schubert and
Regier, 2005). Temperature dependence of both permittivity and loss factor varies from one
product to the other. In the case where permittivity decreases and loss factor increases with
temperature, the power dissipated in the material raises with the temperature of the product
and may lead to a thermal runaway. Moreover, relaxation frequency increases with

temperature and is significantly lower than 20 GHz for bond water.

Thus, an efficient dielectric heating might become much less efficient when water activity

decreases during drying operation, for example.
As mentioned earlier, the amplitude of the wave, in a lossy dielectric, decreases exponentially
according to the following equation:
VA
P=Pe Dp (4)

where P is the power transported by the wave at a distance z from the plane surface and P,

is the incident power.

The penetration depth D, is defined as the distance from the surface at which the incident

power is reduced to 37% of its value and may be expressed as (Fu, 2008):
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2nf\/2£'r\/(\/1 + (tan §)? — 1) )
When tan § is small (e.g. < 0.1), the previous equation can be simplified as follow:

co Ve’

P 2nf &

The expression shows that the penetration depth is inversely proportional to the wave
frequency. Itis a decreasing function of the loss factor. For water at 20°C and at 2.45 GHz wave

frequency, the penetration depth is about 1.7 cm and 5.7 cm at 95°C.

The choice of 915 MHz or 2.45 GHz for MW operational frequencies is the result of a
compromise: at 915 MHz the loss factor is not at its maximum for water but in return it has a
higher penetration depth. The rate of heat generation per unit volume, Q,,,, in a dielectric

material at a given position is provided by:

Qmw = angogr”EZ (6)

where, E is the root mean square value of the electric field and f the wave frequency. The
distribution of electric field in the material is far from being uniform and is difficult to predict
due to the complex phenomena involved, which depend on numerous factors (shape and size

of the product, type and shape of the applicator, product dielectric properties, etc.).

l.2.4 Heat and mass transfer in food processing

To highlight the interest in MW heating, (Schubert and Regier, 2005) propose to compare the
rate of heat generation by MW to the rate of heat conduction in a plane slab of thickness 21
(with 21 < 2D,)) irradiated from both sides:

A "mp272
Qmw _wgogr E<°l

Qcond kAT (7)

To achieve high rates of conduction, it is thus necessary to impose a high temperature gradient
(high AT). When the temperature difference AT is limited, MW processes will lead to a much
faster operation. More uniform heating may also be obtained, if heat generation is evenly
distributed in the dielectric material. However, dielectric heating depends on the magnitude
of the electric field which, in most cases (thick products), strongly varies inside the product.
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As a result, hot spots are frequently observed and require a control of the process and/or the
introduction of a mode stirrer or a rotating turntable to avoid a loss of quality of the product

(Chandrasekaran et al., 2013).

1.2.5 Associated metrology

MW setup is constituted of a source (magnetron or klystron), a line (waveguide) to transport
EMW to the applicator in which the product is positioned. Several textbooks describe in details
MW devices (Schubert and Regier, 2005), (Metaxas and Meredith, 1983), (Fu, 2008), (Reader,
2006).

1.2.5.1 Incident and reflected power

During the MW heating operation, the material absorbs part of the incident power and a
portion is reflected by the cavity and returns to the MW generator. The amount of reflected
power depends on the impedance match between the applicator and the transmission line.
The input impedance of the applicator is related to the applicator and the product volumes
and on the dielectric properties of the product. If a perfect match is obtained, only part of the
incident power is transmitted to the material, the rest being dissipated in the applicator walls.
If the reflected part is too important, the magnetron may be degraded. Generally, large
magnetrons are protected from reflected power by a circulator that diverts reflected power
from magnetron to a water load. The monitoring of the reflected power is generally a good
indicator of the amount of water loss in the product and therefore a useful tool to manage

MW heating operation.

A manual or an automatic impedance matching allows a reduction of the reflected power and
adaptation of the incident power to the product and to the cavity. This matching consists of

inserting an iris or stub system into the waveguide.

1.2.5.2 Temperature measurement

The electromagnetic field inside the cavity being very intense most of the sensors are
disturbed in this environment and most electronic devices could be damaged. For measuring
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the temperature inside the product, normal thermocouples will cause a disturbance of the
electromagnetic field and cannot be used. Fiber-optic sensors are a good alternative as they

avoid this disturbance problem.

All other types must be deported outside the cavity and protected with wave traps. Metal
tubes with sufficient length, fixed on the cavity could serve as wave traps and thus prevent
the electromagnetic field from damaging the sensor. For this, the tube diameter has to be
lower than the cut-off wavelength at the working frequency. Moreover, the tube length has
to be greater than the propagation length of the evanescent wave. It is important to specify
that tube diameter has to be further reduced if the tube is filled with such a dielectric material
as quartz. With such wave traps, infrared sensors can provide reliable information on the

surface temperature of the product and can be used to drive the operation.

Different technologies have been tested in MW systems as shown in Table I.1.

Table I.1: Comparison of different temperature analysis systems (from (Cuccurullo et al.,
2002) and (Pert et al., 2001)).

Two-color
Monochromatic Wo. cc.) ° Optical fiber
Technology - radiation IR Thermography Thermocouple
radiation pyrometer thermometer
pyrometer
400 - 4000
Measurement 0 - 50 (dependin
" 0- 2800 Not adapted for (depending 0-1900 0- 1600
range °C ) on the model)
food industry
Adapted to Yes Yes Yes Yes No
microwave Contactless Contactless Contactless Contact Contact
- M r
— Moderate cost pde ate cost — Low cost
— High accuracy X
— Moderate accuracy — Good accuracy in
|- Easy to move on — Good accuracy . .
Advantages — Easy to move on . — Excellent conventional heating
surface I Give map of surface
surface . accuracy system
R . — Usable in temperature
— Usable in continuous .
continuous mode
— High cost
. — Surface — Surface — Usable only in .
Disadvantage | Surface measurement Y Y V1 — Usable only in batch
measurement measurement batch
— Very fragile

1.2.6 Proand cons of dielectric heating in food processing

The frequently reported properties of MW processes in the food industry are listed in Table

1.2.
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Table 1.2: The pro and cons of microwave processes in the food industry.

Pros Cons
Narrow dependence of dielectric properties on food product
characteristics (quantity and state of water, salt and sugar
concentration, particle size, structure, density, etc.)
Volumetric heating Non-uniform temperature distribution (hot and cold spots)
Difficult process control (temperature measurement dependent on
temperature distribution, etc.)

Ability to achieve high
heating rates

Selective heating

Color and texture
preservation according to
the process
Reduced processing time

I.3 Techniques at laboratory scale and industrial scale

Manufacturers have developed MW systems at the lab scale. Poux et al., (2016) have listed all
the setup available for organic synthesis and extraction. The maximum delivered power varies
from 0.2 to 6 kW and the volume of the reactors from <1 mLup to 5 L. Most apparatus operate
in batch mode. Continuous and discontinuous processes are available. However, this type of
apparatus (lab scale) for food processing is not developed. Thus for a given couple
(product/process), a very thorough study is required to establish the feasibility of the process

at the pilot scale.

I.4 Pre and post processing and coupling

The MW technique is the only operational unit in a global process system and can be used as
a pretreatment of the materials before further processing, and posttreatment as an
intermediate or final stage of a process. It can be coupled with other technologies to enhance

its productivity and efficiency.

l.4.1 Pretreatment
1.4.1.1 Pretreatment by means of microwaves

MW could be used as a pretreatment step to improve efficiency of other stages in the process.
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MW pretreatments of oilseeds before mechanical/chemical extraction are likely to improve
oil yield and oil quality during storage, even under extreme environmental conditions. The
treatment simply consists of a short application of MWs (a few minutes) before conventional

oil extraction.

A review by Koubaa et al., (2016) analyses different studies using MWs in pretreatment for
oilseed extraction. For instance, preheat of sunflower seeds by MWSs resulted in a decrease in
lipase activity accompanied by an increased content of phosphorus and free fatty acids
(Veldsink et al., 1999). Rapeseeds oils have a better flavor when preheated by MWs and for

sesame seeds.

Concerning rapeseed oil, two studies carried out by Rekas et al., (2017) and Wroniak et al.,
(2016) use MWs prior to cold pressing. They show that the storage stability of phenolic
compounds was higher in oils produced from MW pretreated rapeseeds than in reference oils,
whereas the fatty acid composition of oils was not altered (relevant from the nutritional point

of view).

MW treatment significantly improves the fuel characteristics of the wheat and barley straw
and improves the grindability and hydrophobicity of the biomass before torrefaction (Satpathy
et al., 2014).

MW applied as pretreatment induces lignocellulosic breakdown through the molecular
collision caused by the dielectric polarization (Aguilar-Reynosa et al., 2017). It allows the
treatment time to be reduced from 17 h to 3 min compared to classical hydrothermal
treatment and fractionates lignocellulosic compounds into a cellulose rich residue, a liquor
rich in lignin and recoverable hemicellulose (Singh et al., 2017). After this pretreatment, alkali
hydrolysis liberates 75%-80% of reducing sugars (to be compared with the value of two
percent obtained with untreated biomass). This pretreatment has been shown to work
effectively with a wide range of lignocellulosic feedstocks as rape straw, sugarcane bagasse,

sago, wheat straw (Kostas et al., 2017).

MW pretreatment may also be before anaerobic digestion to help the hydrolysis step.
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1.4.1.2 Pretreatment before microwaves
Several pretreatments have been reported to have a beneficial effect on MW efficiency.

The plant material can be sieved or ground. Smaller particle size facilitates better solute-
solvent interactions (Kala et al., 2016). Huang et al., (2018) have shown that both maximum
temperature (from 475°C to 557°C) and heating rate (from 75 to 95°C/min) increased with
decreasing particle size (from around 1 mm to 150 um) of corn stover during MW pyrolysis.

Nevertheless, too many finer particles may cause problems in subsequent cleanup systems.

The preleaching time (time of contact between the plant matrix and solvent before irradiation)
improves the hydration status of the plant, thus making the cell more susceptible to thermal
stress for polyphenols extraction (Kala et al., 2016). Immersion in a hypertonic solution

increases mass transfer of water between membranes and extracellular media.

The increase of the water content (with vapor for example) in matrix promotes hydrolyzation

and reduces the risk of oxidation of active compounds.

[.4.2 Posttreatment
1.4.2.1 Posttreatment after microwaves

Enzymatic saccharification and fermentation are also classically used after this MW treatment

has been used to enhance delignification.

Once the extraction is completed, the extract has to be clarified, especially if the matrix has
been previously ground, to remove solid particles by filtration and/or centrifugation

techniques and then purified by chromatographic processes, for example.

1.4.2.2  Microwaves as posttreatment

MW could be applied at the end of air-drying (moisture < 20%) in order to finish the operation
of moisture squeezing. Drying times could be reduced down to 64% for bananas for instance

(Karam et al., 2016).
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1.4.3 Coupling

An important aspect of dielectric heating is that heat is provided essentially to the product.
However, irrespective of the process, thermal transfers by conduction, convection or thermal
radiation exist between the product and the device. It follows that part of the MW energy
(obtained at a high investment per kW) is spent to compensate for the thermal loss of the
product. In many cases, it is more advantageous to combine with MWs a conventional heating
to reduce the installed MW power. The investment is reduced and also the risk of arcing due
to the decrease in electric field because of the reduction of power required. As an example,
MW-assisted drying can be cited. Water vapor is not absorbent (nonlossy) but has to be
evacuated to eliminate condensation on the dryer walls and to limit the humidity of ambient
air. Thus for an efficient drying, beyond the mechanisms of heat generation in the product,
aeraulic conditions have to be carefully defined (temperature and air flow rate). In the case of
an overventilation, the required MW power will raise. On the contrary, an underestimate of
air flow rate will lead to condensation in the dryer with the risk of rewetting the product and

an increasing risk of arcing.

A recent trend is the concept of hybrid/combination mode or otherwise called MW-assisted
food processing technologies, which infers utilizing MWs to enhance conventional and
nonconventional food processes and consequently obtaining high end products, that is not
readily achievable by traditional techniques. The technology integrates the advantage of MW

energy to overcome the shortcomings of other food process technologies.

A typical example is the combination of MW energy with convection heating with the latter

being known to require greater energy consumption and longer processing times.

MW-assisted drying techniques can be divided into three categories: MW-assisted air dying
(MWAD), MW-assisted vacuum drying (MWVD) and MW-assisted freeze drying (MWFD).

MWAD is principally used in several industrial food processing applications in order to shorten

drying times and enhances product quality as compared with hot air drying alone.

For kiwi fruits and banana slices, increase in drying rates of 64% and decrease in tissue

shrinkage of 40% are reported (Karam et al., 2016).
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The coupling of MWs with other drying methods permits also to overcome some limitations
of single MW drying: occurrence of hot spots in the foodstuffs during heating, subsequent to
nonuniform electrical field, textural damages (arcing at power > 500 W in small-scale drying

cavities and puffing) as well as subsequent scorching and development of off-flavors.

MWHVD is one of the recently emerging food processes and is especially suitable for heat-
sensitive products (such as fruits of high sugar content and high-value vegetables). It has been
successively used for drying grapes, cranberries, bananas, tomatoes, carrots, garlic, potatoes,

kiwi fruits, apples, pears, etc.

MWED shortens drying times to 70%-90% and remains faster than freeze-drying (FD) or HAD
with products of better qualities (higher porosity, lower density, lower shrinkage) as well as
higher rehydration potential and minimal extent of color change. The energy savings can
achieve 54% and are particularly convenient for products of intermediate value but it is

difficult to use in large industrial applications due to gas ionization.

Section 1.6 gives a lot of examples of coupling MWs with other principles to integrate the
benefits of MW technology. We can quote also some examples where MW technology is
assisted. For instance, vacuum reduces the boiling temperature of the solvent (interesting for
thermally sensitive products) and provides an oxygen-free environment (interesting when
oxidation of target is feared). Ultrasounds help to increase the yield of polyphenols by
promoting the destruction of the cellular integrity. High pressure helps in squeezing out the

analytes from the punctured cell walls and glands (Kala et al., 2016).

I.5 Applications in transformation, food processing, and preservation

Theoretical time saving in heating systems using MWs attired companies and in particular food
industries. During the last 40 years, tests have been performed in order to integrate MW
technologies in classical food industry processes like pasteurization, sterilization, blanching or

frying.
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I.5.1 Pasteurization—Sterilization

Pasteurization and sterilization are two thermal processes. They are used to increase shelf life
of food products. Pasteurization is a food treatment aiming to eliminate pathogenic
microorganism and to reduce overall microbial load (Bornhorst et al., 2017). Sterilization is
also a food treatment of the product and in most cases of its packaging in order to eliminate
all microorganisms of the product (Albaali, 2006). Historically, pasteurization as sterilization
treatments is thermal processes based on convection or conduction systems. In the past 50
years, other non-thermal treatments are used as pulsed electric fields, high pressure system,

etc.

MW techniques are used for pasteurizing as well as for sterilizing operations. Different cases
come from industry as well as from the laboratory. It can be used in continuous mode or in
batch. Single mode cavities are used most of the time in food industry. Power of installations

is of course depending of the size of the installation ranging from 10 to 200 kW (Brody, 2011).

In pasteurization and sterilization applications, MW technology (alone or in combination)

presents specificities in comparison with other ways to heat products.

1.5.1.1 Time savings

For pasteurization treatment, MW can be used as a single way of heating food or in
combination with another system (usually hot water). Peng et al., (2017) have shown
comparisons between packed carrot pasteurization in hot water and MW. They show that
after a 20 min at 60°C preheating time, heating time to reach a 3 min F90°C value is more than
5.7 times shorter by using MW than hot water. To reach the F90°C = 3min in an MW system,
a holding time is needed. If these two durations are considered, the saved time is still around
60%. Same approach is done with a F90°C = 10min target and MW system has a heating time
9.5 times quicker than hot water system. Including the holding time, saved time is around
64%. The same conclusion is also given for other food products like mashed potatoes or green

peas puree (Bornhorst et al., 2017).
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1.5.1.2 Food quality preservation

Measured Impact on process time is also completed by a positive impact of MW treatment on
food quality. For instance Peng et al., (2017) have shown that packed carrots treated by MW
present a higher Betacarotene and carotenoids rate than those treated by hot water. The
same conclusion is drawn by Bornhorst et al., (2017) for the color of mashed potatoes. She
demonstrates that time reduction is responsible for a diminution of Maillard reaction. Food
quality is also evaluated by Bornhorst et al., (2017) with model foods applied on mashed
potatoes and peas. A demonstrated model has been developed to show impact of
pasteurization (assisted by MWs or with hot water) on food products and confirms previous
conclusions: color changes are reduced in MW-assisted processes. Effect of MW on texture is

not different from hot water treatment effect.

Quality of MWs heated products is also demonstrated for surimi products (Cao et al., 2018).

Two processes are compared.

The first one is the most common. It uses steam and hot water in different baths to process
surimi. The first step is to drop raw material to a 93°C water bath for a 90 s duration, then it
falls to a second pool at 95°C for 90 s to permit coagulation. These two pools are heated by

steam (158°C / 0.6 MPa) and pumps insure water circulation.

The second one, more innovative, uses a combination of steam and MW. Instead of soaking
food product in different pools, product is conveyed at 5.27 m/min throw boxes that send
MWs (at 25, 35 and 45 kW) and steam is sprayed to avoid the drying of the product and to

add an auxiliary heating system.

Comparison of different parameters drives to different conclusions. The moisture content of
the product is really more controllable on the combined process with MW; texture is therefore
easier to control. Sensory analysis has also given better results on product transformed by

microwave and steam.

Improvement of texture of fishes is also related by Ji et al., (2017) on Alaska Pollock surimi.
MW process (300 W for 1, 2, 5 or 10 min) gives better gel texture than water bath treatment

(30 min immersion in a 90°C water).
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1.5.1.3 Energy consumption

Energy consumption measurement method has to be defined before running any comparison.
It is quite hard to find subsequent energy consumption comparisons in scientific literature.
Such a comparison has been done on a surimi process (Cao et al., 2018). Process consists of
heating surimi in a water bath (gas heated) or in a water bath with MWs. In this case (as in
most of studies), time to heat product is really reduced (Liu and Lanier, 2016) and
consequently energy consumption. For this surimi application, energy saving represents

13.69% by reducing time of 61%.

Comparison of parameters of different approaches can be based on the examples from the
literature of the last years. It shows also that pasteurization or sterilization are topics mainly

studied in China or the United States over the last 5 years (Table I.3).

Table 1.3 : Comparison of different pasteurization and sterilization process microwave
assisted.

Microwave Alone Laboratory Scale
Action Product - Main parameters (LS) or Industrial source
or Combination

Scale (IS)

Mashed Preheating at 60°C in hot water than exposition to a single (Bornhorst et

Pasteurization potatoes and c mode 915 MHz microwaves and recirculating hot water (1.7 LS al,, 2017)
green peas min at 90°C or 95°C) v
pasteurization Surimi C Steam and microwave combination, belt conveyor at 5.27 s (Caoetal.,
m/min, power of magnetron at 25, 35 and 45 kW 2018)
Single mode 915 MHz microwaves system and four sections

pasteurization Prepacked c [preheating with water, microwave heating in water (2 s (Pengetal.,

carrots cavities with a 14 kW power), holding in hot water and 2017)
cooling ice cold water]

Samples are heated in microwave set to 300 W for 1, 2, 5,
Alaska pollock

Pasteurization Surimi A and 10 min; comparison with a water bath at 90°C for 30 LS (Jietal., 2017)
min.

. . . (Sarah et al.,
Pasteurization Palm fruit A Batch system using a 486 kW magnetron at 2.45 GHz LS 2018)

Sterilization Precoqked beef C Continuous system, 2 X 5 kW single magnetron at 915 MHz LS (Tangetal,
slices 2008)

e Under pressure system, using a 2.45 GHz microwave system (Reverte-Ors

L
Sterilization | Vegetable puree c 2t 1 kW S etal, 2017)
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1.5.2 Drying

Drying, one of the oldest preservation techniques, consists of removing water from the
product by application of heat. The moist product is heated to a specific temperature where
the evaporation or vaporization can occur. Drying process techniques can be classified into
different categories depending on the mode of heat transfer and the mode of moisture

evacuation.
Two modes of heat transfer can be distinguished, which are as follows:

e Surface supply with conduction, convection, or radiation where heat is supplied on the
surface of the product. The surface of the product dries out faster than the core and
depending on drying conditions an overdrying at the surface can occur leading to a
case-hardened layer formation.

e Volumetric supply where heat is supplied to the core of the product thanks to the
interaction of the wet material and especially water with the electromagnetic field.

Unlike conventional drying methods, where the heat transfer from the surface of the product
to the interior relies mainly on conduction, during MW drying, the energy is generated in the
liquid, which is distributed throughout the wet material. Due to this phenomenon, there is a
number of attractive advantages associated with the use of MW-enhanced drying, which

include volumetric heating, moisture levelling, reduced drying times, and high drying rates.

The reduction in drying time compared to conventional drying is very much dependent on the
amount of MW incident power used in the drying process, and of course highly dependent on
the type of product being dried. Other important differences are summarized in the following

list:

e Volumetric heating: As the energy from the EMWs is transferred directly to the liquid,
which is distributed throughout the wet material, a bulk heating phenomenon prevails.
This volumetric heating can eliminate the case hardening of products, which is usually
associated with convective hot air drying.

e Higher fluxes of liquid to the drying surface from the interior: During the period when
the MW power absorption is maximal in the material, liquid fluxes migrate from the

core of the material to its surface. This phenomenon underlines the importance of
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using adequate air flow rates over the drying surface in order to avoid excess liquid
accumulation around the surface when these liquid fluxes are most prominent.

e High temperature and internal pressure buildup: Due to volumetric heating, a
pumping effect appears to push the water from the interior of the material to the
drying surface. This effect, which is caused by internal pressure buildup (Figure 1.5),
can be used to great advantage in enhancing moisture migration through the material
during drying. It should be noted that due to the higher temperatures and pressures,

there is a greater risk of causing mechanical or physical damages to the material.

Pressure (bar)

Time (h)

Figure I.5: Internal gaseous pressures for different drying cases of pinewood (a) convective
drying, (b) and (c) microwave drying with 5 and 10 kW/m? incident power, respectively
(Turner et al., 1998).

e Preferential heating of wetter areas: Due to the dielectric properties that are
decreasing when the moisture content decreases, the wet regions of the material
receive more energy than the dried ones. For instance, for thick materials, this
phenomenon will help to get a moisture levelling. The power density exhibits a phase
change during the drying process, and the MWs appear to “track” the moisture
distribution in the pores of the material being dried.

During a drying process, three periods can be distinguished, which are as follows:

1. A warming phase or initial phase where temperature evolves quickly and water
content drops slightly.

2. Aso-called constant rate period where water content decreases rapidly. Temperature
is mostly constant and depends on the drying process used (MW-assisted hot air

drying, MW vacuum drying, MWFD, etc.). When water driven to the surface is not
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quickly transported away from the product, the temperature can reach the boiling
temperature during this period (100°C at atmospheric pressure),

3. A falling rate period where the loss of water slows down and the temperature of the
material increases. During this period the quantity of water transported from the

inside of the product is not sufficient to maintain a wet surface.

During MW-assisted drying the falling rate period could be critical to be managed specially for
foods where biopolymers can absorb the energy of the MWs. Indeed, an increase of €” with
temperature will lead to an overheating and a risk of burning of the product (Song et al., 2016),
(Franco et al., 2017), (Siguemoto and Gut, 2016). In such sensitive products, MW energy
should be intermittent or driven by a temperature measurement. The duration of each phase
depends on the heat and mass transport properties of the product and on the energy
delivered. A limitation of using MWs in a drying process is the nonuniformity of the
electromagnetic field in the dryer, which can give a nonuniform temperature distribution in
the product. In order to avoid this disadvantage, the product can be moved making all parts
receiving almost the same amount of energy or using mode stirrers to distribute the waves in
the dryer. Mode steers are mobile metallic elements that modify the electromagnetic field,

resulting in a nonstationary distributed energy over the product.

1.5.3 Microwave with convective drying

In traditional air-drying processes, hot humid air is used to heat the material and to remove
moisture from the product. When associated with MWs, volumetric heating involves a liquid
flux migration from the core of the material to its surface, and air flow is then mainly used to
remove moisture from the surface of the product. Such combination significantly decreases
drying time as it allows to lengthen the constant rate period and reduces the risk of case
hardening at the surface of the material (Maurya et al., 2018), (Azam et al., 2018), (Salim et
al., 2017).
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1.5.4 Microwave vacuum drying

Vacuum drying is generally used for thermal sensitive products that cannot be processed by
using hot air drying. Reducing pressure leads to reduce the water boiling point, for instance at
a pressure of 0.1 bar, the vaporization temperature is almost equal to 45°C. Otherwise,
reducing pressure and air density in the dryer weakens the ability of air to transfer heat to the
material. The association between vacuum drying and MW heating seems to be a good
alternative as MWs are efficient to transfer energy to the product (Monteiro et al., 2018), (Lv
et al.,, 2018). In this situation the pressure level in the dryer mainly controls the product
temperature during the constant rate period. During the falling rate period where moisture
moving from the core is not sufficient to maintain a wet surface, the temperature might
increase rapidly. During this period the energy of MWs should be managed by being applied

intermittently or driven by a temperature measurement.

1.5.5 Thawing and tempering

Thawing and tempering differ from each other by the final temperature attained at the end
of the process. Thawing is complete when the product temperature has reached 0°C and no
ice is present (Schubert and Regier, 2005). For tempering, the final temperature is maintained
just below the freezing temperature to soften the product in order to facilitate chopping and

handling.

James et al., (2016) underline the importance of food contamination during thawing. The
microbiological load is mainly located on the food surface, and during thawing, surface
temperature is more elevated than the other parts of the food and such that the growth of

bacteria is possible.
Different conventional techniques exist for thawing (James et al., 2016) are as follows:

e air-assisted thawing (still and forced air),
e water-assisted thawing, and

e vacuum - condensing steam-assisted thawing.
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Emerging techniques are also developed, such as acoustic pressure-assisted thawing and RF-

assisted thawing. Tempering is usually performed processed with air.

Both MW and RF techniques can be found in industrial processes. Because of lower
frequencies, RF presents advantages as compared with MW thawing, such as greater
penetration depth and more uniform heating. However, RF equipment is more expensive
(Pham, 2014). An uneven distribution of heat with MWs may cause thermal runaway due to
the greater absorption of MW in liquid water than ice. Consequently, the thawed parts of the
food absorb a greater amount of energy and heat up rapidly, which can induce the beginning
of cooking. To avoid this phenomenon, intermittent heating is usually applied to allow
relaxation of the temperature field in the material. The main advantage of MW thawing is a
marked reduction of thawing time. Taher and Farid, (2001) use intermittent dielectric heating
to thaw frozen minced beef. They obtain a better temperature homogeneity with cyclic
heating than with continuous operation. They also compare thawing time for conventional
(air thawing, 21°C) and temperature-controlled MW thawing. They observe a marked
reduction of thawing time with the MW process (divided by 5).

Chen et al., (2016) compare cycled power heating and inverter heating (constant power
applied but with the same average power as for cycled heating) for the thawing of Tylose, in
an experimental and numerical study. Inverter heating was presented as a method improving
heating rate and temperature uniformity and limiting overcooking at corners and edges.
Experimental results obtained show similar heating rates and no appreciable difference in

color of samples treated by both methods.

Pupan et al., (2018) studied the effect of different freezing and thawing methods on the flavor
and sensory properties of durian puree. In particular, they used two different thawing
methods, such as refrigerator and MW. The sensory analysis shows odor and flavor changes
in the samples thawed by MW. Moreover, off-flavor and off-odor are remarked in the MW
samples and are attributed to the formation of a new volatile compound during thawing. In
this study, the two thawing methods did not lead to significantly different drip losses.
Moreover, the thawing time for the two methods were extremely different: 3 h for the
refrigerator method (sample stored at 4°C and core temperature reached 0°C) and 70 s for

MW thawing (100W, core temperature reached 0°C).
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1.5.6 Microwave frying

Frying is a very specific food operation used in order to give the products specific organoleptic
properties of products (taste, texture, color, etc.) (Pankaj and Keener, 2017). Such a process

is used in food industry as well as for domestic applications.

MW application can also reduce process time in frying system. For instance, frying time for
chicken breast meat has been reduced by a factor of three (Barutgu Mazi and Mazi, 2017) by
using MW heating (365W in a domestic oven) instead of classical frying system. The
organoleptic results are correct even if the product color is a little too light and its texture not

hard enough.

It is also possible to fry french fries by using MW system (Parikh and Takhar, 2016). Results are
much better than in chicken application. The two magnetrons of 750 W at 2.45GHz used in a
36 L fryer help in increasing quality of products. For a frying time over 90 s, fat content of
french fries is lower than in the conventional system. Moreover, texture is also improved, and
during the process, internal pressure evolution of the product during MW frying is significantly

higher than in the conventional frying.

Using an MW can help in decreasing process time as well as improving quality product.
Besides, effect can also be positive on oil quality. When oil is heated with a moderate power
MW system (360 W), oil is more degraded than with high power (900 W) (Aydinkaptan et al.,
2017). It can be explained by the shorter heating time needed to reach the setpoint
temperature. MW heating led to better final product properties (in free fatty acid level,

peroxide value, viscosity, etc.) than with conventional systems.

MW frying system can be also coupled to other systems as ultrasonic and vacuum system (Devi

et al., 2018), (Su et al., 2018) to improve the quality of mushroom or potato chips.

1.6 Applications in extraction of food ingredients

1.6.1 Extraction principle

Due to its efficiency and ease of implementation, solid-liquid extraction is the most widely

used technique for the recovery of bioactive molecules from plant sources. It is widely applied
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in the food and pharmaceutical industries to extract compounds of interest from plants for

the production of beverages and medicines, for example.

Solid-liquid extraction is a physical transfer of matter between a solid phase, which contains
the substances to be extracted and a liquid phase, the extraction solvent (Pham, 2014; Taher
& Farid, 2001). Following the contact between solvent and heterogeneous solid, the
substances having an affinity for the solvent are solubilized and transferred from solid phase
to liquid phase. During extraction, substance content in solid phase decreases, and their
concentration in liquid phase increases. The transfer of matter is carried out by molecular
diffusion and by convection. Extraction is a nonstationary process that stops when a balance
of concentration in both phases (solid and liquid) is established. However, if the solvent is
continuously renewed, the diffusion continues until the solid phase is exhausted (Dibert et al.,
1989). Generally, the extraction mechanisms are not very selective. In addition to the
molecules of interest, other substances are also co-extracted from the solid phase to the
solvent. The solution obtained is called extract. The solid source exhausted after extraction
contains very little or no solute. It is called residue. In some cases the plant material is
pretreated before extraction to improve contact between the phases. Drying and grinding are
often used as pretreatment operations. Sometimes enzymatic pretreatments are also used to
facilitate the dissolution of interest molecules in the solvent. The rupture of cell walls by
pectinases and cellulases promotes the extraction of phenolic compounds (Bonilla et al.,

1999).
During the extraction successive stages of mass transfer can be distinguished:

- penetration of the solvent into the solid matrix,
- dissolution of the solute in the solvent,
- diffusion of the solute toward the peripheral part of the solid matrix, and

- transfer of the solute to the heart of the liquid phase (by diffusion or convection).

The duration of solid-liquid extraction is determined by the slowest stage that controls the
operation speed. Most often, it is the stage of internal diffusion in the plant matrix. The
extraction consists of solubilizing and detaching the desired compound from the matrix in a

reasonable time and in a satisfactory proportion (Perino-Issartier et al., 2010). However, the
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process can sometimes be difficult and highly dependent on the complexity and geometry of

the molecule and on the technique used.

The nature of the solvent, extraction pH, surface exchange of solid phase, temperature,
stirring, solvent-to-solid ratio, extraction time are some parameters influencing liquid-solid

extraction.

There are several techniques for extracting high value-added products from plants. These
techniques can be called conventional (based on classical mechanisms of extraction) or
innovative (developed more recently and involving different mechanisms). Conventional
techniques include Soxhlet extraction, maceration, and steam distillation (hydrodistillation).
In the innovative technical category, MW-assisted extraction (MAE), ultrasound assisted

extraction, accelerated solvent extraction, and supercritical fluids extraction can be cited.

1.6.2 Microwave-assisted extraction principles

MAE was first used in chemical laboratories in 1986 by Gedye et al., (1986) and Giguere et al.,
(1986) in organic synthesis and by Ganzler et al., (1986) in the extraction of biological matrices.
This nonconventional thermal energy source has an enormous potential for synthetic,

analytical and processing applications.

In a conventional solvent extraction (CSE), mass transfers and temperature gradients are in
opposite directions. Mass transfer takes place from inside outwards, while the temperature
gradients occur from the outside to the inside (conduction heating). For solvent extraction
assisted by MW, heat and mass transfer operate in the same direction due to volumetric
heating (Chemat et al., 2009). Process intensification using MW heating may be due to a

synergistic combination of heat and mass transfers.

The energy of the EMW is dissipated in heat within the lossy material according to the
distribution of the electromagnetic field (Luque de Castro and Castillo-Peinado, 2016). The
amount of MW energy absorbed by a specific sample depends on its loss factor that is finite
for absorptive materials. When the loss factor of vegetal material is higher than the solvent’s,
the plant material can reach higher temperature than the solvent, and consequently, the

inside cell pressure increases resulting in the rupture of cell’s membrane and release of the
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components into the solvent. The reverse situation is also possible in which the solvent is polar
and absorbs the energy of the waves. In this case the plant material is heated by conduction,
and the release of the matrix components follows the same mechanisms. The effect of MWs
on chemical or biochemical reactions is considered generally strictly thermal (Chemat et al.,
2009), but this point is a contentious issue. Some studies relate indeed non-thermal effects of

MWs. This point is addressed in section I.7.

MWs have the particularity of instantaneously heating polar substances such as water. Under
the effect of EMWs, the intra-cellular liquid heats up. This sudden increase in temperature
implies an increase of internal pressure and generates the bursting of the cell walls. It follows
the release of the metabolites of interest. In food products, it is mainly water molecules that
are concerned by this phenomenon but many other polar molecules also absorb MWs
(alcohol, sugars, amino acids, etc.). Thus MW extraction without addition of solvent is possible
induced by the deterioration of cellular membranes under the effect of rapid temperature

elevation.

As a consequence, MAE can be divided in two main categories that are MW-assisted solvent
extraction (MASE) and solvent-free MW extraction. Falling into these categories, one finds

several derived techniques that are listed in Table 1.4 using two different methods:

e distillation that is used for separating constituents of a mixture by boiling and
e hydrodiffusion that consists of heating a product without addition of solvent and in

recovering the condensed vapor containing the extract by gravity.

1.6.2.1 Influencing factors

A lot of variables influence MAE, such as MW power output, exposure time, sample size,
product moisture, solvent viscosity, and the type of solvent as well as a solvent-to-solid ratio
(Lugue de Castro and Castillo-Peinado, 2016), (Vinatoru et al., 2017). The rate of temperature
increases depending on the MW power and the dielectric loss factor of the material being
irradiated (Zill-E-Huma, 2010). A rapid temperature increase represents a huge advantage
because high temperatures (>90°C) might inhibit enzymes activity and consequently
molecules oxidation. Processing time has to be controlled to avoid degradation of

thermolabile compounds.
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For optimal extraction, a balanced combination of moderate €' to promote the penetration of
wave in the product and high loss (maximum € “) is required. The temperature dependence of
the factor loss causes and increase of the penetration with temperature (water, f = 2.45GHz:

T=25°C, Dp=3.4cm; T = 95°C; Dy = 14cm) (Datta, 2001).

1.6.3 Microwave-Assisted Extraction Techniques

This first use of MWs in the field of extraction by Ganzler et al., (1986) marked the beginning
of an expansion. The following different processes have been developed in order to
counteract the limitations of conventional extraction techniques. These innovative techniques
can use solvents (MASE) (Paré, 1992), water (MAD: Hydrodistillation by MWs) (Stashenko et
al., 2004), or directly intracellular water of the plant (SFME) (Lucchesi et al., 2004). They can
also use gravity [MW hydrodiffusion and gravity (MHG)] (Vian et al., 2008), use in combination
water vapor (MSD) (Farhat et al., 2009), and combine Soxhlet (Virot et al., 2008) or Dean Stark
method (Veillet et al., 2010). Other techniques are emerging consisting in superimposing
another physical mechanism to these various extraction methods (vacuum, addition of water
vapor, addition of extraction cycles, ultrasounds, centrifuge force, etc.). The extractions
methods depend highly on the properties of the extracted compound. Extraction proceeds,
generally, as follows. The sample is loaded into a support and in the case where an extraction
solvent is present, it is added until immersion of the sample. It is heated until the explosion of
its cells using MWs. The vapors are then condensed, and the extract is recovered in a suitable

container (Florentine vase, balloon, Erlenmeyer flask, etc.).

The major MW extraction techniques are listed below Table 1.4:
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Table 1.4: Classification of extraction techniques and some examples of application.

Diffusion between a solvent

Tomato, olive

Phenolic acids

Tomato : (Pinela et al., 2016)

MASE and a matrix pomace oil and fIavonf)lds, Lab ; batch Olive pomace oil :(Yanik, 2017)
carotenoids,
VMASE Vacuum MASE Olea.\glr'wus . Lipids Lab ; batch (Meullemiestre et al., 2016)
Yarrowia lipolytica
MISE Soxhlet extr_actlon combined Olive seeds Qil Lab ; batch (Virot et al., 2007)
with MW
solver.lt CAMD Addition of compressed air Bl SIS Essential oils Lab ; batch (Craveiro et al., 1989)
extraction Cham leaves
o MWHD Hydrodlstll.latlon combined Cinnamomum Essential oils Lab ; batch (Jeyaratnam et al., 2016)
Distillation with MW
VMHD Vacuum MWHD Cassia bark Essential oils Lab ; batch ARCHIMEX
MASD Steam d|st|!lat|on Rl Lavandin Essential oils Lab ; batch (Périno-Issartier et al., 2013)
with MW
hydrodiffusion MSDf MASD but steam injection by Orange peels Essential oils Lab ; batch (Farhat et al., 2011)
the top of the reactor
SFME S|m|Iar.tf) MWHD without an Sea Bucktthorn PRy Lab ; batch (Perino-Issartier et al., 2011)
addition of the solvent HE
Solvent free VMHD (sequential
VSFME vacuum between 100 and 200 Lavandin Essential oils Lab ; batch (Périno-Issartier et al., 2013)
Distillation mbar)
SFME with the addition of
. . Zinai -
sChE e ISFME mater.lal absorbing MW LU Essential oils Lab ; batch (Wang et al., 2006)
(graphic powders or ionic Rosc.
liquids)
Re.cover extract by.grawty . . Lab ; batch (Ferreira et al., 2018; Périno et al.,
. MHG (mixture of HE and internal Broccoli; lettuce Essential oils . )
hydrodiffusion . industrial 2016)
water of matrix)
VMHG Vacuum MHG Onion Flavonoids (Abert-Vian et al., 2011)

CAMD, Compressed air microwave distillation; ISFME, improved solvent-free microwave extraction; MASD, microwave-assisted steam distillation; MASE, microwave-assisted
solvent extraction; MHG, microwave hydrodiffusion and gravity; MISE, microwave-integrated Soxhlet extraction; MSDf, microwave steam diffusion; MWHD, microwave
hydrodistillation; SFME, solvent-free microwave extraction; VMASE, vacuum microwave-assisted solvent extraction; VMHD, vacuum microwave hydrodistillation; VMHG,
vacuum microwave hydrodiffusion and gravity; VSFME, vacuum solvent-free microwave extraction;
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1.6.3.1 Advantages of microwave-assisted extraction over conventional techniques

Specificity of dielectric heating provides MW extraction with many interesting features
compared to conventional methods. In many comparative studies the advantages of MW
extraction were underlined, such as a gain of extraction time, a high quality of product

obtained combined with a gain of energy. Some examples are exposed in the following.

MAE with solvent (Ethanol/water/TFA) method was used and compared with a CSE technique
to yield anthocyanins from Morus Nigra L. (MN) (Koyu et al., 2018). The MW procedure
showed a higher yield of anthocyanins from MN with an MW power between 300 and 500 W
and extraction times up to 10 min. However, a remarkable decline was observed in
anthocyanins content after 15 min of extraction indicated that the prolonged temperature
exposition might cause reduction in targeted bioactive metabolites. Furthermore, total
phenol, anthocyanin (12.63 mg/g cya-3-glu equiv. anthocyanins), and tyrosinase inhibitory
activity (ICso value of 1.60 mg/mL) were better compared to the values obtained with solvent
extraction (10.93 mg/g content and ICso of 2.81 mg/mL, respectively), whereas similar results
were attained for flavonoid content. Koyu et al., (2018) concluded that the superiority of MAE
over conventional systems was majorly explained with the shortening of process time that
limits degradation of active components. A reduction of extraction time from 300 to 10 min
and a solid-to-solvent ratio from 1:60 to 1:10 were observed. Moreover, these parameters

allowed to halve the tyrosinase inhibitory activity.

Pandey and Shrivastava, (2018) exploited a two-step MAE (TSMAE) to enhance oil yield from
rice bran. This technique consists of treating a vegetable matrix in an MW oven at a selected
power time followed by solvent washing outside the MW oven (first step). Then the rice bran
was again placed in MW oven and the first step was repeated. In this study the total oil content
of rice bran as obtained from Soxhlet extraction was found to be 162.8 + 0.76 mg/g (extraction
time: 4 h). With TMSAE, more oil was recovered (~97%) in shorter extraction time (8-10 min).
Furthermore, the phospholipid content of oil and peroxide value in TSMAE were found to be
significantly lower than with the CSE method (0.6410.11% vs 1.02+0.15%). This result is
explained by the longer extraction time in CSE compared to TSMAE during which more

phospholipids were extracted from the cell membranes. It can be observed that in CSE more
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than 95% of oil was recovered after 20 min, whereas the same quantity could be recovered in
<10 min in TSMAE. Moreover, oil quality obtained from TSMAE process was superior as oil
obtained by CSE and there was no significant difference in the overall change in color between

the oil extracted by MW and solvent extraction.

As a final example, MHG dehydration extraction technique was used to recover phenolic
compounds and polysaccharides from Broccoli (Ferreira et al., 2018) and to dehydrate
broccoli. This technique was compared with hot water extraction. For dehydration purposes
(drying), MHG allowed to drop the moisture of broccoli byproducts down to 12 % without
affecting polysaccharides and protein content. The washed-out solutes obtained by MHG
represented only 4.4% per dry weight of broccoli by-products indicating that the most
bioactive compounds of broccoli matrix are still present in dried by-product. Furthermore, a
total of 76% of pectic polysaccharides were extracted by MHG dehydration technique as
compared to 60% with hot water extraction. The authors point out another advantages, such
as filtration and concentration steps, are not required unlike with aqueous/solvent

extractions.

According to Ferreira et al., (2018), MHG technology has also potential for the valorization of
industrial by-products. In this study the combined MHG extracts were used to cook up a
bechamel sauce where the added water is replaced by the aqueous extract of broccoli. The
purpose was to enrich the sauce with bioactive compounds extracted from broccoli. The
authors did not notice any taste modification, and the characteristic of bechamel sauce were

maintained.

To say a few word about energy consumption, Zill-E-Huma, (2010) compared two extractions
techniques such as Soxhlet (conventional extraction) and MW-integrate Soxhlet (MIS)
extraction for extraction of compounds from different varieties of onions. Combined with a
marked reduction of extraction time, the author measured an energy consumption of 8 kWh

for Soxhlet extraction and of 0.5 kWh for MIS.
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.7 Environmental impact

[.7.1 Introduction

More than 130 million MW systems are affected the EU legislation that focuses on their life
cycle. Nevertheless, there is little information on the environmental impacts (eutrophication
and acidification of natural systems, primary energy demand, global warming, ozone layer
depletion, etc.) of the entire life cycle of MW systems. A recent paper (Gallego-Schmid et al.,
2018) gives the results of a comprehensive environmental evaluation of MW systems across
the whole life cycle and claims that the electricity consumption is the main contributor to the
environmental impacts. The manufacturing of MWs and end-of-life disposal have also a
relevant contribution and eco design is promoted. Some user practices are encouraged, for

example, the adjustment of heating time to each type of material.

The evaluation of environmental impacts requires a rigorous and standardized methodology.
A recognized methodology is life cycle assessment (LCA) defined by ISO 14040/44 as the
"compilation and evaluation of the inputs, outputs and potential environmental impacts of a
product system throughout its life cycle” (ISO, 2006a and 2006b ; Bisinella de Faria et al.,
2015). LCA enables calculating the environmental impacts of a product, process or service over
its entire life cycle (from cradle to grave) or for limited boundaries of the life cycle system, for
example, cradle to gate (from natural resources to the output of the plant). The environmental
impacts are classified in different impact categories (e.g., climate change, resource depletion,
and human health.) and are assessed quantitatively starting from the life cycle inventory (LCl)
of the system (natural resources consumption and hazardous substance emissions toward

environment) and using specific impact assessment methods.

The studied products and processes have to be comparable in order to derive consistent
(unbiased) results, that is, they have to fulfil the same function or to respond to the same need
on the market. Some classical approaches assess this comparison according to mean values.
In the case of food processes the resulting outputs from alternative processes may have
different composition, nature, and quality, and consequently, innovative approaches have to

be considered.

New LCA approach offers the capability to analyze the environmental performances of an

industrial process at different levels, that is, for the unit processes, background life cycle
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processes, distinct periods, or the whole life of a plant, etc. It shall demonstrate the impact of
a new unit in the overall process, in comparison with the classical process at a scale, close to
the industrial unit. The proof of concept of this new LCA approach has already been validated
in the field of water treatment processes (Mery et al., 2013), (Bisinella de Faria et al., 2015).
The environmental impact determination of MW technology in food processing is generally
few documented and there is a lack of data to have a global view on the environmental impact

of MW technology comparing to other technologies used classically in food industry.

In this chapter, we propose to describe the methodology to compare the environmental
impact of implementation of targeted processes comparing to classical ones, illustrated by

some examples found in literature comparing MW applications in food industry.

The methodology is applied in four steps, they are as follows: (1) the definition of goal and
scope, (2) the building of LCI, (3) the life cycle Impact assessment, and (4) the interpretation

of results.

l.7.2  Goal and Scope

The goal of the study must be specified including the following aspects Table 1.5 gives some
examples of “expression of the need” for comparison of MW operations to conventional

techniques.
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Table I.5: Fundamental aspects of LCA evaluation of microwave (MW) processes in

comparison to classical ones.

Case Process Reference Process Reference Bot,.mdarles Process
. . . K of life cycle X Reference
number | investigated (1) process (2) function unit location
system
Modelization
Oven drying Drying rate for 1 (14 empirical (Elhussein
A MW drying and vacuum kg of water Olive leaves equations for Turkey and Sahin,
drying evaporated drying 2018)
behavior)
Temperature
i til
MW defrosting Hot air lnc.rease untl Beef Meat (1 kg Defrosting (Farag et
B . . 0°C in the whole ) Ireland
and tempering defrosting R . ou 1 ton) tunnels pilots al., 2008)
unit, without ice
traces
Brassica
. . . vegetables
| Highest G t al.
C MW bleaching m.r'r.1er5|on n '8 es. scorgs " (broccoli, Lab tests Worldwide (Guoetal,
boiling water color intensity 2017)
brussels sprout,
etc.)
Frozen ready- Chicken meat
Homemade .
made meal Preparation and and three . .
meal made from . Domestic (Rivera
. made from consumption of vegetables .
conventional (Home) in and
D . K frozen ameal of 360 g (potatoes, Oven . .
ingredients and ) X . the United Azapagic,
R ingredients (roast dinner) carrots and X
heated in an . Kingdom 2016)
MW heated in the for one person peas) and
electric oven tomato sauce
Preservation of
MW the nutritional 15-45 kg of Pilot and (Lenaerts
E stabilization and Freeze-drying quality and color fresh industrial Belgium etal,
conservation during 4 months mealworms dryers 2018)
of storage
. Solvent Yield of (zill-E-
F MW(i;l(ltggtlon extraction antioxidant Plants (onions) Lab/Batch France Huma,
(soxlet) (targeted value) 2010)
1.7.2.1 Life cycle inventory

By definition, LCl is the compilation and quantification of all natural resources consumed and
all substances emitted into environment by the life cycle system (emissions and resources).
LCls are traditionally based on the average data of material and energy inputs and outputs
collected on industrial site or estimated from literature or from modeling studies performed
prior to the LCA study. In order to build a LCl, all inputs and outputs of each process must be
guantified, and all processes of the life cycle system must be considered. The process should
be placed at an industrial scale such that the modelled system is as close as possible to a real
industrial process. In the case of ongoing development and low technology readiness level
(TRL) of a new process, a scale-up modeling should be performed in order to calculate material
and energy flows for the desired real scale. The LCl step is the most important in terms of

invested work and time, and also the most influencing on the final results.
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Table 1.6 gives one example for case number D (Table I.5) comparing MW process (D1) to
reference process (D2) to illustrate the methodology highlighting that a homemade meal
made from conventional ingredients and cooked in a MW could be a better option than a
frozen ready-made meal made from frozen ingredients heated in an electrical oven,
considering the life cycle and environmental impacts. Other examples could be found in MW
drying, defrosting (tempering), bleaching, pasteurization/sterilization and extraction in
comparison to conventional techniques; but it is difficult to find fully documented comparison
in literature, especially at industrial scale. However, these findings could be useful to inform
both producers and consumers on how their choices influence costs and environmental

impacts of food.

Table 1.6: Life cycle inventory for Case Number D (see Table I.5).

Resources (input) Emissions (outputs)
Raw
Case X Others Gas (e.g. Others
Water materials .
Number Power (process) (e.g (e.g. CO, NOy, Wastewater Solid wastes (e.g.
o transportation SO,, VOC ackagin
chemicals) P ) * ) packaging)
151g
chicken Food waste:
110g Transportation: 120¢g . .
Water for potatoes, 44 79.3 km.kg Natural gas - Waste Plas;‘g bag:
. g carrots, 44 (regional distribution: transportation: . &
D1 0.39 preprocessing: cas. 36 distribution (20 K)) Wastewater: 3.51 km.k Tin:8g
Kwh/meal 1.361L gp, 1308 . 4.05L : X8 Cardboard:
onions, 44 g center for Preprocessing Meat losses:
Steam: 54 kJ 181g
tomato products) (54 kJ) 43g LDPE: 10
paste,1g Vegetable 10e
salt,9g losses: 47 g
vegetable oil
162¢g . .
chicken, 125 Transportation: Wastewater: Food waste: 86 Plastic
Water for 0.9 L for g .
R g potatoes, 87.6 km.kg B packaging:
2.03 preprocessing: 50 g carrots (regional consumption Waste 45
KWh/meal 1461L g ! ) g X Natural gas - Wastewater transportation: g
50 g peas, 40 distribution X Cardboard:
D2 Steam: 58 kJ . preprocessing for 3.66 km.kg
gonions, 53 center for . 22g
Water for (59 kJ) manufacturing: Meat losses:
. g tomato products) LDPE: 11 g
manufacturing: K 3.96L 43g
paste,1g 40 mL fuel oil for PE:36¢g
4.4L . Vegetable
salt,9g manufacturing Steel:6 g
. losses: 43 g
vegetable oil

LDPE: Low Density PolyEthylene; VOC, volatile organic compound

The study could be further investigated by “pushing the boundaries”, considering a complete
environmental evaluation of the MWs across the whole life cycle in Europe, considering the
production of materials, packaging, manufacturing of MWs, distribution, use of electricity,

end-of life waste treatment for an MW oven (Gallego-Schmid et al., 2018).
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1.7.2.2 Life cycle impact assessment

In this step the LCl is converted in environmental impacts by impact category. There are many
impact categories following the environmental problems and damages of concern, for
example, climate change, human toxicity, respiratory effects, ozone layer depletion,
acidification, eutrophication, natural resources depletion, etc. Each substance in LCl is
responsible to at least one impact category, for example, NOx emitted in air are responsible

for respiratory effects, acidification and eutrophication.

Environmental models were used to determine specific parameters named characterization

factors (CFs) that quantify the effect of a substance in a given impact category.

The impact result is proportionally linked to the mass of the emitted substance by using CFs
as proportionality constants. For a given substance s the obtained impact value (/) of a given

impact category k is:
lsik= 8s,i CFs, ik

where index i represents the emission compartment (e.g. air, water), g represents the quantity
of substance s in the LCl, and CF is the characterization factor for that substance emitted in

compartment /, for the impact category k.

Fortunately, it is not necessary to calculate these CFs since they are available with LCA
software and on Ecoinvent database website. Moreover, many impact calculation methods
currently exist, which delivers CF based on various environmental modeling approaches and
hypotheses, for example, ReCiPe (Bisinella de Faria et al., 2015) and Impact2002+ (Mery et al.,

2013) for cite the most currently used ones.

The complete analyses of LCA and LCI, fully completed by data provided by tests at pilot and
industrial scale, are necessary to have a good overview of environmental gains brought by the

replacement of classical technology by a new one.

1.7.2.3 Results interpretation

In this last step the impact calculation results are analyzed and the information is structured
in order to obtain a fully understanding of the studied system. LCA results are of multicriteria

as many environmental impact categories are calculated.
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Mainly two kinds of information can be derived from a usual LCA application, which are as

follows:

Comparison of several alternatives, that is, comparison of a new process with a reference one
Identification of hot spots of a process life cycle system, that is identification of the part of a

system where the impacts are generated and the substances in question.

These interpretations can be done at the level of each impact category (this is the best way of
interpretation) and at the level of aggregated impact results when the method permits to
calculate a single indicator by regrouping all impact categories. This last option is less relevant

since the aggregation of all impact categories is source of information loss and distortion.

1.8 Regulation and Security

As presented earlier, MWs are used in many food applications. This utilization implies specific
risks that need to be defined and controlled. To ensure a safe production in food industry,
various methods exist to identify the occurrence of possible risks (Mortimore and Wallace,
2013). The concepts of HACCP (hazard analysis and critical control points) and HAZOP (hazard
and operability analysis) are used to ensure food safety and to optimize the efficiency and

risks management related to manufacturing, staff, and environment.

1.8.1 Hazard analysis and critical control points approach
1.8.1.1 Principles

The HACCP system is depending on the process control of food processing, it is established on
the basis of food safety programs. With such a system, known hazards according to a process
can be prevented and reduced to an acceptable level. This method ensures food safety and
hygiene at all levels of production by applying a hazard assessment methodology (Datta and

Davinson, 2000; Mortimore and Wallace, 2013) HACCP system is based on seven principles.

It has been defined by directive 43/93/EEC of 14/06/1993 now converted as part of food in EC
Regulation 852/2004 (Ayappa et al., 1991; Chemat and Cravotto, 2013).
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1.8.1.2 Application of hazard analysis and critical control points system to microwave

technology — evaluation of risks

The chemical hazards involved during an MW process are the appearance of dangerous
chemical compounds, such as acrolein, acrylamide or heterocycles amines. Furthermore,
other chemicals, such as the carcinogen DEHA [bis(2-ethylhexyl) adipate] found in polyvinyl
chloride films can migrate from packaging into food during MW treatment. However, the
amount of this substance is not significant, except for certain conditions (Hill, 1998; Scubert &

Regier, 2005).

Microbial hazards are one of the main concerns for food industry. Indeed, raw materials may
contain microorganisms and pathogens. According to storage conditions, the risk of pathogen
exposition for consumers can increase. To avoid a cross-contaminations problem, MW
machines used for food processes have to be cleaned properly, disinfected, and rinsed. Finally,
packaging line, storage conditions, and hygiene staff must be controlled properly to prevent

recontamination.

1.8.1.3 Hazard and operability analysis approach

The HAZOP method allows to control the identifiable hazards that may be harmful to
personnel, environment, processing operations or equipment. The investigation consists of
examining potential deviations of operations from defined conditions that could create
process-operating problems and hazards (Rossing et al., 2010). It is designed in order to
optimize the food process and to obtain a better performance. The HAZOP system is based on

eight principles. HAZOP system can be used to complete HACCP program.

1.8.1.4 Using of hazard analysis and critical control points and hazard and operability analysis

systems in food industry

To ensure food and staff safety, HACCP and HAZOP methods have to be applied correctly
during MW processes. HACCP allows to determine physical, chemical, and biological hazards
on food safety, and HAZOP is employed to identify necessary actions to ensure staff and

material safety. Frequency, power, and treatment time of MWs are linked to HACCP method.
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The process and electromagnetic field exposition issues are linked to HAZOP system (Perino

and Chemat, 2015).

1.8.1.5 Quality assurance in microwave food processing

In MW food processing, few reviews exist on quality assurance. Many aspects are examined
by Atuonwu and Tassou, (2018), concerning the effects of MWs on food products. Thermal
effects can be evaluated in term of the inactivation of microorganisms/enzymes and
degradation of relevant nutritional and sensory quality variables. Nonthermal effects are still

a subject of intense debate (Chandrasekaran et al., 2013).

The major question is to determine if MWs can have an effect on molecules or not. Most
scientists agree that the energy of the MW photon is far too low to directly cleave molecular
bonds (Kappe et al., 2013). In many cases, experimental artifacts were mainly a consequence

of erroneous temperature measurements of the product.

Other studies (De la Hoz et al., 2005), show that the effect of electromagnetic field has not
been elucidated conclusively. It is a very complex irradiation involving thermal (hot spots,

superheating) and nonthermal (molecular mobility, field stabilization) effects.

The absence of heating uniformity is partially responsible of the limited application of MW

heating in food industry (Atuonwu and Tassou, 2018).

1.8.1.6 Microwave oven safety

Nowadays, MWs oven is an indispensable tool present in every kitchen. It is rapid for reheating
food. However, some questions may be raised linked to food safety such as microbiological
hazards. A study was carried out by (New et al., 2017), to gauge the knowledge and practice
of MW oven Malaysian consumers. The result revealed that consumers have not a deep
knowledge of how to use MW oven. For the betterment of the public health the knowledge
on MW oven safety has to be improved and integrated in the food safety educational
programs. Consumers of MW oven have to use MW-safe cookware because certain plastic

containers are not advisable to be used with MW. Indeed, some plastic additives could be
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migrated into the food at high temperatures. In some cases, damage of MW oven can occur if

consumers use metal cookware of aluminum foil and arcing (sparks) can be observed.

1.9  Upscaling and its applications in industry

Several industrial applications use MWs around the world for food applications, such as
drying, thawing, cooking, blanching, pasteurization, or sterilization as described earlier. The
following examples in food processing have been provided by SAIREM SAS (Neyron, France)
that has 40 years of experience in MW and radio RF engineering, bespoke electronic design,
application development, process design, and production of a standardized range of MW
generators. Table 1.7 shows that MW-assisted processes have a very short processing time,
allow continuous mode operation, and present economic advantages, in most of the cases, as

compared to conventional processes.
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Table I.7: Examples of industrial microwave applications.

. Capacity — .
D Microwave . Electric
Applications Product . Energy Time
device . coast
consumption
2-3tons/h
from --20°C to -
Microwave TM150 4/-2° 5 -10 min from - 3-4
. Power: 75 o o
tempering 20°Cto -4/-2°C euros/tons
kw
Frozen blocks Energy:
(meal, poultry, 100kVA/h
fish, seafood, Between 48 and 72
. butter, fruits, and h for 20 cm thick
Classical vegetables) blocks
tempering § 9-12
(t?oac:/\r/;?g Between 8 and 12 h euros/tons
for 8 cm thick
blocks
1 min before
5000 spring prefrying in oil
Preheating rolls/h Advantage (only 2
o . Power: o
(from +10°C to Spring rolls A0KW min in oil instead of 6 euros/h
+70°C) Energy: 60 6 min: less oil in
kVA/h final product and oil
economy)
High
. frequency:
1.
Continuous 50kW | 500- 600 kg/h 1-2min >0 euro
cooking . for 100 kg/h
Continuous
Ham, sausage cooking
Classical
cookl.ng 1-2hours
(cooking
room)

Nowadays, the world’s largest market for MWs and high frequency is tempering of frozen

blocks (meat, poultry, fish, seafood, butter, fruits, and vegetables). But other domains using

MW food processes are in development, such as in pasteurization, debacterization,

disinsectization, and liquid treatment. MW can be used for liquid treatment and pumpable

products such as marmelade before potting (2 tons/h). The process can be used in continuous

way. Another application is the disinsectization of dry products (dried fruits, flour, semolina,

etc.). MWs have a major advantage compared to other conventional techniques (steam, CO,

freezing): the process is adapted to product packaged in bags of 1 - 25 kg and can be applied

in very short times in continuous operation.
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Concerning MAE, the field is under development, a lot of devices at laboratory scale exist and
some at industrial scale. Archimex, SAIREM, Milestone are some companies, which develop

new MW extraction systems.

.10 Future trends

In the early 1980s, future trends for MW use were to develop this technology very shortly in
most of food industries. It was maintained in the 1990s. From years 2000 evolution of MW
technology is more considered a part of a process. Most of publications include MW systems
as a part of complex processes. It is considered a mean of improving existing process by
reducing time, increasing or maintaining the quality product, or sometimes reducing energy
costs. Nowadays, despite the fact that the first industrial applications date back many years,
most of textbooks treating of MWs industrial techniques underline the needs of research
effort. MWs sources will benefit in the developments of semiconductors manufacturing,
which have led to solid-state MW generators showing many advantages compared to
magnetrons (Schubert and Regier, 2005). The complex phenomena involved in the conversion
of electromagnetic energy into heat, in a heterogeneous media, explain the need of
improvement of numerical tools to simulate both electric and temperature fields in the
product. Accurate simulations will help the design of MW devices and will contribute to
operate MWs in optimized conditions improving the quality of the product (mitigating the
nonheating uniformity, for example). For energy intensive processes as drying the advantages
of dielectric heating should lead to the emergence, in industry, of combined techniques

involving MWs.
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Chapitre Il.  Présentation et adaptation du pilote

combinant micro-ondes et centrifugation
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II.L1 Introduction

Ce chapitre présente le pilote disponible a I'lFTS qui permet I'application de micro-ondes dans
une essoreuse (Figure 11.1). Les évolutions du dispositif seront décrites depuis sa configuration
initiale jusqu’aux développements qui ont conduit a sa mise en service pour différentes

applications.

Les résultats obtenus lors d’études précédentes relatifs a la déshydratation assistée
thermiquement seront brievement rappelés ainsi que les principaux résultats permettant
d’expliquer les mécanismes mis en jeu au cours du procédé. Cette synthése permettra de
mettre en perspective l'intérét de la combinaison essorage/micro-ondes, mais aussi de
souligner la complexité des interactions qui existent entre les différents composants du

systéme.

A partir des principaux aspects physiques relatifs aux interactions mécaniques/thermiques
relevés dans la partie précédente, le cahier des charges auquel doit répondre un outil
permettant d’extraire des composés d’intérét, a partir de matrices végétales, par micro-ondes
et centrifugation sera établi. Cette analyse conduira a définir les modifications a apporter au
dispositif de déshydratation par essorage/micro-ondes dans I'objectif de son utilisation en

extraction.

Figure I1.1 : Dispositif expérimental en version déshydratation par essorage/micro-ondes : vue
d’ensemble et représentation schématique (Apaolaza, 2014).
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I.2 Différentes phases de développement du pilote essorage/micro-ondes

L’'IFTS dispose d’une essoreuse pilote de marque Robatel acquise en 1984 et qui a été utilisée
lors de la thése de P. Borel en 1986 (Borel, 1986) pour étudier et modéliser les phases de

formation et de lavage des gateaux par centrifugation.

Des travaux de recherche ont été repris lors de la derniére décennie dans le cadre de deux
théses qui ont visé a rajouter un systeme de chauffage par micro-ondes pour combiner un
effet thermique a l'effet mécanique produit par la centrifugation, dans un objectif

d’intensification des procédés industriels de déshydratation (Figure 11.2).

2005 2008 2011 2014

Thése Bérengére LEGER Thése Xabier APAOLAZA

-

Essoreuse Essoreuse + Micro-ondes
Modéle numérique sur la phase . Déshydratation de suspensions et bobines
drainage/essorage textiles
Connaissance de la distribution d’eau dans Consommation énergétique améliorée
le gateau mais non uniformité de séchage

Figure 1.2 : Différentes phases du développement du pilote essorage/micro-ondes au cours
des travaux de deux theses réalisées a I'IFTS.

Un premier dispositif expérimental, partiellement instrumenté, couplant essorage et séchage
a été développé en 2008 dans le cadre de la these de B. Léger (Léger, 2008). L’objectif de ce
projet était d’étudier et de modéliser la phase d’essorage pour décrire |'état de saturation du
gateau afin de définir les conditions d’un apport thermique le plus efficace du point de vue de
la déshydratation. Le dispositif expérimental a été développé a partir de I'essoreuse Robatel
(Figure 11.3) et a abouti a la réalisation d’un premier pilote essorage/micro-ondes. Cependant,
la possibilité d’effectuer un apport de chaleur était limitée aux phases de la séparation

(essorage) pour lesquelles I'essoreuse est soumise au niveau de vibrations le plus faible.

De plus, I'instrumentation du systéme ne permettait pas un suivi complet des parametres liés

a la cinétique de déshydratation. Par ailleurs, un modele, décrivant la phase d’essorage, afin
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de connaitre précisément I’évolution de la distribution d’eau dans le gateau, a été validé. Des
premiers tests de déshydratation utilisant la combinaison essorage/micro-ondes ont été alors
effectués, mais I'étude du couplage entre les effets mécanique et thermique n’a pas pu étre

abordée.

(a) Vue globale (b) Vue du carter

Figure I1.3 : Essoreuse semi-industrielle Robatel : a) vue de la machine dans sa version
initiale ; b) représentation en 3D du carter et du panier de la machine (Apaolaza, 2014).

Pour corriger ces lacunes techniques et démontrer l'intérét du couplage entre effets
mécanique et thermique d’un point de vue énergétique, 'amélioration et I'instrumentation
du prototype ont été engagées, dans le cadre d’une seconde these (Apaolaza, 2014). Ces
travaux ont permis, d’'une part le développement et I'instrumentation compléete du pilote
d'essoreuse et d’autre part, d’acquérir la maftrise de la mise en ceuvre d’un apport des micro-
ondes dans une machine tournante constituant une cavité multimode. La métrologie associée
(du capteur a I'acquisition des données) a été développée en prenant en compte les conditions
d’utilisation correspondant a un environnement électromagnétique sévere, ce qui a imposé
des mises en ceuvre spécifiques (Apaolaza, 2014).

Cette étude était le fruit d’'une collaboration entre I'IFTS, le CETIAT (Centre Technique des
Industries Aérauliques et Thermiques) et I'Il2M (UMR 5295). Elle s’est concrétisée par le
développement d’un pilote de filtration sous champ centrifuge couplé a un dispositif micro-

ondes (Figure 11.4), congu pour le séchage de suspensions minérales et de produits textiles.
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Figure I1.4 : Dispositif expérimental développé lors de la these de X. Apaolaza (2014) ;
photographie et schéma ; (Apaolaza, 2014).

La combinaison essorage/micro-ondes peut étre envisagée de deux fagons différentes :
- de facon séquentielle : la séparation mécanique étant réalisée avant |'apport
thermique par micro-ondes. L’avantage est de limiter la manipulation de produits
fragiles et éventuellement de diminuer I'encombrement, le colt du matériel,
I’exposition du personnel a des vapeurs de solvant et de résidu et le volume

d’effluents de nettoyage ;

- de fagon paralléle : I'apport de chaleur intervient de fagcon simultanée a la
séparation mécanique en cherchant a obtenir une synergie entre les effets
mécaniques et thermiques. Ce couplage de procédé peut apporter des gains

significatifs en terme énergétique sur la séparation liquide/solide.

Les résultats ont mis en évidence une synergie entre les phénomeénes de séchage induits par
un chauffage diélectrique et les effets centrifuges liés a la rotation du panier dans le cas des
bobines textiles. La combinaison des effets donne des résultats concluants du point de vue
énergétique et laisse entrevoir des perspectives intéressantes pour ce type de technique.
Cependant, des contraintes techniques, liées notamment au matériau utilisé pour le panier
qui est métallique et au fait que I'essoreuse n’a pas été concue initialement pour intégrer un
dispositif de chauffage micro-ondes, ont induit des limitations trop fortes pour aboutir a un
procédé énergétiquement intéressant dans le cadre de la déshydratation de gateaux de
filtration ou avec des perspectives de développement trop limitées pour ce qui est des

produits textiles.
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1.3 Combinaison d’effets mécanique et thermique pour |la déshydratation

Les travaux précédents de B. Léger et X. Apaolaza ont abouti a un pilote d’essorage/séchage
par micro-ondes. Les processus physiques mis en jeu dans un tel dispositif et qui peuvent,
selon la configuration opératoire choisie, induire une synergie entre les effets mécaniques et
thermiques seront détaillés dans cette partie. Dans un premier temps, les aspects généraux
de la déshydratation mécanique par essorage seront traités. La description de la distribution
de I'eau (ou du solvant) dans le systéme ainsi que son état physique seront présentés. Ensuite,
les spécificités liées au traitement micro-ondes dans une cavité complexe telle que le carter
d’une essoreuse seront abordés. Pour finir, I'intérét de la combinaison pour le séchage et par

extension pour |'extraction sera discuté.

11.3.1 Aspects généraux de I'essorage
11.3.1.1 Abaissement de la pression du liquide dans le gdteau

L'essorage permet de déshydrater des gateaux formés par filtration centrifuge dans un panier
muni d’une toile filtrante. Lors de I'essorage, la mise en rotation rapide du panier permet
d’expulser le liquide interstitiel sous I'effet de la force centrifuge. Du point de vue des
mécanismes physiques, la force centrifuge induit un écoulement diphasique dans I'espace
poral. Le solvant (liquide mouillant) étant remplacé par I'air (gaz non mouillant), I'écoulement
correspond a un drainage centrifuge. Au sein de I'espace poral, les phases mouillantes et non
mouillantes sont séparées par des ménisques dont la courbure dépend de la mouillabilité du
systeme, de la tension superficielle du liquide et de la géométrie des pores. Les effets
capillaires qui en résultent tendent a abaisser la pression dans le liquide, alors que le gaz, du
fait de sa grande mobilité par rapport au liquide, joue un réle essentiellement passif de
remplacement de la phase liquide en conservant une pression homogene et égale a la pression

ambiante. En cours de I'essorage, il apparait deux zones distinctes :

- une zone insaturée dans laquelle la saturation augmente depuis la valeur minimale a
la surface du gateau, et
- une zone saturée qui tend a se réduire au cours de la séparation et au sein de laquelle

les effets capillaires n’agissent pas.

80



Chapitre Il. — PRESENTATION ET ADAPTATION DU PILOTE COMBINANT MICRO-ONDES ET CENTRIFUGATION

Sous I'action conjointe des effets capillaires et de la force centrifuge, la pression liquide dans
le gateau augmente selon I'épaisseur du gateau, de sa valeur minimale a la surface du gateau,

a sa valeur maximale juste en amont du média filtrant. Deux points sont a noter a ce stade :

- selon les conditions opératoires la pression du liquide, ce dernier mis en tension du
fait de la force centrifuge qui tend a I’expulser et des effets capillaires qui tendent a le
retenir, s’abaisse et peut atteindre des valeurs négatives, et

- la distribution du liquide dans le gateau est trés hétérogéne et la majeure partie se

trouve « concentrée » dans la zone saturée qui jouxte le média filtrant.

La Figure 1.5 donne un exemple de résultats obtenus par simulation numérique dans lesquels
sont présentées les évolutions des champs de pression liquide et de saturation dans le gateau

au cours de I'essorage.
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Figure I.5: Distribution de la pression liquide dans le gdteau pendant le drainage centrifuge
(Apaolaza, 2014).

L'obtention de valeurs de pression liquide absolue négatives au sein d’un milieu poreux a été
discutée par Hirasaki et al., (1988). Lorsque le liquide est mis en tension, comme c’est le cas
en essorage, la pression liquide peut, dans des circonstances expérimentales précises,
atteindre des valeurs trés fortement négatives en se maintenant dans un état dit métastable
(Caupin and Herbert, 2006), bien en deca de la pression de vapeur saturante. L'ébullition ne
prend pas naissance du fait de la difficulté a créer une cavité de vapeur de rayon infiniment

petit. Cependant, la présence de germes de nucléation promeut le changement d’état et ne
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permet pas a la pression liquide de descendre en dessous de la pression de vapeur saturante
a la température considérée. Dans un milieu poreux tel qu’un gateau de filtration, les germes
de nucléation sont omniprésents, mais d’aprés Hirasaki et al., (1988), le confinement du
liqguide dans I'espace poral est susceptible de bloquer la formation de cavités de vapeur de
grandes dimensions et de ce fait d’empécher le phénoméne de dégazage. Hirasaki et al.,
(1988) estime que des pressions négatives allant jusqu’a moins quatre bar sont possibles et
donne des confirmations expérimentales. Si I'essorage est poursuivi suffisamment longtemps,
le systeme atteint I'équilibre capillaro-centrifuge pour lequel la distribution du liquide est

facile a calculer.

1.3.1.2 Aéraulique du pilote essorage/micro-ondes

Une étude de I'écoulement d'air provoqué par le mouvement du panier dans le pilote
essorage/micro-ondes a été réalisée lors de la thése de X. Apaolaza (Apaolaza ,2014).
L'écoulement varie linéairement avec la vitesse de rotation avec des valeurs allant de 10 m3/h
pour 1 000 tr/min (i.e. 179 G) jusqu’a 47 m3/h pour 4 000 tr/min (i.e. 2 862 G), lorsque les
entrées d’air situées sur le couvercle de I'essoreuse ne sont pas obstruées. Les principales
trajectoires sont indiquées sur la Figure 1.6 : I'air entrant, aspiré par un orifice situé sur le
couvercle de l'essoreuse, est entrainé en spirale vers le fond du panier. Au fur et a mesure
gu'il descend, il est mis en rotation et s'éloigne de I'axe de la machine. Il remonte alors le long
de la paroi du panier, duquel il ressort au niveau de la paroi supérieure. Il plonge alors vers le

fond du carter en tournant avant d’étre expulsé vers la tubulure de sortie du pilote.

ju B

Figure 1.6 : Modélisation de la trajectoire du flux d’air dans la centrifugeuse en 3D et 2D,
(Apaolaza ,2014).
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En revanche, lorsque les entrées d’air sont obstruées, aucune simulation numérique lors de
travaux précédents n’a été réalisée mais il peut étre imaginé que I'air et le panier métallique

tournent conjointement : il y aurait une rotation en bloc de I'ensemble.

Une fois le liquide expulsé du gateau et du panier, il est recueilli dans le carter de la machine,
dans lequel il tourne de par la présence de I'écoulement d’air avant d’étre expulsé vers la

sortie du pilote.

11.3.1.3 Echanges convectifs a la surface du géteau et a la paroi externe du panier du pilote

Le coefficient d'échange convectif au niveau du gateau est fortement dépendant de la vitesse
de rotation du panier et s’intensifie en fonction de I’élévation de cette derniere (Apaolaza,
2014). Le mécanisme qui explique ce phénomeéne est lié a I'aéraulique du pilote avec I'effet
d'aspiration d’air induit par la rotation du panier. |l existe donc une interaction entre I'effet de
rotation du panier et le séchage au travers des échanges de chaleur et de masse. De plus,
I'échange convectif au niveau de la surface externe du panier augmente du bas vers le haut et
dépend également de la vitesse de rotation. La valeur du coefficient convectif est toujours

plus grande a la surface du gateau qu'au niveau de la surface externe du panier.

I1.3.2 Chauffage par micro-ondes dans une cavité multimode

Dans le pilote essorage/micro-ondes, le chauffage par micro-ondes se produit dans une cavité
multimode. En effet, la dimension du carter est environ cing fois supérieure a la longueur
d’onde électromagnétique, qui pour une fréquence de 2,45 GHz vaut approximativement 12
cm. La distribution du champ électrique est alors complexe puisqu’elle résulte des réflexions
multiples sur les parois métalliques de la machine. Par simulation numérique, la distribution
du champ électrique dans le gateau a été calculée dans une géométrie similaire a celle de la
machine. Les résultats sont présentés en Figure 1.7 d'apres Apaolaza, (2014). La répartition
est tres hétérogene dans le produit et son amplitude est trés faible au voisinage des parois
métalliques du panier. En effet, la condition a la limite imposée au champ électrique a la
surface d’'un conducteur parfait atténue fortement l'intensité du champ et par voie de

conséquence, I'intensité du chauffage diélectrique.
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Figure 1.7 : Répartition du champ électrique dans le gdteau par simulation numérique
effectuée sous COMSOL Multiphysics® (Apaolaza, 2014).

Il est, alors, intéressant d’étudier la répartition de la température au niveau du gateau. Un
exemple de simulation d'échauffement du gateau dans un panier en rotation est présenté en
Figure 11.8. Le champ de température est invariant par rotation autour de |'axe de la machine,
et il dépend de la position verticale du fait de la distribution du champ dans la machine avec
des zones chaudes au centre et des zones froides délimitées en bas et en haut du panier par
la proximité des parois métalliques. Un des intéréts de la mise en rotation du sytéme est alors
montré : elle permet d’homogénéiser le chauffage du produit bien que la distribution du

champ électrique soit fortement hétérogéne.

Temperature (K)

Figure 11.8 : Exemple d'échauffement diélectrique dans un gdteau en rotation et photographie
du panier d’essorage (Apaolaza, 2014).
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Une autre remarque importante est relative au panier : I'atténuation du champ électrique
pénalise fortement le chauffage micro-ondes au voisinage des parois, ce qui constitue une
contrainte sévere pour le dispositif. Par ailleurs, comme le montre la photo de la Figure I1.8, la
surface d’échange entre la paroi externe du panier et I'air dans la machine est réduite a la
surface des trous réalisés a travers la paroi. Pour un procédé de séchage, cela constitue aussi
une limitation importante. Il est possible de réaliser un panier dans un matériau transparent
aux micro-ondes. Cependant, les contraintes mécaniques imposées au dispositif a forte
vitesse de rotation n’ont pas permis de définir un matériau aux propriétés diélectriques et

mécaniques convenables.

11.3.3 Intérét du couplage mécanique et thermique

La synergie entre les effets thermique (chauffage par micro-ondes) et mécanique
(centrifugation) peut se caractériser par une réduction de la consommation énergétique. En
effet, comme expliqué précédemment, le liquide présent dans le gateau, sous I'effet des effets
capillaires et centrifuges, peut étre mis en tension. L'abaissement de la pression lié aux effets
mécaniques devrait permettre une vaporisation a un co(t énergétique réduit. Ainsi, un apport
de chaleur modéré est susceptible d'induire une vaporisation de liquide. De plus, ce
phénoméne serait susceptible d’affecter I'équilibre du liquide dans le gateau ce qui

permettrait de récupérer une partie du liquide a faible consommation d'énergie.

Par ailleurs, la rotation du panier induit un écoulement d’air qui peut étre favorable lors de Ia
phase de séchage pour transférer la vapeur d’eau du produit a l'air induit et éviter
I'augmentation de I'humidité relative dans I’'enceinte de la machine. Elle permet également
I’'homogénéisation du champ de température au sein du produit. Néanmoins, il en résulte une
baisse de température a la surface du produit qui peut étre considérée comme un effet négatif

car cela constitue un frein pour le séchage.

Il.4 Cahier des charges du pilote pour I'extraction a partir de matrices végétales

Une partie importante de ce travail de thése est d’évaluer les besoins nécessaires pour que le

pilote essorage/micro-ondes puisse étre adapté au domaine de I'extraction végétale. En effet,
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le chauffage par micro-ondes et la centrifugation pourraient aussi s’appliquer a I'extraction
solide-liquide qui consiste a récupérer un ou plusieurs composés solubles dans un liquide
porteur a partir d’'un matériau solide insoluble et dont la mise en ceuvre fait appel a de
nombreuses opérations unitaires. L’éco-extraction utilise déja, depuis une trentaine d’années,
le chauffage par micro-ondes comme technique d’extraction pour des raisons de gains de
temps et de sélectivité du chauffage, seul ou en association avec d’autres principes mais sa

combinaison avec un effet centrifuge élevé n’a jamais été étudiée.

L’objectif est d’établir le cahier des charges du pilote pour définir les adaptations a réaliser
permettant I'extraction. Les points abordés seront ceux relatifs au générateur micro-ondes, a
I’application en simultané du chauffage par micro-ondes et de la force centrifuge, a la collecte
du liguide sortant du pilote, a la distribution du produit et a I'injection d’eau (a I'état de vapeur

ou de liquide) pendant la manipulation.

I1.4.1 Puissance micro-ondes et insertion de la matrice végétale dans le pilote

Dans le domaine de [I'extraction du végétal, la puissance micro-ondes utilisée est
habituellement de I'ordre de 1 W/g lorsque la matrice végétale est disposée dans un réacteur
en verre inséré dans le four a micro-ondes (Vian et al., 2008). Le réacteur ne dispose que d’une
seule ouverture qui est située a I'extérieur du four et qui permet la collecte de I'extrait a I'aide
de la gravité aprés passage dans un condenseur. L’extrait n’est donc que trés peu exposé au

champ électromagnétique.

La limite du générateur micro-ondes placé sur le pilote essorage/micro-ondes est de 1 200 W
ce qui implique que la masse de matrice végétale a insérer dans le pilote avoisinera,
préférentiellement, les 1,2 kg. Ensuite dans le pilote, la matrice végétale sera disposée dans
un panier métallique directement inséré dans I'essoreuse constituant la cavité micro-ondes.
La matrice végétale, une fois chauffée, libérera un mélange liquide-vapeur qui disposera d’un
volume conséquent pour se recondenser (pour la partie vapeur). Les parois de la cavité en
début d’extraction étant froides, la recondensation pourra se produire, en partie, directement
dans l'essoreuse. L'extrait pourra encore étre présent dans le four micro-ondes apres sa
séparation avec la matrice végétale, et pourra subir un second chauffage par micro-ondes ce

qui peut impliquer une diminution de la qualité de I'extrait du fait de la surchauffe du liquide.
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Un aspect important concerne la puissance micro-ondes qui retourne vers le générateur et
qui est nommée puissance réfléchie. La puissance réfléchie dépend de la charge qui évolue
tout au long du procédé. Le dispositif est doté d’'un adaptateur d’'impédance manuel qui
permet d’atténuer 'onde renvoyée vers le générateur. Ceci nécessite de régler 'adaptateur a
I'aide de trois stubs installés sur le guide d’onde. Au cours de I'extraction, le systéme
s’appauvrit en eau, la charge n’est alors plus adaptée avec le générateur et la puissance
réfléchie augmente. L'opérateur doit modifier le réglage de I'adaptateur d’impédance pour
ramener la puissance réfléchie a un niveau le plus faible possible et protéger ainsi le
générateur qui, bien que protégé par une charge a eau, pourrait étre endommagé par un
niveau de puissance réfléchie trop élevé. La limite haute de la puissance réfléchie est fixée a
20 % de la puissance micro-ondes incidente, si cette limite est atteinte, I'extraction sera

arrétée pour éviter tout risque.

11.4.2 Application simultanée des micro-ondes et de la centrifugation

Le pilote essorage/micro-ondes peut appliquer simultanément une puissance micro-ondes et
une centrifugation. Pour pouvoir évaluer l'influence de I'effet de centrifuge sur I'extraction, il
est nécessaire de pouvoir diminuer la vitesse jusqu’a des vitesses pour lesquelles I'effet G est
négligeable. Cependant, pour des raisons de protection de certains organes de la machine, il
a été recommandé de ne pas utiliser les micro-ondes sans que le panier ne tourne a une
vitesse minimale. En effet, la rotation a pour rbéle d’homogénéiser le champ
électromagnétique et ainsi d’éviter les risques de points chauds dans le produit et au niveau
des joints d’étanchéité présents pour protéger le moteur de I'essoreuse. Le pilote n’est pas
adapté pour étre soumis a un champ électromagnétique seul, il est donc important de veiller
a protéger les joints et autres éléments le mieux possible en les blindant avec du scotch
aluminium par exemple et en appliquant une vitesse de rotation minimale. De plus, une
machine tournante ne doit normalement pas étre utilisée a une fréquence inférieure a 10 Hz
ce qui correspond a une vitesse de rotation pour le pilote de 1 000 tr/min (i.e. 179 G). Cette
vitesse minimale est imposée pour éviter les échauffements excessifs qui apparaissent au
niveau du joint d’axe et des roulements du moteur de la machine. Pour contrer ce probleme,
un ventilateur refroidissant le moteur pourrait étre installé dans I'optique de travailler a des

vitesses de rotation inférieures a 1 000 tr/min soit 179 G.
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Enfin, le temps total d’extraction sera fixé en fonction des risques de combustion du produit
dans la machine. Pour une densité de puissance micro-ondes importante, le temps
d’apparition de zones brulées sur la matrice végétale est déterminé et fixé comme temps

limite permettant de s’assurer qu’elle restera integre au cours du procédé.

La capacité de chauffage des micro-ondes étant nettement supérieure a celle d’'un chauffage
traditionnel, la durée de [I'extraction sous micro-ondes/centrifuge devrait étre
considérablement réduite par rapport a une extraction classique. Tous ces parametres seront
fixés en fonction de chaque matrice végétale traitée a la suite de multiples expériences

préliminaires.

11.4.3 Collecte du liquide sortant du pilote

Le procédé d’extraction est une séparation liquide-solide, ou le liquide (extrait) contient les
molécules d’intérét qui pourront étre ensuite valorisées dans différents domaines. Il est donc
nécessaire de collecter la totalité de cet extrait. C'est une étape-clé qui doit s’effectuer dans
les meilleures conditions possibles. La matrice végétale, étant soumise a un chauffage par
micro-ondes, montera rapidement en température et donc son eau intracellulaire se
retrouvera sous forme d’un mélange liquide-vapeur. Ce dernier devra étre condensé en
totalité a la sortie du pilote pour ne pas réduire le rendement d’extraction. De plus le pilote
n’étant pas étanche au gaz, il faudra veiller a limiter toutes les fuites possibles de I'extrait

(entrées d’air situées sur le couvercle de I'essoreuse a obstruer).

I1.4.4 Distribution du produit dans le panier

Travailler avec une machine tournante impose une surveillance particuliere au niveau du
chargement du panier d’essorage. Effectivement, il doit étre parfaitement équilibré pour

éviter tout balourd solide qui pourrait endommager la machine.

Le produit inséré dans le panier métallique doit étre homogéne, et doit s’équilibrer aprés
application de la vitesse de rotation. Son épaisseur doit, autant que possible, rester constante
le long du panier et sur toute sa hauteur. Ainsi, les vibrations de I'essoreuse seront limitées et

les vitesses de rotation appliquées pourront étre maximales (4 000 tr/min, i.e. 2 862 G). Il
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parait, alors, plus difficile de travailler avec des matrices végétales denses (fruits entiers,
tubercules, graine, etc) pour lesquelles I'équilibrage sera moins facile qu’avec des matrices
végétales légéres (fleurs, racines, écorces, etc). Pour pallier ces contraintes, des
prétraitements pourront étre pratiqués comme un broyage ou un découpage de la matrice
végétale avant extraction, ou bien la disposition par compartiments dans une poche fixée a la
paroi métallique du panier, pour ainsi, faciliter I'équilibrage du produit dans la machine au

cours de I'extraction micro-ondes et centrifugation (MO/C).

11.4.5 Ajout d’eau pendant la manipulation

L’objectif pour ce nouveau procédé d’extraction est de ne pas utiliser de solvant lors de
I’extraction. Cela implique que la matrice végétale contienne un taux d’humidité suffisant pour
gue son eau intracellulaire joue le role de solvant extracteur. Pour récupérer un extrait
conséquent et éviter toute combustion pendant I'extraction, le taux d’humidité de la matrice
végétale doit étre supérieur a 70 %. Si cela n’est pas le cas, il existe plusieurs possibilités tout
en essayant de ne pas utiliser de solvant organique : la réhydratation du produit avant
I’extraction ou bien I'ajout d’eau au cours de I'extraction. Cet ajout peut se faire sous forme

d’eau liquide ou de vapeur d’eau.

L'ajout de vapeur d’eau permet de travailler a une température d’extraction plus élevée et de
modifier I'aéraulique du systéme ; cela pourrait faciliter I’extraction de molécules volatiles

vers la sortie du pilote par exemple.

[1.4.6 Manipulations a I’échelle semi-industrielle

Le pilote essorage/micro-ondes est a I'échelle semi-industrielle ce qui implique de faire des
extractions avec des quantités importantes de matrices végétales (>500 g) pour la collecte
d’un extrait liquide. En effet, de nombreuses pertes d’extrait peuvent avoir lieu dans le
systéme car le pilote n’est pas étanche au gaz et il existe de nombreux endroits ou le liquide
peut rester piégé (fond du panier, fond du carter, condenseur, etc). De plus, la mise en place
d’une extraction, son déroulement et le nettoyage du pilote prend un temps conséquent qui

impose donc un rythme de manipulation, au mieux, a une seule extraction par jour.
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II.5 Modifications et adaptations du pilote pour I'extraction

Le pilote essorage/micro-ondes existant, non changé depuis la thése de X. Apaolaza (2014) et

présent a I'lFTS a été modifié pour I'adapter au domaine de I'extraction du végétal.
Les principaux domaines de développement du pilote ont été réalisés pour :

- larécupération de I'extrait liquide en sortie de la machine,
- lalimitation des fuites de vapeurs (le pilote n’étant pas étanche au gaz),

- le développement d'un systéme d’injection de vapeur d’eau, et

[1.5.1 Ajout d’'un condenseur

La premiere étape a été I'ajout d’'un condenseur a la sortie du pilote pour collecter la totalité
de I'extrait représentant I’eau intracellulaire de la plante avec les molécules d’intérét (Figure

11.9).

Figure I1.9 : Ajout d'un condenseur au pilote pour collecter la totalité de I'extrait : photo de
gauche, pilote existant ; photo de droite, le condenseur en verre installé a la sortie du pilote.

La surface d’échange du condenseur doit étre suffisante pour récupérer la globalité de I'extrait
a I'état liquide ; cela dépendra du débit de vapeur obtenu mais également de la température

qui sera atteinte pendant |’extraction.
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[1.5.2 Limitation des fuites de vapeur

La deuxieme étape a été d’obstruer toutes les entrées d’air situées sur le couvercle de la
machine pour éviter que les vapeurs ne s’échappent du systéme et ainsi limiter les fuites. Les
entrées d’air ont été obstruées a I'aide d’adhésif métallique et sont au nombre de quatre
(Figure 11.10). Cette étape permet d’éviter les pertes pendant I'extraction et d’obtenir une

température d’extraction plus élevée.

Configuration « fermée »

> Obstruction des ouvertures

Configuration « ouverte »

Figure 11.10 : Limitations des fuites en obstruant les entrées d'air : a) configuration ouverte -

photos et schémas, entrées d’air libres ; b) configuration fermée - photos et schéma quatre

entrées d'air obstruées ; c) photo de I'adhésif métallique appliqué a l'intérieur de la machine
pour bloquer I’entrée d’air.

I1.5.3 Installation d’une hotte aspirante

La troisieme étape a été de pallier la problématique liée aux odeurs dégagées par les matrices
végétales pendant les extractions car malgré I'adhésif installé, les fuites restaient présentes.
Les odeurs se répandaient dans I'atmosphére environnante et affectaient les conditions de
travail des personnes présentes a I'lFTS, certaines étant intolérantes ou présentant des
allergies particulieres a certaines molécules. Pour résoudre ce probléme, un extracteur de
vapeurs disposé au-dessus de la machine a été installé (Figure 11.11). Concernant I’extraction
des molécules volatiles, les vapeurs étant dont trés odorantes, un condenseur en acier a été

mis en place avec une surface d’échange plus importante que celui en verre présenté en Figure

1.9.
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Nouveau condenseur

Figure I1.11 : Limitations de la diffusion d'odeurs dans I'atmosphére environnante du pilote :
extracteur de vapeurs et condenseur métallique.

[1.5.4 Ajout d’eau en continu pendant |'extraction

Pour améliorer des rendements d’extraction, il peut étre nécessaire d’injecter de la vapeur
d’eau lorsque la matrice végétale n’en contient pas assez (taux d’humidité inférieur a 70%) ou
lorsque cela peut faciliter I'entrainement des molécules volatiles contenues dans la plante. Un
raccord reliant le pilote a un générateur de vapeur d’eau a donc été installé sous forme d’une
buse d’alimentation fixée sur le couvercle de I'essoreuse (Figure 11.12). Elle permet d’injecter
I'eau au milieu du panier métallique au plus proche de la matrice végétale au cours de
I’extraction favorisant une hydratation continue du produit. Cette injection peut aussi se faire

avec de l'eau liquide sous pression.
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Générateur de micro-ondes

Magnétron N4 Guidedonde

Matrice végétale
Panier

- Essoreuse

Condenseur

Raccord étanche

Figure 11.12: Schéma explicatif et photographie de l'installation d'un raccord étanche situé sur
le couvercle de I’essoreuse pour l'injection de vapeur d'eau pendant I'extraction.

[1.5.5 Collecte de I'extrait

La collecte du liquide au cours de I'extraction se fera suite a son passage dans le condenseur.
Si une seule phase existe, elle sera récupérée dans un flacon normal. Si deux phases sont
présentes, la collecte s’effectuera a I'aide d’un vase florentin qui permet de séparer deux
liquides par différences de densité. Cette technique est couramment utilisée pour collecter
les huiles essentielles qui ont une densité plus faible que celle de I'eau et remontent donc en
surface de I'eau de distillation (Figure 11.13). Au cours de I’extraction, une goutte d’huile
essentielle prend la place d’'une goutte d’eau car I'eau est rejetée dans un récipient placé a la
sortie du tube coudé du vase florentin permettant le déplacement de I'eau. A la fin de
I’extraction, les huiles essentielles sont récupérées a I'aide du robinet placé en dessous du

réservoir du vase florentin apres séparation avec |'eau.
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Huiles essentielles

Eau

Récipient collectant I'eau au
cours de I'extraction

Figure 11.13 : Photographie du vase florentin en sortie du pilote pour collecter les huiles
essentielles aprés passage dans un réfrigérant.

1.6 Conclusion

D’aprés les connaissances établies sur la configuration existante du pilote, la vitesse de
rotation permettrait d’abaisser la pression du liquide présent dans le gateau et donc une
vaporisation de I'eau a moindre énergie. Elle agit sur le débit d’air circulant dans la machine
et par conséquent, sur le coefficient d’échange convectif qui favorise le transfert de masse et
améliore, alors, le séchage du produit (bobines textiles). De plus, elle permet d’homogénéiser

le champ électromagnétique et donc la température de la surface du produit.

Néanmoins, un effet antagoniste de la vitesse de rotation est mis en évidence car elle implique
un refroidissement général du systéme. Le flux de chaleur sera moins important lors de
I'application de hautes vitesses de rotation du fait du débit d’air entrant par le couvercle de
I’essoreuse. Des limitations existent également au niveau du panier d’essorage ou le champ
électrique est atténué au niveau des parois métalliques, la matrice végétale ne sera donc pas

chauffée uniformément.

Concernant l'application au domaine de I'extraction, le refroidissement imputable a
I'application d’une vitesse de rotation peut limiter la montée en température du liquide
intracellulaire lors de I'application des micro-ondes. Il en résulte une limitation de
I'augmentation de la pression interne de la cellule conduisant normalement a son explosion.
Cette derniére se produit, généralement, a des températures supérieures a 100°C et elle

permet d’obtenir un extrait en fin de manipulation. Par ailleurs, le refroidissement généré par
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I'effet centrifuge peut, cependant, avoir un effet positif en protégeant les molécules

thermosensibles présentes dans la matrice végétale.

L'avantage du pilote avec son effet mécanique serait, donc d’une part, d’homogénéiser le
champ électromagnétique et ainsi d’éviter les points chauds au cours de I'extraction, d’autre
part, d’intensifier la séparation/liquide solide et donc d’épuiser au mieux la matrice végétale
en la compactant et en la déshydratant. En effet, le liquide est drainé efficacement a I'aide de
I'effet centrifuge, ce qui n’est pas le cas lors d’extraction par micro-ondes classiques sans
solvant ou la matrice végétale n’est pas compressée et ne subit que la force gravitaire (Vian

et al., 2008).

Sur la base du pilote existant, des adaptations et les modifications ont été réalisées pour le
rendre effectif au domaine de I’extraction. Le pilote modifié est présenté en Figure I1.14 ; cette

configuration sera utilisée lors de la premiéere étude sur une matrice végétale sélectionnée.

Plusieurs matrices végétales seront testées pour vérifier I'efficacité du pilote et mieux
comprendre les mécanismes en jeu lors de la combinaison des effets thermique et mécanique.
Les extractions pourront avoir lieu sur le pilote tout en limitant les balourds solides en début
d’expérience et en régulant la puissance réfléchie au cours de la manipulation. Toutes les
extractions réalisées avec ce pilote seront nommées : extraction micro-ondes/centrifuge
(MO/C) : extractions dont I'effet centrifuge est notable (effet compressif) a la différence des
extractions micro-ondes/rotation (MO/R) pour lesquelles I'effet centrifuge est négligeable (ou

fortement réduit).

Les familles de molécules choisies, pour les premiéres études d’extraction, sont les composés
phénoliques et les huiles essentielles. Suite aux premiers résultats obtenus, des optimisations
et des améliorations sur le pilote pourront étre envisagées pour augmenter les rendements

d’extractions.
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Figure 11.14 : Pilote instrumenté micro-onde/centrifugation — Photos et Schéma de
fonctionnement pour les extractions de molécules non volatiles : 1: Essoreuse ; 2 : générateur
micro-ondes ; 3 : guide d'onde sans contact ; 4 : condenseur
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Chapitre lll.  Matrices végétales étudiées et molécules

d’intérét
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I11.1 Introduction

Dans cette these, I'objectif premier est de combiner des effets thermique et mécanique pour
intensifier I'extraction du végétal sans utiliser de solvant organique, seulement I'eau
intracellulaire de la plante ou de I'eau. La sélection de matrices végétales pour ces extractions
est donc une étape importante. Elle doit essayer de répondre a certains critéres comme un
taux d’humidité élevé (de préférence supérieur a 70 %) et étre peu dense pour favoriser
I’'hnomogénéité du produit. Il est intéressant également de tenir compte de la facilité
d’approvisionnement et de la possible valorisation de déchets en coproduits. Les choix se sont
tournés vers la salade qui contient des composés phénoliques et vers les écorces d’oranges

possédant des huiles essentielles.

[1.2 Matrices végétales étudiées

[11.2.1 La salade

La majorité des salades feuilles consommées en France sont des laitues au sens botanique du
terme (espece Lactuca Sativa L.), de la famille des Astéracées (Pink et al., 1991). C'est une
plante herbacée annuelle principalement cultivée en champ sur tous les continents (Ryder,
1999; Thicoipé, 1997). Ce légume feuille constitue une source de nutriments, ainsi que de
composés phytochimiques (Mou, 2009; Santos et al., 2012).

La salade (Figure l1l.1) est largement consommée dans le monde entier, coupée fraiche ou peu
transformée. Elle est I'une des cultures vivrieres les plus utilisées en légumes dits de
"quatrieme gamme" (nettoyés, éventuellement hachés, mélangés, préts a étre assaisonnés et

consommeés frais) (Baslam et al., 2011).

Figure Ill.1 : La salade (batavia).
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La partie consommable de la salade contient environ 95 % d’eau mais aussi des fibres
alimentaires (1,5 %), des sucres (0,9 %), des minéraux, des vitamines, des acides organiques,
des nitrates etc. comme décrit dans la Tableau Ill.1. La composition varie d’une variété a
I'autre selon les conditions de culture et le type de salade. Pour 100 g de salade, la valeur
nutritive maximale est de 36 kJ (8,6 kcal) et la valeur calorifique totale est de 44 kJ (10 kcal)

(Thicoipé, 1997).

Tableau I11.1 : Constituants de la salade.

Composition Pourcentage (%)
Eau 95
Fibres alimentaires 1,5
Sucres 0,9
Vitamines <0,5
Composés phénoliques <0,5
Caroténoides <0,5
Minéraux <0,5
Acides organiques <0,5
Terpénoides <0,5
Nitrates <0,5
<0,5

La France est le 3°™¢ producteur de salades en Europe avec environ 308 000 tonnes de salades
produites par an (moyenne Agreste 2012-2014) essentiellement en Provence-Alpes Cote-
d’Azur (28 %), en Rhone-Alpes (12 %) et dans le Languedoc-Roussillon (12 %). La
transformation industrielle, les pertes en station de conditionnement et d’expédition, les
surplus de production peuvent entrainer de grosses pertes alimentaires ; elles sont estimées
entre 15 et 20 % (Jeannequin et al., 2015) pour la salade en général. Le volume de coproduits
issus de la salade et générés au cours des procédés industriels tels que la 4°™¢ gamme est
estimé a 40 % environ. Les coproduits de salade ont donc été identifiés comme étant une

source potentielle de micronutriments.
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[1.2.2 Les écorces d’oranges

L’orange (Citrus Sinensis) est le fruit comestible de I'oranger, arbre de la famille des Rutacées
(Praloran, 1971). Les oranges sont le quatrieme fruit le plus cultivé au monde principalement
pour des applications agroalimentaires et industrielles avec notamment la production de jus

d’orange.

La production de jus d’orange génére entre 8 et 20 millions de tonnes de déchets par an dans
le monde (Rezzadori et al., 2012). Ces déchets constitués en moyenne de 60 a 65 % d’écorces
et 30 a 35 % de chair et de graines (Satari and Karimi, 2018) sont généralement dédiés a
I'alimentation animale ou bien éliminés par compostage ou incinération. Certains coproduits
d’orange sont aussi utilisés pour I'extraction de pectines (Rezzadori et al., 2012), et d‘huiles

essentielles.

Les écorces d’oranges (Figure 111.2) sont riches en huiles essentielles utilisées pour les
industries du parfum, cosmétiques et pharmaceutiques. Elles contiennent également des
composés non volatils comme les composés phénoliques. Pour extraire ces molécules
d’intérét, les méthodes conventionnelles (extraction solide-liquide, hydrodistillation)
présentent plusieurs désavantages tels que I'utilisation des solvants coliteux et toxiques, les
longues durées d’extraction (plus de 2 heures pour I’"hydrodistillation) et la consommation

élevée en énergie.

= Y

=

Figure Il.2 : Ecorce d'orange (Citrus Sinensis).

De nouvelles technologies visant a intensifier I'extraction, tout en réduisant les impacts
environnementaux et les besoins en énergie, ont été explorées (Gavahian et al., 2019) :
extraction assistée par micro-ondes, ultrasons (Hosseini et al., 2019), cycles de pression,

champ électromagnétique et fluides sous et supercritiques (Putnik et al., 2017; Satari and
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Karimi, 2018). Les huiles essentielles extraites de I’écorce d’orange par diffusion de vapeur par
micro-ondes ont des profils aromatiques et des teneurs en composés similaires a celles
contenues par les procédés conventionnels (Farhat et al., 2011) ce qui en font un matériel de

choix pour le développement d’une nouvelle technique d’éco-extraction.

I11.3 Molécules d’intérét présentes dans les matrices végétales sélectionnées pour

cette étude

111.3.1 Les composés phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques (CP), sont des molécules spécifiques du régne
végétal. lIs constituent une classe de molécules caractérisée par la présence d’un ou plusieurs
noyaux benzéniques comportant des fonctions hydroxyle (Hennebelle et al., 2004). lls peuvent
se présenter sous forme de molécules simples comme I’hydroquinone ou l'acide gallique

jusgu’a des polymeres a haut poids moléculaire comme les tanins.

11.3.1.1 Les différentes classes de composés phénoliques

Plus de 9 000 molécules ont été isolées et identifiées (Mompon et al., 1998). Elles sont
réparties en plusieurs classes comme les acides phénoliques, les coumarines, les lignines, les
flavonoides, les tanins, etc, selon la complexité de leur squelette de base et le degré de
modification de ce squelette (Tableau IIl.2). Ces molécules sont généralement conjuguées a

des sucres ou des acides organiques.

Les dérivées hydroxycinnamiques sont une importante catégorie dont la structure de base est
I'acide cinnamique. L’acide caféique est le principal composé de cette classe, présent dans de
nombreux fruits et légumes ; il représente au moins 75 % de la teneur totale en acides
cinnamiques (Manach et al., 2004). Il est rarement présent a I’état libre mais généralement

sous forme d’esters de I'acide quinique (acide chlorogénique) ou de glucoside.

Les flavonoides représentent le groupe le plus important des CP et sont largement distribués
dans les aliments comme le raisin et les pommes, ainsi que dans des boissons dérivés (thé,

vin). La structure de I'hétérocycle central et son degré d’oxydation permettent de les classer
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en de nombreuses sous-classes dont les flavanols, les anthocyanes, les flavones, les flavonols

(quercétine, kaempférol) et les flavanones (hespéridine, naringénine).

Les flavonoides sont présents le plus souvent sous la forme soluble d'hétérosides avec le
glucose et le rutinose. lls participent aux propriétés organoleptiques des fruits et [égumes et

sont notamment des pigments responsables de leur coloration.
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Tableau I11.2 : Les principales classes et structures des squelettes des composés phénoliques
(Crozier et al., 2008; Macheix et al., 2005).

Nombre Structure de Plantes
de Squelette Classification Exemple alimentaires
base
Carbones (exemple)
OH N
Al
6 Cs Phénols simples catéchols caciaa
cachou
i
7 Ce-C1 Acides phénols ©/L0H Acide gallique Epices, Fraises
(o]
8 Ce-C2 Acétophénones C)LO’% Gallacétophénone lgname
P
o Acide p-
8 Ce-C2 Acides phénylacétiques Q/\K hydroxyphényl- Bananier
acétique
Acides m . . Pomme, P.de
? Ce-Cs hydroxycinnamiques Ho g Acide caféique Terre
o} /O
9 Ce-Cs Coumarines @/ Esculitine Citrus
o}
10 Ce-Ca Naphthoquinones @ Juglone Noix
o
0.
13 Ce-C1-Ce Xanthones Mangiférine Mangue
0
M)
14 Ce-C2-Ce Stilbénes ,‘/\ S Resveratrol Vigne
15 Cs-C3-Cs Flavonoides ° O Naringénine F,rUItS et
\ légumes
/‘\ .
15 Cs-C3-Cs Isoflavonoides L\/’ | O Daidzeine Soja, Pois
o]
HaC CHa
Fruits a
Ce-C Ligni
n (Ce-C3)n ignines I\ / noyaux
" (Cis)n Tanins @"* / Raisin rouge,
15 ho\///\_:/,o\r S 2 Ka kI
S S S o

11.3.1.2 Les composés phénoliques de la salade

Les CP présents dans différentes variétés de salades ont largement été étudiés (Altunkaya et

al., 2009; Assefa et al., 2019; Coria-Cayupdn et al., 2009; Mai and Glomb, 2013; Martinez-
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Sanchez et al., 2011) . Ce sont principalement les acides hydroxycinnamiques et les flavonols
(Carazzone et al., 2013). Les dérivés de I'acide caféique sont principalement présents chez les
variétés vertes, tandis que les flavonols sont détectés en plus grande quantité chez les variétés

rouges ou vertes/rouges (Llorach et al., 2008).

Les analyses par HPLC-DAD-MS/MS ESI montrent la présence d’un composé majoritaire,
I'acide di-O-caféoyltartrique appelé également acide chicorique. D’autres acides
hydroxycinnamiques ont été identifiés : I'acide O-caféoyltartrique, I’acide 3-O-caféoylquinique

et I'acide 3,5-di-O-caféoylquinique (ou acide isochlorogenique) (Figure 111.3).

0 HO
: OH OH
o] Q o
= \O HDJ\(L\H/
]

(o] (a]

acide
== cafeoy ltartrique
OH (CTA)

o
""3“{ OH ::Q/ OH
0 = OoH
OH N
HO |
acide S-tﬂféoj.'!quuliqlle o Y\OH y
(CQA) OH OH
o o 9
| OH
HO
o
O._ O
j

QH

o
pu 5
O—

H

OH : —_— _
acide dicateoyltartrique

acide 3.5-dicaféoylquinique (diCTA)
(diCQA)

Figure 111.3 : Molécules d'acides caféoylquinique et dicaféoylquinique ; d’acides

caféoyltartrique et dicaféoyltartrique.

Le principal composé flavonol est un glycoside de quercétine, la quercétine-3-O-(6"'-O-
malonyl)-glucoside ; des dérivés de la lutéoline et du kaempférol ont également été détectés

en petites quantités (Abu-Reidah et al., 2013; Assefa et al., 2019).
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Les anthocyanes ne sont présentes que dans les variétés a feuilles rouges. La cyanidine est
alors I'anthocyanidine majeure ; elle est présente sous forme glycosylée avec la cyanidine - 3
-O- glucoside (Figure 111.4), cyanidine - 3 -O-(3 " —O- malonylglucoside ; la cyanidine - 3 -0-(6 "

-O-acétylglucoside) et n’est identifiée que dans les cultivars rouges (Viacava et al., 2017).

OH
OH
@
HO 0} O
=
O = OH
0 o]

OH HO OH

HO

Figure I1l.4 : Molécule cyanidine — 3 - O - glucoside.

Les teneurs en CP varient selon les variétés, le stade de maturité, les conditions de cultures et
de conservation. Une étude sur 22 variétés (Assefa et al., 2019) donne des teneurs entre 18,3
et 54,6 mg/100 g de matiére séche pour les dérivés hydroxycinnamiques et 9,5 a 25,9 mg/100

g de matiere seche pour les flavonoides.

11.3.1.3 Les composés phénoliques des écorces d’oranges

Les zestes d'agrumes représentent une source importante de CP et en particulier les
flavonoides avec les glycosides de flavanone (I’hespéridine, la naringine, la narirutine et
I’ériocitrine), les aglycones de flavone polyméthoxylé (tels que la sinensétine, la nobilétine, la
tangéretine), les glycosides de flavonol (tels que la rutine) ainsi que les flavones C-glycosylées
(Sawalha et al.,, 2009), et les anthocyanines pour les oranges sanguines. Des acides
phénoliques, principalement de la famille des acides cinnamiques (acides férulique,

coumarique et sinapique) ont également été identifiés (Manthey and Grohmann, 2001).

Les écorces d’oranges sont riches en CP avec des teneurs qui varient entre 150 a 361 mg

d’équivalent acide gallique par 100 g de matiere seche selon les méthodes d’extraction.
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1.3.1.4 Localisation dans la plante

Les CP sont présents dans de nombreux organes de la plante : les racines, les tiges, les fleurs,
les feuilles de tous les végétaux. Au niveau subcellulaire, les CP s'accumulent d'une part dans
la paroi cellulaire (lignines, certains flavonoides, acide férulique) et d'autre part dans les
vacuoles pour les composés solubles. Ces localisations impliquent un transport des CP ainsi
gue l'existence de mécanismes d'accumulation, dans la mesure ou les enzymes assurant la

biosynthese sont essentiellement cytoplasmiques (Fleuriet et al., 1996).

11.3.1.5 Propriétés et utilisation des composés phénoliques

L'industrie agroalimentaire s’intéresse aux CP en raison notamment de leurs propriétés
antioxydantes. En effet, de nombreuses études épidémiologiques ont démontré les effets
nutritionnels bénéfiques d’un régime riche en fruits et légumes (Junien, 2002). Consommés
en quantités importantes, ils seraient associés a une réduction des risques de maladies cardio-
vasculaires et de certains cancers. Ces bienfaits sont attribués a une teneur élevée en

antioxydants (Czernichow et al., 2003).

Un antioxydant est défini comme « toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport a un substrat oxydable, retarde significativement ou inhibe I'oxydation de ce
substrat » (Gutteridge and Halliwell, 1994). Les antioxydants agissent de facon directe ou
indirecte en tant que moyen de défense contre les especes oxygénées réactives et selon

différents mécanismes.

Parmi les antioxydants présents dans les fruits et légumes, les CP interviendraient dans le
mécanisme d’interruption de la chaine de propagation des réactions radicalaires en cédant un
hydrogene aux radicaux péroxyles (Hodek et al., 2002). Ills sont également capables de
chélater les métaux de transitions FeZ/3* et Cu*/%* qui accélérent les réactions d’oxydation
lipidique, ou inhibent des enzymes impliquées dans la production des espéces oxygénées
réactives (van Acker et al., 1998). Ce réle de bouclier permettrait, donc, d’éviter |’'oxydation

des cellules et ainsi de lutter contre le vieillissement cellulaire (Fleuriet et al., 1996).

Les antioxydants sont largement utilisés dans le domaine agroalimentaire pour retarder ou
ralentir I'oxydation des aliments. Controversés, les antioxydants de synthése sont amenés a

étre remplacés par les antioxydants naturels. Les antioxydants naturels les plus répandus sont
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la vitamine C, le R-caroténe (provitamine A), la vitamine E, le lycopéne et les polyphénols. Ces

derniers incluent les flavonoides, les anthocyanes, les tanins et les acides phénoliques.

Des extraits de romarin sont désormais inscrits dans la liste des antioxydants alimentaires
(directives européennes 2010/67/EU et 2010/69/EU Journal officiel de la Commission
européenne) et peuvent donc étre officiellement utilisés pour améliorer la conservation des

produits alimentaires.

Cette nouvelle réglementation permet d’augmenter la valeur ajoutée des extraits issus des

fruits et légumes et leur coproduits riches en ces molécules.

I11.3.1.6 Réactions d’oxydation des composés phénoliques

La déstructuration cellulaire lors du traitement des matrices végétales, avant ou pendant
I’extraction, peut entrainer une oxydation (brunissement) du végétal et de ses extraits.

L’origine de ce brunissement peut étre enzymatique ou non enzymatique.

Dans le cas du brunissement enzymatique, les enzymes (polyphénols oxydases (PPO) et/ou
péroxydases) présentes dans le cytoplasme sont mises en contact avec leurs substrats

potentiels, les CP localisés dans les vacuoles (Figure Il1.5).

Leucoplastes Vacuoles Cytoplasme Mitochondri

Membrane protoplasmique Membrane cellulosique Noyau Chloroplaste

Figure II1.5 : La cellule végétale - Vacuoles contenant les composés phénoliques (rose) ;
Cytoplasme contenant les enzymes (bleu).

Ces derniers sont alors oxydés en quinones en présence de dioxygéne et/ou de peroxyde

d’hydrogéne (Pizzocaro et al., 1993). Les o-quinones se polymérisent rapidement pour former
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des pigments bruns (mélanine). Le brunissement non enzymatique peut étre associé a de
I’auto-oxydation et aux réactions de Maillard (Issa, 2009) ; il apparait, bien souvent, lors des

traitements thermiques.

Si le brunissement peut étre parfois recherché et bénéfique, dans de nombreux produits
alimentaires, qu’il soit catalysé ou non par des enzymes, il est a I'origine de la diminution de
qualités organoleptique et nutritionnelle par I'apparition de flaveurs désagréables (rancidité),
la perte de couleur, I'apparition de couleurs brunes et une diminution des teneurs en acide

ascorbique.

L'intensité du brunissement dépend de la quantité de PPO active dans les tissus, de la teneur
en CP, du pH, de la température et de la disponibilité en oxygéne. Pour éviter le brunissement
lors de I'extraction des CP, il est donc possible d’agir sur trois parameétres principaux

(Bouquelet, 2016) :

- le pH: travailler a pH tres acides (2,5 a 2,7) pour inactiver les PPO,

- la température : les traitements thermiques sont les plus utilisés pour stabiliser les
aliments en raison de leur efficacité pour inactiver des enzymes a chaud (70-80°C) ou
a froid (-18°C), et

- l'utilisation d’agents réducteurs : ajout de SO ou de Sulfites, vitamine C. Les produits
d’oxydation des diphénols, les quinones, réagissent entre eux et forment des diméres
phénoliques. Ces diméres s’oxydent a nouveau et forment des polymeres plus ou
moins bruns. L’acide ascorbique (Hsu et al., 1988), les composés thiolés (Henze, 1956),
les sulfites (Sayavedra-Soto et Montgomery, 1986) et les acides aminés (Kahn, 1985)
sont capables d’inhiber la formation de ces diméres en réduisant les quinones en

phénols ou en formant des produits d’addition incolores par exemple.

[11.3.2 Les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont définies selon la commission de la pharmacopée européenne
(2008) comme étant un « Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a
partir d’'une matiere premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la

vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans
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chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé

physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition ».

Seules les plantes dites « aromatiques » (Lamiacées, Lauracées, Pinacées, Rutacées, Apiacées)

produisent des quantités suffisantes d’huiles essentielles.

111.3.2.1 Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique d’une huile essentielle (HE) est souvent trés complexe (Laurent,
2017) : d’'une maniere générale, les constituants principaux représentent des proportions
comprises entre 10 et 50 % alors que les autres constituants ne sont présents qu’a I'état de
traces (de l'ordre du micro ou du nanogramme). D’une fagcon générale, les constituants

appartiennent principalement a deux types chimiques.

D’un c6té, on retrouve les composés terpéniques (hydrocarbures) : monoterpénes (Cio),
sesquiterpenes (Cis), diterpenes (Cao), triterpénes (Cso). lls sont formés de n multiples de
I'isopréne CsHg et peuvent étre classés selon leur nombre d'unités isopréne (Roulier and
Roulier, 1990). Les terpénes peuvent étre aromatisés ou fonctionnalisés avec différents
groupements tels que des alcools (géraniol, linalol, menthol), des cétones (menthone,

thuyone) ou encore des aldéhydes (néral, géranial).
Il est, également, retrouvé :

- des esters terpéniques résultant d’'une réaction entre une fonction alcool et une
fonction acide avec perte d’eau comme le salicylate de méthyle et I'acétate de linalyle,
et

- des phénols terpéniques possédant une fonction hydroxyle sur un noyau benzénique

comme le thymol ou I'eugénol.

Les hydrocarbures sesquiterpéniques sont des terpénes en Cis composés de trois unités
isoprene (curcumene, zingibérene). Ces molécules sont rarement retrouvées dans les HE ou

en faible quantité (Baudoux et al., 2006).

Dun autre c6té, des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Cs-C3) sont retrouvés.
Ils sont beaucoup moins fréquents que les composés terpéniques. Tres fréquemment, il s'agit

d'allyle et de propénylphénols, des aldéhydes aromatiques (benzaldéhyde), caractéristiques

109



Chapitre Ill. -MATRICES VEGETALES ETUDIEES ET MOLECULES D’INTERET

de certaines HE, telle que celle du girofle (eugénol). On peut également rencontrer dans les
huiles essentielles des composés en Ce-Cy, plus rares, tel que le safrole (Staub and Bayer,

2013).

Compte-tenu de leur mode d'extraction, les HE peuvent renfermer divers composés
aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I'hydrodistillation : carbure, acide (Cs a Ci0), alcools, aldéhydes (octanal, décanal, etc), esters,

lactones, produits azotés ou soufrés.

La composition d’une HE varie considérablement en fonction de la variété, de la saison, de
I'origine géographique, de la maturité du fruit, de la méthode d'extraction, ainsi que de

I'interaction de divers facteurs (Fisher and Phillips, 2008; Sharma et al., 2017).

Les HE combinent des molécules tres variées (Tableau Ill.3), en moyenne une centaine de

molécules différentes.

Tableau 111.3: Composition chimique d’une huile essentielle avec la classification de ses
différents constituants (Baudoux et al., 2006; Staub and Bayer, 2013).

110



Chapitre Ill. -MATRICES VEGETALES ETUDIEES ET MOLECULES D’INTERET
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111.3.2.2 Composition d’une huile essentielle d’écorce d’orange

L'analyse qualitative et quantitative de I'HE d’écorce d’orange permet l'identification de 70
composés (Hosni et al., 2010). Les principaux groupes chimiques sont les hydrocarbures
monoterpénes (94,4 a 97,3%) et les alcools terpéniques (1,4 a 1,0%) (Njoroge et al., 2009).
Parmi les hydrocarbures monoterpéniques, le limonéne est le principal composé. Il existe sous
forme de deux isoméres chiraux R- et S-limonene (Figure II1.6) : dans I'orange, seul I'isomere
R (D-Limoneéne) est présent. La concentration en limonéne varie selon les variétés : 30 a 40 %
dans la bergamote, 40 a 75 % dans le citron et 68 a 98 % dans |'orange douce (Moufida and

Marzouk, 2003).

CH CH
a) ° b) ’
Hee” NCH, Hye” SCH,
(R) (S)

Figure 1.6 : Enantiomeres du Limonene : a) R-Limonéne b) S-Limonéne.

D’autres monoterpenes sont identifiés en fonction des variétés et des modes d’extraction
comme le B-myrcéne, le a-pinene, le sabinene (Farhat et al., 2011), puis des monoterpéenes
oxygénés tels que les aldéhydes monoterpéniques (néral, géranial) et les alcools
monoterpéniques (nérol, géraniol, linalol) (Gancel et al., 2002) ainsi que des sesquiterpénes
oxygeénés.

Bien que le limonéne soit prédominant dans la composition volatile de I’'HE, sa contribution a
I'ardme final du mélange est limitée (Selli and Kelebek, 2011) par son instabilité et la
possibilité de formation de composés odorants (Gongalves et al., 2017).

L'odeur caractéristique de I'HE est due a la présence de composés volatils mineurs, tels que le

linalol, I'octanal, le citronellal et d'autres composés oxygénés, comme |'aldéhyde décylique.

111.3.2.3 Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les HE peuvent étre extraites de toutes les parties de la plante telles que les feuilles
(eucalyptus, citronnelle, laurier noble, etc), les fleurs (rose, camomille, lavande, etc), les zestes

(citron, orange, bergamote, etc), le bois (bois de rose, santal, etc), I'écorce (cannelier, etc), la
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racine (vétiver, etc), les fruits (anis, badiane, etc), les rhizomes (curcuma, gingembre, etc), les
graines (muscade, etc) (Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé, 2008).
Les HE se forment dans le cytoplasme de certaines cellules végétales spécialisées. Elles

peuvent étre stockées et emmagasinées dans diverses structures de la plante.

La biosynthése et I'accumulation des molécules aromatiques sont généralement associées a
la présence de structures histologiques spécialisées (cellules a essence, poches sécrétrices,
canaux sécréteurs, poils sécréteurs ou trichomes, cellules épidermiques, cellules sécrétrices
internes, etc), souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante (Bruneton,

2009).

Dans les écorces d’oranges, les HE, enfermées dans des glandes sécrétrices, se trouvent dans
I’épicarpe aussi nommé flavédo qui représente 8 a 10 % du fruit en masse. Il est constitué de
couches épidermiques et hypodermiques entourant un parenchyme massif avec de

nombreuses cavités glandulaires (Farhat et al., 2011).

111.3.2.4 Propriétés et utilisation des huiles essentielles

Les HE possedent des propriétés physiques communes ; elles sont habituellement liquides a
température ambiante et volatiles, ce qui les différencie des huiles dites « fixes »(Agence
francaise de sécurité sanitaire des produits de santé, 2008). Elles sont huileuses, mais non
grasses et s’évaporent facilement ; elles sont solubles dans I'alcool et dans tout type de corps
gras (liposolubles). Elles sont incolores ou jaune péle sauf pour les HE de cannelle, girofle,
camomille matricaire, vétiver et bouleau ou la couleur est relativement foncée. Elles sont,
enfin, sensibles a I'oxydation et change de couleur, a la lumiére et a la chaleur. Elles ont un
indice de réfraction élevé qui est utilisé comme critere de pureté et la plupart dévient la
lumiére polarisée. Leur densité est en général inférieure a celle de I'eau sauf quelques
exceptions a cette régle comme les huiles du sassafras, du clou de girofle, du vétiver et de la
cannelle (Bruneton, 2009). Chaque HE est unique et se caractérise par ses propriétés

odorantes.

Les HE sont entrainables a la vapeur d’eau, mais trés peu solubles dans I’eau. Cependant, une
fraction de leurs composants se solubilise dans I’eau ce qui permet d’obtenir « les eaux florales
» ou « eaux distillées végétales ». Les HE sont séparées de ces eaux florales par décantation

(Durvelle, 1930, 1893).
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L'utilisation des HE se retrouve dans plusieurs industries comme en aromathérapie, en
pharmaceutique, en agroalimentaire, en cosmétique, en parfumerie et dans les produits
sanitaires (Businesscoot, 2019). Leur usage est thérapeutique dans un médicament en
fonction de ses différentes propriétés et caractéristiques. En agroalimentaire, les HE sont
utilisées comme complément et/ou ar6me alimentaire, exhausteur de golt dans divers
produits (cafés, thés, tabacs, vins, yaourts, plats cuisinés notamment). Les industries de la
parfumerie, des ardmes et de la cosmétique sont les principales consommatrices d’HE. Ce sont
en effet les produits de base utilisés pour ajouter des odeurs dans les produits cosmétiques
tels que des parfums, des savons, des shampoings, des gels-douches, des cremes cosmétiques
et/ou hydratantes, etc. Le secteur des produits ménagers (détergents et lessives par exemple)
en consomme également beaucoup pour masquer les odeurs, souvent peu agréables, des

produits purs.

L'HE d’écorce d’orange, Citrus sinensis, est connue pour étre antiseptique, faciliter la
digestion, ouvrir I'appétit, retrouver un équilibre psychique en cas d'anxiété et d'agitation et

donc a s'endormir (Festy, 2018). En cuisine, elle est utilisée pour son arbme naturel.

11.3.2.5 Réactions d’oxydation des huiles essentielles

La relative instabilité des molécules constitutives des HE implique des précautions
particuliéres pour leur conservation. Il convient de les conserver a I'abri de la lumiére et de
I'air. En effet, les possibilités de dégradation sont nombreuses, facilement mises en évidence
par la mesure d‘indices chimiques (indice de peroxyde, indice d’acide, etc), par la
détermination de grandeurs physiques (indice de réfraction, pouvoir rotatoire, miscibilité a
I’éthanol, densité, etc) et/ou par I'analyse chromatographique (Agence Francgaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de Santé, 2008). Les conséquences de dégradation sont multiples par
exemple : la photo-isomérisation, la photo-cyclisation, la coupure oxydative, la peroxydation
et la décomposition en cétones et alcools, la thermo-isomérisation, I’hydrolyse et la trans-

estérification.
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111.4 Conclusion

Cette étude bibliographique sur les deux matrices végétales sélectionnée permet de mettre
en évidence les propriétés des deux types de molécules qui seront recherchées dans les

extraits obtenus avec la nouvelle technique d’extraction :

- les composés phénoliques (non volatils) issus de la salade et des écorces d’oranges
présentant des propriétés anti-oxydantes,
- les huiles essentielles (volatiles) issues de I'écorce d’orange présentant des propriétés

notamment relaxantes et stimulante pour la digestion.

Les mécanismes d’extraction pour ces molécules non-volatiles et volatiles avec le pilote micro-
ondes et centrifugation seront différents de par I'aéraulique dans le systeme lié a I'action de

la vitesse de rotation et de par leur réponse face au chauffage par micro-ondes.
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IV.1 Introduction

Ce chapitre décrit les produits chimiques et les matieres végétales utilisés ainsi que les
procédés d’extractions avec leurs protocoles opératoires avec notamment le pilote combinant
micro-ondes et centrifugation. La derniére partie de ce chapitre est consacrée a la description
des méthodes de caractérisation physico-chimiques notamment par chromatographies

liquide et gazeuse.

IV.2 Solvants et réactifs

Les différents solvants et réactifs utilisés pour les expérimentations sont référencés ci-apreés.
IV.2.1 Solvants pour |'extraction
Les solvants présentés dans le Tableau V.1 sont utilisés lors des protocoles opératoires relatifs

aux extractions par solvant.

Tableau IV.1 : Solvants utilisés pour les extractions.

Nom du solvant n°® CAS Fournisseur
Ethanol 64-17-5 Fisher Scientific
N,N-Diméthylformamide 68-12-2 Sigma Aldrich
Diméthylsulfoxyde 67-68-5 Sigma Aldrich
Méthanol 67-56-1 Carlo Erba

IV.2.2 Produits et standards utilisés pour les analyses
IV.2.2.1 Solvants et réactifs

Les références des produits chimiques sont présentées dans le Tableau IV.2. Ces produits sont

utilisés lors des méthodes pour la caractérisation physico-chimique des extraits.
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Tableau IV.2 : Produits utilisés pour les analyses.

Nom du produit n° CAS Fournisseur
Acide formique 64-18-6 Sigma-Aldrich
Méthanol 67-56-1 Fisher Scientific
Acétonitrile 75-05-8 Fisher Scientific
Polyvinyl polypyrrolidone 9003-39-8 Fluka
Carbonate de sodium anhydre 497-19-8 ACS reagent
Réactif de Folin Ciocalteu mélange Sigma-Aldrich
Chlorure de sodium 7647-14-5 VWR International
Acide ascorbique 50-81-7 Sigma-Aldrich
Acide citrique 77-92-9 Sigma-Aldrich
Diméthylsulfoxide 67-68-5 Sigma-Aldrich
Hexane 110-54-3 Fisher Scientific
Métabisulfite de sodium 7681-57-4 VWR International
Acide chlorhydrique 7647-01-0 ACS Reagent
Glutaraldéhyde 111-30-8 E'edrzzixgzscor’y
Tétroxyde d’osmium 20816-12-0 EIectr(;:iZI]is:;scopy
Hexaméthyldisilazane 999-97-3 E'eCtrzzingscor’y
Cacodylate de sodium 124-65-2 EIectrcS):ixifggscopy

IV.2.2.2 Standards

Les standards présentés dans le Tableau IV.3 sont utilisés lors de la quantification des

molécules d’intérét des extraits.
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Tableau IV.3 : Standards utilisés pour les analyses.

Nom du standard n°® CAS Fournisseur

Acide caféoylquinique 327-97-9 Sigma-Aldrich
Tangéritine 481-53-8 Sigma-Aldrich
Hespéridine 520-26-3 Extrasynthese
Acide sinapique 530-59-6 Extrasynthese
Acide férulique 537-98-4 Extrasynthese
Rutine 153-18-4 Sigma-Aldrich
Narirutine 14259-46-2 Sigma-Aldrich
n-Alcanes linéaires (C7-C30) Merck

L'eau pure utilisée (H,0 MilliQ) a été obtenue a l'aide d’un systétme Millipore® QPak 2

(Millipore Corporation, Bedford, USA).

IV.3 Matrices végétales utilisées

IV.3.1 Lasalade

La salade fraiche, variété batavia (Lactuca sativa L.), utilisée pour cette étude a été achetée
chez un maraicher local et utilisée le jour méme pour maintenir sa fraicheur et sa teneur

maximale en eau. L'humidité initiale est de 94 %.

IV.3.2 Les écorces d’oranges

Les écorces d’oranges, variété orange douce (Citrus sinensis L.) dont la provenance est
d’Espagne, utilisées pour cette étude, ont été achetées sous forme de zestes surgelés en
lamelles aupres de I’Agence Gadan Heugas (Villerouge, France). Les écorces d’oranges ont été
recues sous la forme de différents lots. Chaque lot a été décongelé 24 heures avant utilisation

ou extraction a température ambiante. Sur chaque lot, des extractions de référence ont été
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réalisées pour évaluer la quantité de molécules d’'intérét présentes. Le taux d’humidité des

écorces d’oranges apres décongélation est de 75%.

IV.4 Extractions de référence

L’extraction de référence pour les composés phénoliques est une extraction par solvant tandis
gue pour les huiles essentielles, une hydrodistillation a été réalisée sur les écorces d’oranges

décongelées. Chaque type d’extraction est réalisé en triplicat afin de vérifier leur répétabilité.

IV.4.1 Extraction de référence des composés phénoliques

Pour les extractions de référence, des aliquotes de chaque matrice (feuilles de salades et
zestes d’oranges) ont été prélevés a chaque essai, congelés puis lyophilisés. Les extraits ont
ensuite été broyés a I'aide d’un blender durant 3 secondes afin d’obtenir une poudre fine et
homogene. Les composés phénoliques des deux matrices végétales ont été extraits a partir de

cette poudre.

IV.4.1.1 Extraction des composés phénoliques de la salade

La poudre de salade est solubilisée dans un mélange éthanol absolu/H,0 MilliQ (80/20 - g/g)
additionnée de 0,5% (g/g) de métabisulfite de sodium afin de prévenir I'oxydation des
composés phénoliques avec un ratio massique solvant/matrice végétale égal a 10. Les extraits
sont agités en présence de billes de zirconium dans un broyeur SPEX MiniG® (Figure IV.1)a 1
200 tr/min pendant 1 min. Aprés 5 min de centrifugation a 13 000 G et a 5°C, le surnageant
est récupéré, puis deux cycles d’extraction supplémentaires (solvant, homogénéisation,

centrifugation) sont réalisés sur la matrice végétale résiduelle.

Les fractions liquides sont rassemblées puis évaporées sous argon. Le résidu obtenu est
ensuite repris dans un mélange de solvant correspondant aux conditions initiales d'analyses
UPLC dans un volume de 1 mL. L'extrait est filtré sur un filtre seringue 0,45 um Phenex RC-

(Phenomenex, Le Pecq, France) puis stocké a -20 ° C en attente d’analyses.
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Figure IV.1 : SPEX miniG.

IV.4.1.2 Extraction des composés phénoliques des écorces d’oranges

La poudre des écorces d’oranges est solubilisée dans un mélange de DMSO/MeOH (1/1-v/v)
selon le protocole publié par Padilla de la Rosa et al., (2018). Le procédé d’extraction est le
méme que celui décrit pour la salade. Les fractions liquides sont rassemblées, filtrées sur un
filtre seringue 0,45 um Phenex RC (Phenomenex, Le Pecq, France) puis ajustées a un volume

précis de 2 mL. Les extraits sont stockés a -20 ° C en attente d’analyses.

IV.4.2 L’hydrodistillation : méthode d’extraction de référence pour les huiles essentielles

L’extraction de référence pour les huiles essentielles a partir d’écorces d’oranges est réalisée
par hydrodistillation grace a un montage classique (Figure 1V.2) et un protocole établi en

accord avec la Pharmacopée Européenne et a pression atmosphérique.

Une masse de 500 g d’écorces d’orange décongelées est insérée avec 3 L de H,0 MilliQ dans
un ballon. Aprés installation et fermeture du montage, la mise en marche de la plaque
chauffante est effectuée avec un réglage optimum du chauffage (ébullition régulée pour
obtenir un débit en goutte a goutte en sortie du condenseur) pour permettre une stabilité de

I’extraction a une vitesse constante et bien matitrisée.
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Figure IV.2 : Schéma d'un montage d'hydrodistillation.

Apres passage dans le condenseur, I'eau et les molécules aromatiques, du fait de leurs
différences de densité, se séparent en une phase aqueuse inférieure (eau florale ou hydrolat)
et une phase organique supérieure : I'huile essentielle. Cette derniéere est séparée par simple
décantation de I'’eau florale. La durée totale de I'extraction est de 2 heures. L’huile essentielle
est placée sur un desséchant type sulfate de sodium anhydre (Na;S0a4) afin d’éliminer toutes
traces éventuelles d’eau, puis est pesée pour calculer le rendement de I'extraction. Elle est
conservée dans des vials ambrés et hermétiquement fermés, puis stockés a -20 °C a I'abri de

la lumiére. Les hydrodistillations sont réalisées en triplicat.

IV.5 Extraction par micro-ondes et centrifugation (MO/C)
IV.5.1 Présentation de I'appareillage

L'extraction a été réalisée sur un pilote (Figure IV.3) installé a I'IFTS (Agen, France) qui permet
une extraction sans solvant en combinant un chauffage par micro-ondes et une centrifugation.

L'équipement utilisé combine :

- un générateur micro-ondes fourni par la société Sairem (Sairem GMP 12KSM B),
fonctionnant a une fréquence de 2,45 GHz et disposant d’'une puissance maximale

délivrée de 1 200 W réglable par incréments de 10 W.
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- une essoreuse a axe vertical Robatel de 1984, avec un panier de 320 mm de diametre,
200 mm de hauteur et 8,5 L de volume utile. L'effet centrifuge peut varier entre 0 et
2 862 G (i.e. 4 000 tr/min) en générant une accélération maximale de 2600 G mais il
est préférable de ne pas utiliser des effets centrifuges inférieurs a 179 G (i.e. 1 000
tr/min) pour ne pas endommager le moteur de I'essoreuse pour cause de surchauffe
de son moteur. Cependant des autorisations pour des manipulations ponctuelles et
strictement surveillées peuvent avoir lieu en dessous de cette valeur (exemple : 3
extractions a 29 G (i.e. 400 tr/min) réalisées sur des jours différents avec un temps
d’extraction de 40 min et une mesure de la température de I'axe de I'essoreuse toutes
les 5 min pendant I'extraction avec un pyrometre infra-rouge ; la mesure ne doit pas

dépasser les 70°C).

Figure IV.3 : Pilote couplant des micro-ondes et centrifugation disponible a I'I[FTS

Pour permettre I'utilisation simultanée de la force centrifuge et des micro-ondes, et éviter
d’endommager les équipements, la téte micro-ondes a été désolidarisée, du point de vue
mécanique, du couvercle de I'essoreuse (Apaolaza, 2014) et a été fixée sur une structure rigide
placée a coté de la machine. Cette problématique est liée a des balourds solides qui peuvent
se produire lors de la distribution du produit quand la machine est en rotation entrainant des
vibrations importantes qui conduiraient a un endommagement irréversible du générateur

micro-ondes (i.e. rupture du filament du magnétron). Le guide d’onde a été concu en deux
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parties a l'intersection desquelles un systeme de piége a ondes sans contact a été
spécifiguement congu. Le générateur micro-ondes est disposé sur un chariot qui peut se
déplacer horizontalement, ce qui permet l'ouverture et la fermeture du couvercle de
I’essoreuse. Pour faciliter ce mouvement, le chariot autorise aussi un déplacement vertical,
commandé par un vérin pneumatique. Ce dispositif permet d'éloigner le magnétron ainsi

gu’une partie du guide d'onde de I'essoreuse (Figure IV.4).

Générateur Guide Couvercle de Générateur  Guide Couvercle de
micro-ondes d’onde |'essoreuse micro-ondes d’‘onde [|‘essoreuse

a) Magnétron désacouplé b) Couvercle ouvert

Figure IV.4 : Dispositif permettant I'ouverture de I'essoreuse (schéma : Apaolaza, 2014).

IV.5.2 Instrumentation du pilote

Au cours d’une expérience, plusieurs parametres sont mesurés pour permettre le suivi de
I’extraction et font appel a de nombreux capteurs. La complexité d’insérer des capteurs dans
le pilote est liée a la petite taille du couvercle de I'essoreuse et a leur exposition a un champ
électromagnétique sévére. Les capteurs ne sont pas capables de fonctionner dans un tel
environnement sans étre, soit fortement perturbés, soit endommagés. Pour éviter de telles
conséquences, il est nécessaire d’utiliser des capteurs dont I’électronique peut étre déportée
a l'extérieur de la machine. Ce sont donc des capteurs sans contact, qui sont placés a
I'extrémité d'un tube métallique de diameétre et de longueur tels que le champ
électromagnétique ne peut se propager a l'intérieur (Figure IV.5). Ces derniers sont disposés,

pour des raisons de simplicité et d’encombrement, sur le couvercle de la machine.
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Figure IV.5 : Tuyaux métalliques assurant le piégeage des ondes disposés sur le couvercle de
la machine (schéma : Apaolaza, 2014).

Le systeme doit également étre étanche aux micro-ondes pour éviter les fuites. Le carter doit
se comporter comme une cage de Faraday et assurer la continuité électrique entre les
différentes parties de la machine grace a des pieges a ondes positionnés au niveau des

ouvertures du carter.

IV.5.2.1 Mesures de la vitesse de rotation et de la puissance micro-ondes

La vitesse de rotation de I’essoreuse est calculée grace a la mesure d’un tachymetre composé
d'un détecteur de contraste a fibre optique (Dinel DCF 966 S avec fréquence a 20 kHz). Il
détecte le passage d'une ligne tracée sur I'axe de la machine. Cette mesure est essentielle

pour mesurer la force centrifuge lors les différentes phases du procédé.

Concernant le chauffage diélectrique, I'objectif est de connaitre I'énergie apportée au produit
dans le pilote micro-ondes/centrifugation au cours de I'essai. Seules, des mesures de la

puissance incidente et de la puissance réfléchie peuvent étre effectuées.

La puissance incidente est calculée par le générateur micro-ondes a partir du courant, de la
tension et du rendement du magnétron. La mesure de puissance dans un guide d'onde n'est
pas directe. Il faut, tout d’abord, placer une antenne a l'intérieur du conduit. Le champ
électromagnétique induit alors un courant dans |'antenne plongée dans le champ, et ce
dernier donne une tension qui est mesurée dans le cristal détecteur a diode (Sairem PCEL
12KSM). Grace a la connaissance de la répartition du champ électromagnétique a l'intérieur
du pilote (les antennes sont placées dans les endroits ou I'amplitude du champ électrique est

connue), la puissance micro-ondes peut étre calculée.
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Pour mesurer la puissance réfléchie, le positionnement de I'antenne qui a été plongée dans le
champ électromagnétique est primordial. Il doit considérer I’endroit ou seule I'onde réfléchie
est présente. La meilleure position pour placer cette antenne est aprés le circulateur, qui
sépare la puissance incidente et la puissance réfléchie, et avant la charge a eau qui la dissipe

(Figure IV.6).

Les valeurs des puissances incidente et réfléchie sont suivies au cours du temps grace a

I'ordinateur de pilotage.

La puissance réfléchie est ajustée pendant |'essai grace a un systeme d’adaptation
d’'impédance constitué de trois tiges en laiton dont I'enfoncement dans le guide d’onde est
réglable. Au cours d’une extraction, il est important que la puissance réfléchie reste inférieure

a 20 % de la puissance incidente pour éviter d’endommager le générateur micro-ondes.

Figure IV.6 : Position de I'antenne de mesure de la puissance réfléchie — Antenne (schéma :
Apaolaza, 2014).

IV.5.2.2 Mesures de températures

La température de surface du produit inséré dans le pilote est mesurée grace a trois
pyrometres infra-rouge implantés a trois hauteurs différentes : a 50 mm, 100 mm et 150 mm
du fond du panier d’essorage. Les pyrométres utilisés sont des Optris CS, avec une étendue de
mesure de - 40°Ca 1 030°C et une précision de + 1,5°C. Les capteurs sont déportés a |'extérieur
de l'essoreuse pour ne pas étre soumis au champ électromagnétique qui régne dans

I'enceinte. lls sont utilisés pour les extractions de la salade.
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La température des parois du carter et du cceur de la matrice végétale a l'intérieur du systeme
est mesurée par des thermo-boutons autonomes de la taille d'une pile de montre (Plug &
Track 22T, de précision de + 0,5°C et enregistrements toutes les minutes) (Figure IV.7). lls sont
recouverts de scotch aluminium pour les protéger du champ électromagnétique (la mesure
n'est pas perturbée par le scotch aluminium en raison de sa bonne conductivité thermique).
Avant de commencer I'extraction, ils sont disposés au contact du panier et de la matrice

végétale et enregistrent la température du produit.

Figure IV.7 : Thermo-boutons Plug & Track 22 T.

A la fin de I'extraction, I'ensemble des données est collecté puis traité sur un ordinateur via le
logiciel Thermo Track PC, Proges Plus® qui fournit un fichier donnant la température en
fonction du temps. lls ont été utilisés pour mesurer la température a cceur des écorces

d’oranges pendant les extractions.

La disposition des différents capteurs est représentée sur la Figure IV.8 avec les trois
pyromeétres implantés sur le couvercle de I'essoreuse et les thermo-boutons au contact de la

matrice végétale et du panier métallique.
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L__ Thermo
|~ boutons

Figure IV.8: Schéma d’implantation des différents capteurs de température utilisés (schéma :
Apaolaza, 2014).

IV.5.2.3 Evaluation de la consommation énergétique au cours des extractions sur le pilote

Un des objectifs de cette étude étant de montrer I'intérét du couplage essorage/chauffage
par micro-ondes du point de vue énergétique, deux compteurs électriques permettant de
mesurer la consommation électrique de I'essoreuse et du générateur de micro-ondes ont été
implantés. Les données sont mesurées par des compteurs d'énergie monophasés (Legrand

046 70) qui envoient une pulsation tous les 0,5 Wh.

IV.5.2.4 Collecte des données d’acquisition

Les données sont collectées via une centrale d’acquisition compacte DAQ National Instrument

(Figure 1V.9) et un programme de supervision réalisé sous le logiciel LabVIEW.

Centrale d’acquisition

P

J—s[ o |——

Mesure de la
Générateur micro-ondes J

T \ température pendant
\ y I’extraction
|0 ]y
(PLPR | |

Capteur P incidente
Capteur P réfléchie

Compteur électrique \ w
=~ Balance

CE *’(Moteur

Figure IV.9: Implantation générale des capteurs et des actionneurs (schéma : Apaolaza,
2014).
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IV.5.3 Dispositifs mis en place sur le pilote pour le déroulement d’une extraction
IV.5.3.1 Configuration ouverte et configuration fermée du pilote

Le couvercle de la machine a été congu pour permettre I'injection d’air a température et
humidité contrblées via une ouverture centrale. Par ailleurs, d’autres orifices utilisés pour
placer des capteurs ou mettre en ceuvre un dispositif de double pesée (Apaolaza, 2014) sont
aussi présents sur le couvercle. Le pilote peut étre utilisé dans deux configurations d’utilisation
différentes : ouverte ou fermée. La configuration fermée se caractérise par I'obturation de
toutes les entrées d’air au nombre de quatre, situées sur le couvercle de I'essoreuse au moyen
d’un adhésif métallique. L’écoulement d’air induit dans la machine est alors presque en
totalité supprimé. Par opposition, la configuration ouverte permet la libre circulation de I'air
extérieur dans le pilote par une entrée située au centre du couvercle de I'essoreuse qui
permet, dés I'action de la vitesse de rotation, d’aspirer de I'air du fait de la convection forcée
dans la machine tournante (Figure IV.10). La configuration fermée permet de limiter les fuites
au cours d’extraction contrairement a I'utilisation de la configuration ouverte. Dans le cas de
la salade la configuration fermée a été utilisée et une comparaison des deux configurations

lors de pré-tests avec les écorces d’oranges a été réalisée.
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Configuration « fermée » Configuration « ouverte »

Al (Obstruction des cuvertures

Figure IV.10 : Photos et schémas du pilote en configuration fermée (a) ou ouverte (b)
(schéma : Apaolaza, 2014).

IV.5.3.2 Paniers et outils de filtration

Le panier présenté en Figure 1V.11a est utilisé pour les extractions de la salade et des écorces
d’oranges additionné d’une toile en propyléne ouverte et perméable pour les extractions des

écorces d’oranges afin d’améliorer la filtration (Figure 1V.11b).

Figure IV.11 : a) panier d’essorage utilisé pour les extractions sur le pilote ; b) toile en
polypropyléne pouvant étre insérée dans le panier.
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IV.5.3.3 Injection de vapeur d’eau au cours de I'extraction

Pendant I'extraction sur le pilote, de la vapeur d’eau peut étre injectée afin de maximiser le
rendement en composés d’intérét. Elle a aussi pour but d’humidifier la matrice en continu,
d’éviter également la combustion et I'apparition de points chauds liés a I'utilisation des micro-
ondes. Ainsi, des composés peuvent étre extraits a partir de matrices seches avec le procédé
MO/C et I'injection de vapeur grace au Karcher® SC 1702 (Figure IV.12a). Il contient un volume
maximum de 2 litres et un débit de vapeur équivalent a 4 L/h. Une fois la brosse retirée, le
manche avec le pistolet (Figure IV.12b) est relié a la machine par une buse d’alimentation
implantée sur le couvercle du pilote permettant d’injecter la vapeur d’eau au milieu du panier
perforé (Figure IV.12c). L'injection de vapeur d’eau a été utilisée au cours des extractions avec

les écorces d’oranges.

a)

Figure IV.12 : a) Kércher ® SC 1702, b) pistolet disponible une fois la brosse retirée, c)
adaptation sur le pilote.

Un second générateur de vapeur a été utilisé pour des extractions, le Karcher® SC 1702 étant
tombé en panne pendant la these. Le générateur de vapeurs d’eau Vaporetto® Smart 100 _B®
(Figure IV.13) a été utilisé. Son débit de vapeur d’eau est estimé a 2 L/h (position de débit

maximal sur la molette présente sur I'appareil).
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Figure IV.13 : Générateur de vapeur Vaporetto® Smart 100_B.

Le Karcher® SC 1702 sera noté générateur de vapeur A et le Vaporetto® Smart 100_B,

générateur de vapeur B.

IV.5.3.4 Condenseurs

Deux condenseurs ont été utilisés durant cette thése. Le premier en verre était suffisant pour
refroidir les extraits de salade contenant des composés phénoliques. En revanche, la surface
d’échange ne permettait pas de condenser toutes les vapeurs lorsqu’elles étaient chargées en

composés volatils comme dans le cas de I’extraction des huiles essentielles.

Concernant les écorces d’oranges, le second condenseur utilisé pour les extractions sur le
pilote a été congu par I'IFTS et est constitué de 6 m de tuyau en acier inoxydable de diametre
extérieur de 21 mm. Cet échangeur n’est pas relié a un circuit secondaire car le seul fait qu’il
soit rempli d’eau permet un refroidissement suffisant du liquide s’écoulant dans le circuit
primaire (Figure IV.14). Son volume mort (liquide qui reste piégé dans les tuyaux) a été

déterminé avec de I'eau ; il est égal a 45,5 £ 2,5 mL.
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Circuit primaire

R " Circuit secondaire fermé
recevant le liquide ;

Figure IV.14 : Condenseur utilisé pendant les extractions MO/C des écorces d’oranges.

IV.5.3.5 Mesures de la vitesse de I'air

Afin de mieux comprendre la circulation d’air et de la vapeur d’eau lors de I'extraction sur le
pilote, une série d’expériences a été réalisée en mesurant la vitesse de I’air en sortie du pilote

grace a un anémometre a hélices Chauvin Arnoux C.A 1052 (+ 0,01 m/s) (Figure 1V.15).

Figure IV.15 : Anémomeétre a hélices Chauvin Arnoux 1052.

Pour étudier I'aéraulique du pilote, 'anémomeétre et le générateur de vapeur d’eau ont été
utilisés. Toutes les manipulations ont été réalisées avec le panier d’essorage dans des
conditions standards de température (20°C) et de pression (pression atmosphérique). La
vitesse de I'air est mesurée en sortie du pilote. Afin de limiter les pertes de flux entre la sortie
du tube d’évacuation du pilote et I'anémometre, un entonnoir en carton a été fabriqué pour
fiabiliser des mesures réalisées. Il est recouvert d’aluminium pour assurer une protection lors
de l'utilisation de vapeur d’eau qui impose, bien souvent la collecte d’un mélange de liquide
et de vapeur d’eau en sortie du pilote (Figure IV.16). Les mesures sont réalisées a différents

effets centrifuges : de 29 G a 2 862 G (i.e. de 1 000 a 4 000 tr/min).
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Figure IV.16 : Installations nécessaires pour réaliser les mesures de vitesses d'air avec
I'anémomeétre a hélices.

IV.5.3.6 Statistiques — Plan d’expériences

Un plan d’expérience de type Box-Wilson, également appelé plan Composite Centré (CCD :
Central Composite Design), a été utilisé pour obtenir des conditions optimales de I'extraction
sur le pilote avec un nombre minimal d'expériences possibles. Les modéles expérimentaux
utilisés ont été construits et les résultats expérimentaux ont été traités en utilisant le logiciel
STATGRAPHICS® Centurion 18.1.12. Deux facteurs indépendants (la densité de puissance
micro-ondes et la vitesse de rotation ou effet centrifuge) sont évalués, ainsi que l'interaction
éventuelle entre ces variables. Tous les facteurs sont étudiés a cing niveaux (-a, -1, 0, +1, +a).
La réponse d'optimisation sélectionnée est le rendement de molécules d’intérét extraites lors

de I'extraction sur le pilote.
Le plan d’expérience choisi présente les caractéristiques suivantes (Bezerra et al., 2008) :

- le nombre total d'expériences (N) est donné N = k? + 2k + cp, ou k est le nombre de
variables et cp est le nombre de répétitions du point central. Dans notre cas, deux
variables sont choisies ainsi que le nombre de répétitions au centre soit 6, par
conséquent le nombre d'expériences total est de 14.

- les « points étoiles » sont a une distance a du centre du domaine et les valeurs de a

sont calculées par a =1/nf ol nf représente k2 la valeur a est donc de 1,41;

Les valeurs limites de chaque gamme de variable sont choisies en fonction des limitations du

pilote (parametres minimum et maximum disponibles dans le dispositif). Le temps
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d’extraction est fixé ainsi que la masse de matrice végétale insérée dans le pilote en début

d’extraction.

Ainsi, 14 expériences ; comprenant six répétitions au centre pour évaluer la répétabilité des
essais sont exécutées de fagon aléatoire pour éviter les effets des variables externes. Il en est
déduit la répétabilité du dispositif ainsi que l'influence de chacun des parameétres sur la

réponse sélectionnée et les valeurs optimales.

IV.5.4 Protocole opératoire

La matrice végétale (1 kg de salade fraiche ou 500 g d’écorces d’oranges décongelées) est
insérée dans le panier en acier. Un bon équilibrage du produit doit étre effectué pour éviter
les balourds solides lors de I’application de la vitesse de rotation. Une fois la centrifugation en
marche (de 179 G a 2 862 G, i.e. 1 000 tr/min a 4 000 tr/min), la puissance micro-ondes est
appliquée (de 0 a 1200 W) pendant un temps donné qui est fonction de la puissance réfléchie.
Cette derniere ne doit pas dépasser 20 % de la puissance incidente pour un bon déroulement
de I'extraction. Au cours de I'extraction par MO/C, I'extrait est libéré par chauffage interne de
I’eau intracellulaire, puis il est expulsé contre le panier par la vitesse de rotation et entrainé
par gravité dans un condenseur refroidi a 4°C. Ensuite, I'application des micro-ondes est
stoppée et une phase d’essorage finale a lieu pour récupérer la totalité de I'extrait, puis un
temps de repos avant d’ouvrir le pilote est fixé a quinze minutes pour permettre un

refroidissement de la machine et du résidu solide.

La matrice végétale aprés extraction MO/C est récupérée et conservée pour des extractions
et des analyses complémentaires si nécessaire. Les fractions liquides collectées sont stockées
a-20°Cen attente d’analyse. Les extractions sont réalisées en triplicat excepté celles obtenues
lors du plan d’expériences car celui-ci évalue déja la répétabilité des résultats donnés par le

pilote.

Lors de I'extraction de la salade, les fractions liquides sont prélevées tous les 100 mL pour
pouvoir réaliser un suivi cinétique d’extraction. Pour les écorces d’oranges, deux phases sont
normalement obtenues : la premiéere est apolaire et contient les huiles essentielles et la

seconde est aqueuse, I’hydrolat ou I'eau florale.
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Le temps d’extraction est fixé selon les conditions opératoires maximales, a savoir (1 200 W

et 2 862 G) avant combustion de la matrice végétale.

IV.6 Extraction par micro-ondes combinant I’hydrodiffusion et la gravité (MHG)

L'extraction a été réalisée dans un four micro-ondes de laboratoire NEOS-GR, partenariat
entre I'Université d’Avignon (Avignon, France) et la société Milestone (Bergame, ltalie).
L'appareil est enregistré sous le brevet européen EP 1 955 749 Al. Il délivre une puissance
maximale de 1 000 W (réglable par incréments de 10 W) a I'aide de deux magnétrons de 800
W fonctionnant a une fréquence de 2,45 GHz. Le temps et la température peuvent étre
contrblés par des programmes pilotés par icones sur un écran tactile situé sur le front du four,
offrant ainsi un controle complet des parametres de la méthode d’extraction. Les
températures sont mesurées grace a un pyrometre infrarouge. L'enceinte du four micro-
ondes présente une cavité multimode recouverte de polytétrafluoroéthyléne (Téflon ou

PTFE).

Le montage élaboré est présenté dans la Figure IV.17. Il est constitué d’un réacteur en verre
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 en verre. Le systeme de réfrigération est composé d’un
condenseur a serpentin, orienté verticalement afin de respecter I'orientation initiale du flux
provenant du réacteur, d’assurer une condensation et un refroidissement maximal du fluide
hydrodiffusé. Ainsi, un liquide le moins chaud possible est obtenu pour éviter une dégradation
thermique éventuelle des molécules thermosensibles, ce fluide étant susceptible de contenir
des molécules d’intérét (composés phénoliques, huiles essentielles). Ce systeme de
refroidissement est raccordé a son tour a un récipient adéquat pour recueillir I'extrait

souhaité.
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Figure IV.17 : Montage de l'extraction Micro-ondes combinant Hydrodiffusion et Gravité
(MHG).

Le protocole utilisé est celui décrit par (Périno et al., 2016; Zill-e-Huma et al., 2009).

Une masse de 300 g de salade fraiche est lavée pour éliminer les résidus de terre et insérée
dans un réacteur Pyrex 4 L. La température est évaluée par un capteur infrarouge externe (IR).
Apres application des micro-ondes et une élévation de température suffisante (100°C),
I'extrait est récupéré dans un récipient par gravité apres passage dans un condenseur dont la
température de I'eau est fixée a 4°C. La densité de puissance a été réglée entre 0,3 W/get 1,5
W/g et la durée de I'extraction fixée a 30 minutes. Les fractions ont été recueillies tous les 20
mL pour évaluer la cinétique d’extraction des composés phénoliques au cours du processus.

Les fractions sont stockées a -20°C en attente d'analyse.

IV.7 Méthodes Analytiques

IV.7.1 Teneur en matiere séche

La détermination de la teneur en matiere seche (MS) de la matrice a été réalisée en plagant
dans un four a 105°C un aliquote de matrice végétale (salade fraiche ou écorces d’oranges
décongelées) jusqu’a I'obtention d’'une masse constante. La teneur en matiére séche est
exprimée en pourcentage sur la base du poids de I'échantillon et est donnée par la relation

suivante :
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Pourcentage de la matiére seche est : MS (%) = 722 y 100
(m1-mo)

avec m0, la masse du contenant vide ; m1, la masse de |'échantillon humide ; m2, la masse

apres séchage.

IV.7.2 Microscope a Balayage Electronique (MEB)

Les microstructures de I'écorce d’orange avant et aprés extraction selon différentes
techniques ont été analysées a I'aide d’un microscope électronique a balayage (XL30, FEl
Philips, France). Les techniques étudiées sont les micro-ondes (2W/g), la centrifugation (200
G), les micro-ondes couplées a la centrifugation (2W/g et 200 G) et I'hydrodistillation. Pour les
observations, les échantillons ont été soigneusement collectés aprés avoir été soumis a la
technique d’extraction. Ensuite, afin de fixer leur structure, ils ont été trempés dans 2,5 %
(v/w) de glutaraldéhyde préparé dans une solution tampon de cacodylate de sodium 0,1 M,
pH 7,2 pendant 1 heure. lls ont ensuite été lavés a trois reprises pendant 30 min a chaque fois
avec la méme solution tampon. lls ont été conservés a 4°C avant d'étre post-fixés avec du
tétroxyde d'osmium (dilué a 1 % (v/v)) et du tampon sodique de cacodylate 0,1 M, pH 7,2
pendant 1 heure. Ensuite, ils ont été rincés a I'eau distillée a trois reprises pendant 3 min. Puis,
les échantillons ont subi une série de déshydratation graduée en présence d’éthanol absolu
(30 %, 50 %, 70 %, 90 % pendant 5 min chacun et 100 % pendant 2 fois 10 min) et
d'hexaméthyldisilazane (HDMS) - Ethanol (1/1 en volume) pendant 10 min, puis une
déshydratation avec HDMS pendant 5 min. La derniére étape du processus de déshydratation

consistait en un trempage dans un bain de HDMS jusqu'a évaporation compléte.

Les échantillons ont ensuite été montés sur des embouts en aluminium, et recouverts d'une

couche d'or (SCS 004, BALZERS) par pulvérisation cathodique.

Ils ont été observés par microscopie électronique a balayage sous vide poussé a 10 kV. Un
détecteur d'électrons secondaires a été utilisé. Les conditions d'observation sont données sur

les images prises, notamment I'échelle et le zoom utilisés.
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IV.7.3 Analyses quantitatives et qualitatives des composés phénoliques
IV.7.3.1 Test de Folin-Ciocalteu : Composés Phénoliques Totaux

Cette méthode permet un dosage global des composés phénoliques dans des extraits. La
réaction est basée sur la réduction du réactif phosphotungstique-phosphomolybate en milieu
légerement alcalin par les ions phénolates (Singleton and Rossi, 1965). Une coloration bleue
se forme en présence de phénols indépendamment de la nature du noyau phénolique. Ce
chromophore présente un maximum d’absorption a 760 nm proportionnel a la quantité de
composés phénoliques présents dans les extraits.

Le protocole utilisé est adapté de Bujor et al., (2016).

Un aliquote de I'extrait phénolique brut est dilué dans H,O MilliQ suivant sa concentration en
composés phénoliques de maniere a obtenir lors de la mesure une absorbance inférieure a
0,5.

Un volume de 100 plL d’aliquote est acidifié a pH 3,5 avec de I'acide chlorhydrique a 0,1 M. Un
aliquote de la solution est dilué avec 2,4 mL d’eau et 0,250 g de polyvinylpyrrolidone insoluble
(PVPP). Aprés 10 min d’agitation a température ambiante, la solution est centrifugée (10 min
a 10000 tr/min). L’extrait obtenu sera utilisé comme blanc lors de la mesure par

spectrophotométrie.

Pour les mesures, dans un tube a essai, sont ajoutés a 0,1 mL d’extrait brut dilué, 0,5 mL de
Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans H,0 MillliQ puis aprés 2 min d’agitation, 1,9 mL de la solution
de Na;COs 20 % qui rend le milieu alcalin favorisant la réaction. Les tubes bouchés sont agités
au vortex et placés 90 min a I'obscurité et a température ambiante. Les absorbances sont lues
a 760 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée avec une solution d’acide caféoylquinique de

0 a 80 pg/mL et traitée dans les mémes conditions.

Pour le blanc du spectrophotomeétre a 760 nm, I'extrait est remplacé par 1 mL d’H,0 MilliQ.
La valeur obtenue pour I'échantillon traité au PVPP est soustraite a la valeur obtenue pour
I'extrait brut.

Les valeurs sont comparées a la courbe d’étalonnage et les résultats sont exprimés en
équivalents d’acide caféoylquinique pour 100 g de matiére fraiche noté EACQ/ 100 g MF. Les

dosages sont réalisés en triplicats.
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IV.7.3.2 Analyse par chromatographie liquide ultra-haute performance (UPLC)

IV.7.3.2.1 Identification des composés phénoliques par spectrométrie de masse

Pour les études qualitatives, les extraits ont été analysés par chromatographie en phase
liquide Ultra Performance (UPLC) sur le systeme ACQUITY UPLC® (Waters Corp., Milford, MA,
USA) relié simultanément a un détecteur a barrette de diodes (190-800 nm, UPLC DAD,
Waters, Milford, MA, USA) et un spectrométre de masse MS Ultra Trap Bruker Daltonics HCT
équipé d’une source d’ions électrospray (UPLC DAD / ESI-MSn). L’ensemble est piloté grace au
logiciel Compass™ (Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne) qui permet également le traitement
de données. Le piége a ions a été utilisé en mode Ultra Scan de m/z 120 a 1 200. La cible ICC
a été définie sur 100 000 avec un temps d’accumulation maximal de 100 ms. Les parametres
de source d'ionisation ont été fixés comme suit : température de séchage a 365°C, pression
de nébulisation a 60 psi, débit d’azote sec (gaz de désolvatation de pureté 99,99 %) a 8 L/min,
voltage du capillaire a +2,5 kV en mode négatif pour les acides hydroxycinnamiques, les
flavonols et a -2,0 kV en mode positif pour les méthoxyflavanones. Les composés phénoliques
ont été détectés a 280, 330 et 360 nm selon leur famille et identifiés par leurs spectres UV-vis

et leur spectre de masse par comparaison avec les données bibliographiques.

La séparation des composés phénoliques a été obtenue sur une colonne ACQUITY UPLC®
C18T3 HSS (50 mm x 2,1 mm, id 1,8 um, Waters Corp., Milford, MA, USA) maintenue a une
température de 35°C. La phase mobile était constituée de H,O MilliQ contenant 0,05 % de

HCOOH (solvant A) et d’un solvant B différent selon la matrice végétale choisie :

- pour les extraits de salade, le solvant B était un mélange MeOH/CHsCN/H,0-3/1/1
selon le gradient défini dans le Tableau IV.4 avec un débit de 0,21 mL/min et un volume
d’injection de 5 L ;

- pour les extraits d’écorces d’oranges, le solvant B était I'acétonitrile (CH3CN) selon le
gradient défini dans le Tableau IV.5 avec un débit de 0,4 mL/min et un volume

d’injection de 3 pL.

Les composés phénoliques ont été détectés a 280, 330 et 360 nm et ils sont identifiés par
comparaison de leur profil d’absorption en UV-Visible et de leur temps de rétention par

rapport aux données obtenues en spectrométrie de masse.
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Tableau IV.4: Gradient d'élution en B (%) pour les analyses UPLC d'extraits de salade.

Temps (min) 0-3 |3-7| 7-8 8-10 | 10-13 | 13-14 | 14-17

Gradient d’élution en B (%) | 10-25 | 25 | 25-30 | 30-50 | 50 |50-10| 10

Tableau IV.5 : Gradient d'élution en B (%) pour les analyses UPLC d'extraits d'écorces
d'oranges.

Temps (min) 0-15| 15-20 | 7-8 20-21 | 21-22 | 22-24

Gradient d’élution en B (%) | 0-30 | 30-70 | 25-30 | 70-100 | 100 0

IV.7.3.2.2 Quantification des composés phénoliques par UPLC

Les composés phénoliques sont quantifiés par étalonnage externe avec des standards
sélectionnés selon la matrice végétale aux longueurs d’onde choisies en fonction de leur
absorbance maximale par chromatographie en phase liquide ultra performance (UPLC) a I'aide
d'un systéme ACQUITY UPLC® (Waters Corp., Milford, MA, Etats-Unis) associé a un détecteur
a barrette de diodes (190-800 nm, UPLC DAD, Waters, Milford, MA, USA). Le logiciel
Empower™ 2 (Waters) a été utilisé pour le contréle des instruments et I'intégration des

chromatogrammes obtenus.

Le standard utilisé pour la quantification des composés phénoliques des extraits de salade est
I'acide chlorogénique, ou [I'acide 3-O-caféoylquinigue noté ACQ, les composés

hydroxycinnamiques étant largement majoritaires dans les extraits.

Pour la quantification des composés phénoliques présents dans les extraits d’écorces
d’oranges, les standards ont été sélectionnés pour chaque famille : I'hespéridine pour les
flavanones, la tangéritine pour les flavones et I'acide férulique pour les dérivés

hydroxycinnamiques.

Des solutions meres de chaque standard ont été préparées a la concentration de 1 mg/mL et
diluées de 10 a 100 pg/mL, dans H,O MilliQ pour I'acide caféoylquinique, dans le méthanol
pour l'acide férulique et dans le DMSO pour la tangéritine et I'hespéridine. Les gammes

étalons sont analysées dans les mémes conditions que les extraits correspondants.
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IV.7.4 Analyses qualitatives et quantitatives des huiles essentielles

IV.7.4.1 Identification des composés présents dans les huiles essentielles par chromatographie

en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (CG/MS)

Un volume de 1 uL d’huile essentielle diluée (10 pyL dans 1 mL d’hexane) a été injecté dans
I'appareil de chromatographie gazeuse CG/MS QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japon) sur deux
colonnes capillaires en silice avec différentes phases stationnaires : TG-5MS 30 x 0,25 mm x
0,25 um (phase apolaire) et TG-WAX 30 mx 0,25 mm x 0,5 um (phase polaire). Les conditions
chromatographiques étaient les suivantes : injecteur a 250°C en split (rapport de split 20) ;
programme de température du four : température initiale de 50°C, puis augmentée a 2°C/min
jusqu'a une température finale de 240°C. Le gaz vecteur était de I'hélium a 35 cm/s. Les
spectres ont été enregistrés en ionisation par impact électronique a 2 balayages/s, (70 eV)

entre 29 et 300 m/z.

L'identification des composés a été réalisée par comparaison du spectre de masse et de
I'indice de rétention (Indices de Kovats) avec les bibliothéques commerciales (Base de
données de spectres de masse : NISTO8 ; Base de donnée d’indice de rétention

http://www.pherobase.com). Les indices de rétention sont calculés a partir d’'une série

d’alcanes linéaires (C7-Cso) a 100 pg/mL par composé injecté sur les deux colonnes.

Le calcul des indices de rétention linéaire (Retention Index) est donné par la relation suivante :

tpi — t
IR =100 X <M+z>
tr(z+1) — Rz

avec IR, indice de rétention ; tg;, temps de rétention du pic de I’échantillon ; ty,, temps de
rétention de I'alcane élué avant le pic ; tg(,4+1), temps de rétention de I'alcane élué apres le

pic et z, nombre de carbone de I'alcane élué avant le pic.

Les résultats pour la colonne polaire (TG-WAX) servent de confirmation pour I'identification

réalisée grace a la colonne apolaire TG5.
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IV.7.4.2 Analyse quantitative des composés présents dans les huiles essentielles par
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme

(CG/FID)

La composition de I'huile essentielle a été déterminée par CG/FID en utilisant les mémes
conditions chromatographiques que I'analyse par CG/MS. La composition a été déterminée
en calculant le rapport entre la surface d’un pic d’'un composé considéré et la somme des aires

de tous les pics des composés présents dans I'extrait selon la formule suivante :

Aire i

(%) i= - . 7 .
Y.des aires de tous les pics de l'échantillon

avec i, un composé de I'échantillon.

Ce calcul a été réalisé pour chague composé identifié dans les huiles essentielles d’écorces

d’oranges.
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V.1 Introduction

L’objectif de cette étude a été d’évaluer I'extraction potentielle de composés phénoliques a
partir de la salade (Lactuca sativa L.) utilisée comme produit modele pour réaliser une
extraction sur le pilote Micro-Ondes/Centrifugation (MO/C). La salade est un bon modele car
elle a une faible densité apparente ce qui permet d’éviter les balourds solides dans
I'essoreuse. Elle contient plus de 94 % d’eau. Elle est considérée comme une source de
nutriments (antioxydants naturels) (Altunkaya et al., 2009; Llorach et al., 2008), et comme un
aliment sain (DuPont et al., 2000; Mulabagal et al., 2010). La salade est largement utilisée en
restauration, dans les industries agroalimentaires et chez les particuliers avec une
consommation estimée par ménage, toutes variétés confondues, a 5,3 kg par an dans le
monde (Kantar worldpanel, moyenne 2012-2014). De précédentes études (Llorach et al.,
2004, 2008) montrent la présence de deux principales familles de composés phénoliques : les

dérivés hydroxycinnamiques et les flavonols.

Une premiére partie de ce travail a porté sur I’évaluation du pilote et de son adaptabilité au
domaine de I'éco-extraction du végétal. Comme déja indiqué dans le Chapitre Il, le pilote

présente des limitations inhérentes a sa configuration et a sa conception initiale :

I'extrait est collecté nécessairement par le bas du pilote puisqu’il est déja dans une

configuration type MHG (« Microwave Hydrodiffusion and Gravity ») ;

- la puissance micro-ondes maximale est limitéea 1 200 W ;

- lavitesse de rotation maximale est de 4 000 tr/min (i.e. 2 862 G) et minimale (autorisée
pour trois essais) de 400 tr/min (i.e. 29 G) ;

- le pilote n’est pas étanche a I'air;

- le volume utile du panier est limité a 8,5 L.

Des pré-tests d’extraction sur la salade avec des parametres déterminés arbitrairement sur le
pilote comme la masse de matrice végétale, le temps d’extraction, la puissance micro-ondes
et la vitesse de rotation appliquées ont été effectués pour étudier la possibilité de récupérer
un extrait liquide. L'influence de la vitesse de rotation pendant I’extraction MO/C, de fagon
directe ou indirecte sur les rendements d’extraction a été évaluée. Dans le cadre de cette
étude, deux types d’extractions ont été comparées : I'extraction par micro-ondes couplée a

une vitesse de rotation minimale (MO/R, 400 tr/min) et I’extraction par micro-ondes couplée
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a une vitesse de rotation intense (MO/C, 3 800 tr/min). Les résultats obtenus ont été

comparés du point de vue :

- durendement en volume extrait,
- delateneur en composés phénoliques totaux des extraits obtenus,
- de lateneur en trois composés phénoliques sélectionnés, et

- de la consommation énergétique du pilote et de I'impact environnemental.

Ces résultats d’extractions ont également été comparés a une méthode de référence :

I’extraction par solvant.

Suite a ces pré-tests, un plan d’expériences a été mis en place pour déterminer les valeurs
optimales de la densité de puissance micro-ondes et de la vitesse de rotation permettant
d’atteindre un rendement d’extraction le plus élevé possible, selon les contraintes d’utilisation
de la machine.

Le pilote est présenté en Figure V.1. Les clichés, a gauche de la figure, montrent le panier
perforé démonté, inséré dans la machine et en charge. La photo centrale donne une vue
globale du pilote sur laquelle apparaissent (1) 'essoreuse, (2) le générateur micro-ondes (3)
le guide d’onde et (4) le condenseur en verre permettant de condenser les vapeurs en sortie
basse de la machine. Le pilote a été utilisé en configuration fermée (entrées d’air obstruées,
chapitre 1V). L'extraction est réalisée sans solvant extracteur autre que I'eau « in situ » de la

matrice végétale et a pression atmosphérique.
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Figure V.1 : Pilote — Photos et Schéma de fonctionnement. 1 : Essoreuse ; 2 : Générateur
micro-ondes ; 3 : Guide d'ondes sans contact ; 4 : Condenseur.
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La deuxiéme partie cherche a comparer les résultats obtenus par I'extraction MO/C et par
MHG. Cependant, il a été tres difficile de tirer des conclusions générales a partir de cette
étude. En effet, d’'un dispositif micro-ondes a un autre, des différences trés significatives
peuvent apparaitre concernant la distribution du champ électromagnétique, le champ de

température dans le produit qui en résulte et I'énergie absorbée par le produit.

Enfin, une troisieme partie a porté sur la compréhension des mécanismes mis en jeu et la

recherche de voies d’améliorations possibles.

V.2 Pré-tests : comparaison des extractions MO/C et MO/R

Comme indiqué ci-dessus, I'objectif des prétests était double :

1. évaluer la faisabilité d’extraire des composés d’intérét avec le pilote développé a I'lFTS, et

2. mettre en évidence I'effet de la vitesse de rotation sur I’extraction.

Deux types d’extractions ont été effectués en appliquant une densité de puissance identique
de 1,2 W/g pendant 40 minutes avec des vitesses de rotation de 3 800 tr/min (2 583 G) pour
I’extraction par MO/C et 400 tr/min (29 G) pour I'extraction par MO/R. Avec un effet G de 29,
la compression sur la matrice végétale peut étre considérée comme négligeable devant celui
appliqué en MO/C. En effet, si un anneau liquide statique de 1 cm d’épaisseur est considéré,
la pression maximale qui s’exerce sur la couche interne du liquide est de 0,025 bar au-dessus
de la pression atmosphérique alors qu’avec une vitesse de centrifugation de 3 800 tr/min, la
charge passe a 2,200 bar au-dessus de la pression atmosphérique. L'effet compressif dans le
cas de I'extraction MO/R est donc négligeable. Si I'extraction a lieu, le drainage du liquide, du
fait de la vitesse de rotation appliquée, en dehors de la matrice végétale puis vers la sortie du

pilote sera plus important pour I'extraction MO/C que pour I'extraction MO/R.

Toutes les extractions présentées dans cette partie ont été réalisées en triplicat.

V.2.1 Volume de liquide extrait

A la fin des extractions, le volume total de liquide est récupéré. Il a été mesuré a 778 £ 13 mL
pour I'extraction MO/C et a 615 + 38 mL pour I'extraction MO/R. La différence entre les deux

extractions est significative. La vitesse de 3 800 tr/min permet de récupérer un volume de
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liguide plus important qu’avec une faible vitesse de rotation, pour un temps d’extraction fixé
a 40 min.

La cinétique d’extraction des volumes de liquide collectés lors des extractions MO/C et MO/R
est présentée en Figure V.2. Les 120 premiers millilitres de liquide sont récoltés au bout de 5
minutes avec |’extraction MO/C contre 15 minutes pour I’extraction MO/R, la différence entre
ces débits initiaux est significative. La cinétique d’extraction est plus rapide avec une vitesse
de rotation élevée. On constate qu’en extraction par MO/C, la production d’extrait approche

une valeur maximale avant 40 min (Figure V.2) ce qui n’est pas le cas lors de I'extraction MO/R.
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Figure V.2 : Suivi cinétique du volume extrait lors des extractions MO/C (3 800 tr/min) en
bleu et MO/R (400 tr/min) en orange; 1,2 W/g, 40 min.

Enfin, la température de surface de la matrice végétale a été mesurée et les données
présentées en Figure V.3 représentent la moyenne sur les trois essais de la moyenne des trois
pyrometres installés sur le couvercle de la machine (et mesurant la température a trois
hauteurs différentes). L’évolution de la température moyenne est similaire pour les deux
extractions MO/C et MO/R avec une rapide montée passant de 17°C a 45°C en 10 minutes
puis, en fin d’extraction, I'obtention d’un plateau atteignant des valeurs comprises entre 55°C
et 60°C. La température de surface de la matrice végétale est donc globalement faible
comparée a des extractions assistées par micro-ondes classiques pour lesquelles la
température de surface externe du réacteur en verre peut atteindre 100°C (Périno et al.,
2016). Cependant, une faible température durant I'extraction peut étre avantageuse pour

préserver des molécules thermosensibles.
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La vitesse de rotation permet donc d’opérer |'extraction a une température plus faible que
dans un procédé par micro-ondes seules, en revanche, son intensité ne semble pas jouer un
role direct sur les températures atteintes, les évolutions obtenues étant similaires pour les

deux extractions MO/C et MO/R.
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Figure V.3 : Evolution de la température moyenne de surface de la salade lors des
extractions MO/C (3 800 tr/min) en bleu et MO/R (400 tr/min) en orange ; 1,2 W/g, 40 min.

Ces premiers résultats montrent que le pilote permet de réaliser une extraction du liquide
contenu dans la salade et que I'effet centrifuge semble améliorer la cinétique de I'extraction

en termes de volumes récupérés.

V.2.2 Caractérisation en composés phénoliques du liquide collecté
V.2.2.1 Teneur en composés phénoliques totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu

Le dosage des composés phénoliques totaux (TPC) par le réactif de Folin-Ciocalteu a été
effectué pour chaque fraction de 100 mL recueillie au cours de chaque type d'extraction :
MO/C et MO/R (Figure V.4). Pour les deux types d’extraction, un maximum de TPC est mesuré
aprés 15 minutes d’extraction. Les teneurs en TPC pour I'extraction MO/C sont de 24 + 6 mg
Equivalent Acide CaféoylQuinique/100 g de matrice fraiche (MF) et de 3,8 + 0,8 mg EACQ/100
g de MF par MO/R; les quantités en TPC sont donc plus rapidement obtenues et plus
importantes pour I'extraction MO/C que pour I'extraction MO/R. La vitesse de rotation lors de

I'extraction a donc également une influence positive sur I'extraction des TPC.
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Figure V.4 : Cinétique d’extraction des composés phénoliques totaux pour MO/C (bleu) et
MO/R (orange).

La méthode d'extraction de référence de la salade (extraction par solvant) permet d’estimer
la quantité « maximale » en composés phénoliques pouvant étre extraits de la matiéere
végétale utilisée. Par la méthode de référence, cette teneur est, en moyenne, de 48 + 9 mg
EACQ/100 g de MF soit deux fois supérieure a la quantité extraite par MO/C. Les quantités de
TPC contenus dans la salade varient tres significativement: entre 18,2 et 259,1 mg/100 g de
MF pour des salades vertes en fonction des variétés (Llorach et al., 2008) et des conditions
culturales et de stockages (Assefa et al., 2019). Il semblerait donc que la salade utilisée durant
cette étude contienne peu de composés phénoliques avec seulement 48 + 9 mg EACQ/100 g
de MF. L'extraction par solvant a également été réalisée sur la salade aprés extractions MO/C
et MO/R pour évaluer la teneur en composés phénoliques restante dans la matrice végétale.
Les bilans matiéres des teneurs en TPC sont cohérents (Figure V.5) : les teneurs évaluées sur
la salade avant extraction MO/C ou MO/R sont égales a la somme de celles récoltées dans les
extraits liquides et de celles résiduelles dans la salade, récupérées apreés extraction MO/C ou
MO/R. Les composés phénoliques totaux non récupérés sont donc encore présents dans la
matrice végétale aprés extraction et ne semblent pas avoir été altérés par le procédé de

chauffage par micro-ondes couplé a la centrifugation.
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Figure V.5 : Teneurs en composés phénoliques dans la salade avant extraction pilote (vert),
dans les extraits liquides par MO/C (bleu) et par MO/R (orange) et dans la salade aprés
extraction pilote (gris) en fonction de la vitesse de rotation appliquée.

Il est important de remarquer que dans les conditions expérimentales utilisées (et qui ne sont
pas encore optimisées), les quantités de TPC obtenues sur les deux extractions (MO/R et
MO/C) sont nettement plus faibles que celles obtenues par la méthode de référence.

Les quantités de TPC obtenus exprimées en valeurs relatives par rapport a la méthode
référence fournissent un rendement d’extraction Ton permettant de comparer les extractions
entre elles en s’affranchissant des variabilités dues a I'utilisation de différents lots de matrices
végétales. En effet, pour chaque extraction réalisée un échantillon de la salade utilisée a été
traité par la méthode de référence (en triplicat) pour déterminer la teneur en composés

phénoliques. Le rendement est alors calculé comme suit :

_ Quantité dans I’ extrait
- Quantité dans 1’ extrait de référence

Ton x 100.

Ainsi, les différentes extractions peuvent étre comparées entre elles tout en posant
I’hypothése que le Ty n’est pas dépendant de la quantité en composés phénoliques présents

dans la matrice végétale fraiche : toute la quantité est extractible par la méthode de référence.

L’extraction MO/C permet d’obtenir un rendement de 49 % a comparer avec les 8 % obtenus
pour I'extraction MO/R et avec les 3 % obtenus par une méthode MHG (Périno et al., 2016)
rapportés a la méme méthode de référence sur des lots de salades différents. Ces différences,

dues au type d’extraction, peuvent étre expliquées par le fait que pendant I'extraction MO/C,
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la compression mécanique permet une meilleure diffusion des composés a travers les
membranes des cellules dans I'eau « in situ » et une meilleure récupération du liquide contenu

dans la matrice végétale.

V.2.2.2 lIdentification des composés phénoliques

L'analyse en chromatographie liquide, UPLC-DAD, permet de séparer les composés
phénoliques extraits au cours de I'extraction par MO/C, par MO/R et par la méthode de
référence, et de confirmer, grace aux spectres UV, leur identification par comparaison avec
les données de la littérature (Abu-Reidah et al., 2013; Llorach et al., 2008). Les principaux
composés phénoliques identifiés dans les extraits de salade obtenus par la méthode de
référence sont les acides hydroxycinnamiques détectés a 330 nm (Figure V.6). Les pics
correspondant aux différents composés identifiés ci-aprés sont numérotés sur la Figure V.6
par ordre croissant de leur temps de rétention. Le composé 1, avec un temps de rétention (TR)
de 2,8 min, correspond a l'acide monocaféoyltartrique avec deux longueurs d’ondes
maximales (Amax) a 244 et 328 nm. Deux composés quantitativement majoritaires ont été
détectés a 330 nm ; ils correspondent a I'acide 3-O-caféoylquinique (composé 2 au TR = 4,2
min, deux Amax a 245 et 326 nm) et a 'acide dicaféolytartrique (composé 4 au TR = 8,7 min,
deux Amax a 244 et 329 nm). Le composé 3 au TR = 6,3 min (deux Amax a 246 et 328 nm) a été
identifié comme étant l'acide coumaroyltartrique. Les composés 5 et 6 ont été détectés
principalement a 360 nm et ont été identifiés comme étant la quercétine glucuronide (TR =
10,6 min ; deux Amax a 255 et 346 nm) et la quercétine acétylhexoside (TR = 11 min ; deux

Amax a 255 et 345 nm). Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature.
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Figure V.6 : Identification des composés phénoliques présents a 330 nm dans un extrait de
salade obtenu par extraction MO/C et par la méthode de référence (extraction par solvant).

D’un point de vue qualitatif, le profil chromatographique de I'extrait obtenu par le pilote est
similaire a celui obtenu par la méthode de référence a 330 nm. Pour comparer les quantités
obtenues selon les techniques d'extraction mises en ceuvre, dans les prochains résultats
présentés, seuls les trois pics: n°2, n°3 et n°4 correspondant respectivement a l'acide

caféoylquinique, I'acide courmaroyltartrique et I'acide dicaféoyltartrique détectés a 330 nm

seront considérés (Figure V.7).
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Figure V.7 : Les trois composés phénoliques sélectionnés : I’acide 3-O-Céfaoylquinique, I'acide
trans-p-Coumaroyltartrique et I'acide di-Caféoyltratrique.
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V.2.2.3 Etude quantitative sur trois composés phénoliques sélectionnés

Les teneurs en composés phénoliques sélectionnés ont été quantifiées par UPLC DAD et sont

exprimées en équivalent acide caféoylquinique par gramme de matrice fraiche (EACQ/ug de

MF), puis en valeurs relatives Tpn par rapport aux teneurs obtenues par la méthode de

référence. La Figure V.8 montre les valeurs relatives Tpn des trois acides hydroxycinnamiques
sélectionnés, extraits par les techniques MO/C et MO/R. Les valeurs relatives obtenues sont
significativement plus élevées avec I'extraction MO/C qu’avec I'extraction MO/R avec 10 + 5
% contre 4 £ 2 % pour l'acide caféoylquinique, 37 + 12 % contre 10 + 3 % pour l'acide

coumaroyltartrique et 25 + 13 % contre 7 £ 4 % pour |'acide dicaféoyltartrique.

La somme des teneurs des trois composés phénoliques représente un 7y de 22 + 8 % pour
I’extraction MO/C alors que pour I'extraction par MO/R le Ty est de de 7 + 2 %. L’extraction

MO/R apparait donc moins efficace que celle par MO/C.

Les valeurs obtenues sont trés éloignées de celles des TPC car elles ne prennent en compte

gue trois composés phénoliques sélectionnés a la longueur d’onde de 330 nm.

50 r

2 (Acide caféoylquinique) 3 ( Acide coumaroyltartrique) 4 (Acide dicaféoyltartrique)

Ton (%)

Figure V.8 : Rendement Tpn de trois composés phénoliques majeurs (n°2, n°3 et n°4) pour les
extraits en MO/C (bleu) et en MO/R (orange) (n=3).

Pour un méme composé et dans les mémes conditions d’extraction, une grande variabilité sur
les rendements d’extraction est observée. Elle peut étre expliquée, par exemple, par
I'aéraulique du pilote et par la distribution du champ électromagnétique qui n’est pas

identique pour chaque extraction.
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Concernant l'aéraulique du pilote, s’agissant d’une machine tournante, il existe une
circulation d'air en continu pendant I'extraction induite par la rotation du panier. Cette
circulation d’air tend, d'une part, a faire baisser la température du produit par refroidissement
convectif et, d'autre part, a renouveler le dioxygéne lors de I'extraction. La température
globalement basse du systéme (inférieure a 60°C en surface de la matrice végétale) ne
permettrait pas l'inactivation des enzymes (peroxydases et polyphénoloxydases (PPO))
libérées au cours de I'extraction (Vamos-Vigyazo, 1995). L'apport de dioxygéne, deuxiéme
substrat des PPO, favoriserait I'oxydation des composés phénoliques. En conséquence, on
observerait une diminution de la concentration en ces molécules et une variabilité car le

niveau d’oxydation serait aléatoire selon les extractions.

Concernant la distribution du champ électromagnétique, il ne peut étre rigoureusement
identique lors de chaque extraction et cela peut avoir des conséquences sur le rendement de
molécules d’intérét. En effet, il dépend notamment de la distribution et de I'arrangement de
la matrice végétale dans le panier de I'essoreuse. Or, il est difficile d’avoir un chargement de
la matrice végétale dans le panier strictement identique car lors de I'application de la force
centrifuge, la salade s’organise aléatoirement au niveau du panier d’essorage en constituant
une couche plus ou moins homogéne. Le champ électromagnétique est tres sensible a ces
différences et peut induire des champs de températures différents en fonction des couches
de matrices végétales obtenues. Cela génére donc des différences notables d’une expérience

a l'autre.

Néanmoins, malgré la variabilité observée entre les extraits, les ordres de grandeur des
guantités concernant les teneurs des trois composés phénoliques considérés sont tres
différents pour MO/C et pour MO/R. L’effet bénéfique de la vitesse de rotation sur I'extraction

de ces composés phénoliques de la salade est donc bien mis en évidence.

V.2.3 Etude de la consommation énergétique

La consommation d'énergie a été mesurée au cours de chaque extraction MO/C et MO/R. Elle
se différencie par I'énergie nécessaire a la rotation du panier et qui est fonction de la vitesse
de rotation. Le chauffage diélectrique consomme la majeure partie de I'énergie requise par

I’extraction (1 260 Wh mesurée pour le générateur micro-ondes pour une extraction de 40
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min) ; elle est largement supérieure a la consommation d’énergie nécessaire a la vitesse de
rotation qui est de 693 Wh et 113 Wh pour, respectivement, les extractions MO/C et MO/R. Il
est important de noter que I'énergie enregistrée correspond a la consommation d’énergie
effective (mesurée par les compteurs électriques). L'énergie mécanique est donc nettement
inférieure a I'énergie nécessaire pour le chauffage micro-ondes. De plus, si la consommation
d'énergie est exprimée par unité de masse de composés phénoliques totaux extraits, I'énergie
consommeée lors de I'extraction MO/R est environ quatre fois plus élevée (34 325 kWh/kg de
TPC extraits) que celle consommée au cours de I'extraction MO/C (8 112 kWh/kg de TPC
extraits). L’extraction MO/C est plus avantageuse que I'extraction MO/R d’un point de vue

énergétique en termes de rendement en TPC.

V.2.4 Impact environnemental

L'impact des deux extractions MO/C et MO/R sur I'environnement est évalué selon les six
principes de I'éco-extraction (Chemat et al., 2012) : I'utilisation de ressources végétales
renouvelables (principe 1), la réduction de la consommation de solvants pétrosourcés
(principe 2) et de I'énergie (principe 3), une faible production de déchets (principe 4), des
temps d'extraction courts (principe 5), et I'obtention d’un extrait naturel et non toxique
(principe 6). lls ont été adaptés aux deux types d’extraction étudiés et calculés comme suit

(Jacotet-Navarro et al., 2016; Rapinel et al., 2017) :

* Matiere premiere (Principe 1) : le pourcentage de matiere premiére valorisée de I'industrie
alimentaire (en %) correspond au pourcentage de coproduits de salade (valorisation des

déchets de salade dans les supermarchés, restaurations, maraichers).

e Utilisation de solvants (Principe 2) : aucun solvant puisque le solvant extracteur est I'eau « in

situ ».

e Consommation d’énergie (Principe 3) : les résultats exprimés en kWh/kg de TPC extraits pour
les procédés MO/R et MO/C sont traduits en pourcentage; MO/R est alors exprimé en

fonction de MO/C, ce dernier étant équivalent a 100 %.

e Déchets (Principe 4) : masse de déchets de salade aprés extraction / masse de salade utilisée

pour I'extraction (en %)
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® Procédé (principe 5) : durée d'extraction en minutes.

e Récupération de I'extrait (principe 6) : masse de I'extrait liquide final récupéré / masse du

liquide qu’il est théoriquement possible d’extraire de la matrice végétale.

La Figure V.9 présente I'application des six principes de I'éco-extraction aux extractions MO/C

et MO/R.

@mMo/C BMO/R

Matieres premiéres
100

Récupération de |'extrait Utilisation de solvant

Durée d'extraction Consommation d'énergie

Déchets générés
Figure V.9 : Application et étude des six principes de |’éco-extraction pour les procédés a
I’extraction MO/C (en bleu) et I'extraction MO/R (en orange).

Il est important de noter que pour chaque principe, une valeur proche du centre est un
résultat positif, tandis qu'une valeur éloignée du centre correspond a un résultat négatif. La
surface représentant I'application des six principes de I’éco-extraction est plus importante
pour MO/R que pour MO/C, cela reflete donc qu’elle a un impact environnemental plus élevée
que MO/C. Pour un méme temps d'extraction, I'extraction MO/C permet de récupérer un plus
grand volume d’extrait que I'extraction MO/R pour la méme durée et sans solvant. Elle géneére
donc légérement moins de déchets. De plus, sa consommation énergétique en kWh/kg de TPC

extraits est bien inférieure a celle du MO/R.

V.2.5 Optimisation des paramétres d’extraction : plan d’expériences

Un plan d’expériences a deux variables (densité de puissance micro-ondes (A) et vitesse de
rotation (B)) et a cinq niveaux a été réalisé pour déterminer les paramétres permettant
d’optimiser le volume extrait avec le pilote pour I'extraction des composés phénoliques de la

salade a partir des résultats d’'un nombre minimal d’expériences possibles. Le temps
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d’extraction, compte tenu des résultats des pré-tests, est fixé a 40 minutes et la masse de
matrice végétale a 1 kg. La réponse choisie est le rendement d’extrait global (REG) défini par

la relation suivante :

somme des volumes de liquide extraits
REG = 1 x 100.

maximum du volume dreau "in situ” retirable

Dans cette étude, 1 kg de salade avec une teneur en humidité de 94 % permet donc la
récupération d’un maximum de 940 mL de I'eau « in situ ». Cependant, il est essentiel d'arréter
I'extraction avant que la température de la matrice végétale ne dépasse 100°C en raison du
risque de combustion et de la possible dégradation des molécules d’intérét (Périno et al.,
2016). La limite du volume d'extraction est donc fixée a 90 % de I'eau « in situ » de la salade

soit 846 mL qui représente le maximum du volume d’eau « in situ » retirable
Les rendements globaux obtenus pour les différentes extractions du plan d’expériences ainsi

qgue les deux variables A et B indépendantes (décodées et codées) sont présentés dans le

Tableau V.1.
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Tableau V.1 : Récapitulatif des différentes expériences d'extraction de la salade réalisées sur
le pilote avec un temps d'extraction de 40 minutes et une charge de 1 kg de salade et valeurs
des rendements globaux obtenus.

i Variables décodées Variables codées
Numéro -
) . A : Densité B: Rendement
d’identification , ) , .
de puissance  Vitesse de d’extrait
des i ) A B
expériences micro-ondes rotation global (%)
(W/g) (tr/min)
1 0,25 650 -1 -1 3+2
2 0,25 3400 -1 +1 9+2
3 1,00 650 +1 -1 64+2
4 1,00 3400 +1 +1 83+2
5 0,63 80 0 -a 13+2
6 0,63 3970 0 +0 6812
7 0,09 2025 -a 0 0+2
8 1,15 2025 +0 0 84+2
9 0,63 2025 0 0 51+2
10 0,63 2025 0 0 53+2
11 0,63 2025 0 0 53+2
12 0,63 2025 0 0 53+2
13 0,63 2025 0 0 56+2
14 0,63 2025 0 0 56+2

En comparant les valeurs du REG pour les expériences pour lesquels un des deux parametres

est constant alors que le second varie, les conclusions suivantes peuvent étre tirées :

Lorsque la densité de puissance micro-ondes est a son niveau inférieur (-1) ou

supérieur (+1), le REG augmente avec la vitesse de rotation en passant de 3 + 2 % (exp

n°1, B=650tr/min) a9+ 2 % (exp n°2, B =3 400 tr/min) et de 64 + 2 % (exp n°3, B =1

000 tr/min) a 83 + 2 % (exp n°4, B = 3 400 tr/min), respectivement.

- Lorsque la densité de puissance micro-ondes est au niveau zéro, le REG croit avec
I'augmentation de la vitesse de rotation (passant de 13 +2 % a 68 + 2 %).

- Lorsque la vitesse de rotation est au niveau zéro, le REG pour « — a » en densité de
puissance micro-ondes est tres faible (0 + 2 %) et pour une valeur « + a », le REG atteint
la valeur maximale du plan d’expérience 84 + 2 %.

- Les résultats obtenus pour les expériences relatives aux répétitions au centre

montrent une bonne répétabilité de 96 % des extractions réalisées sur le pilote avec

une moyenne de 54 + 2 %.
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Le diagramme de Pareto des effets standardisés présenté en Figure V.10 montre les effets
significatifs des deux variables A et B (linéaire, quadratique et interactions entre variables). La
longueur des barres pour chague parameétre ou interaction caractérise I'importance des effets
estimés. La ligne verticale représente la limite entre les effets significatifs et non significatifs
avec un risque d'erreur de 5 %. Quatre effets sont significatifs a un niveau de confiance de 95
% dans le domaine expérimental étudié (P <5 %) : les effets linéaires des deux variables A et
B sont les plus significatifs. L'absence d'effets significatifs du terme AB suggere I'absence

d'interactions entre les deux variables.

T T T T
A:Densité de puissance MO q
[ ]
B:Vitesse de rotation

BB J

AA

AB
T . 1 . 1 P . I . I
/] 3 6 9 12 15

Effet standardisé

Figure V.10 : Diagramme de Pareto pour le rendement d’extraits globaux.

La Figure V.11a affiche les variations estimées de la réponse REG lorsque chacun des facteurs
A et B passe de son niveau bas a son niveau haut, de 0,25 a 1,00 W/g pour la densité de
puissance micro-ondes et de 650 a 3 400 tr/min pour la vitesse de rotation. Un effet de
saturation est observé pour la force centrifuge (Figures V.11a et V.11b) avec la courbe relative
a la vitesse de rotation qui atteint un plateau vers 3 400 tr/min. Les résultats suggérent qu'une
augmentation supplémentaire de la vitesse de rotation (supérieure a 3400 tr/min)

n'améliorerait pas de beaucoup le rendement d’extrait global.

167



Chapitre V. — EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES DE LA SALADE

80 - 71 b)
a) | / ]
[ /
L / J 100
60 % - 4
I / / 70
g | / /
L / g
g s / / q = W
- / 4 2
L «
10
I /
20 4
L / 20
4
- 3 (X 1000,0)
sl _ 2
0
025 10 650,0 3400,0 02 04 g 08 4 12 on!lssD E——
Densité de puissance MO (W/g) Vitesse de rotation (tr/min)

Densité de puissance MO (W/g)

Figure V.11 : a) Graphique des principaux effets et b) Surface de réponse estimée en fonction
de la densité de puissance micro-ondes et de la vitesse de rotation.

Les données expérimentales du plan d’expériences traité avec le logiciel Statgraphics® ont
permis de déterminer une régression entre la réponse étudiée (rendement d’extrait global) et
les variables clés impliquées dans le modeéle. Ainsi une régression polynomiale du second
ordre est obtenue décrivant I'effet quantitatif des variables définies et leurs interactions sur

la réponse mesurée :

REG (%) = 127,02 x A+ 2,03102 X 1072 X B — 44,1481 x A? +6,30303 x 1073 x A
X B — 3,68045 x 107 x B% — 42,4885

ou REG (%) correspond au rendement d’extrait global (%), A correspond a la densité de

puissance micro-ondes (W/g) et B a la vitesse de rotation (tr/min).

L’analyse de la variance a donné un coefficient de détermination R?> de 0,96 pour le rendement

d’extrait global (REG), le choix du plan d’expériences est donc validé.

Les conditions opératoires optimales pour obtenir un REG le plus élevé possible sont ainsi
déduites. Selon le modele calculé, en prenant en compte les limites techniques du pilote, la
valeur la plus élevée du REG devrait étre obtenue pour une densité de puissance micro-ondes
de 1,15 W/g et une vitesse de rotation de 3 750 tr/min. Ces valeurs sont trés proches des pré-
tests effectués au début de cette étude. La valeur du REG obtenu lors de ces pré-tests en
extraction MO/C (1,2 W/g et 3 800 tr/min pendant 40 min) est donc comparée a la valeur

théorique du REG obtenue avec I'équation polynomiale pour les conditions opératoires
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optimales (Tableau V.2). Celles-ci sont proches : 92 + 2 % pour le REG expérimental et 97 + 2
% pour le REG théorique. En comparaison, pour I'extraction MO/R, le REG est évalué a 73 + 4
%. La vitesse de rotation joue donc un role favorable dans la récupération des volumes

d’extrait sur le pilote pour un temps d’extraction fixé a 40 min.

Tableau V.2 : Comparaison des valeurs expérimentale et théorique du REG pour les
conditions opératoires optimales déterminées par le plan d’expériences.

Conditions opératoires optimisées

Réponse
Expérimentale Théorique

(1,2 W/g; 3800 tr/min) (1,15 W/g; 3 750 tr/min)

(o)
REG (%) ™" Rec=92+2 % REG=97+2%

Il convient également de noter que la teneur en eau de la matrice utilisée a chaque extraction
n’est pas strictement identique et peut varier de plus ou moins 2 % en fonction de la saison et
de I’état de fraicheur de la matrice végétale, ce qui induit une variabilité supplémentaire sur

la valeur du REG.

L'optimisation des parametres d’extraction réalisée grace au plan d’expériences confirme
donc les résultats obtenus lors des pré-tests : la vitesse de rotation a une influence positive
pour augmenter le rendement d’extraction aussi bien en termes de volumes d’extrait qu’en

teneur en composés phénoliques (étude réalisée lors des pré-tests).

V.2.6 Conclusion

Les pré-tests réalisés sur le pilote ont permis de montrer que le couplage chauffage par micro-
ondes et centrifugation permettait d’extraire des micronutriments tels que les composés
phénoliques a partir d’'une matrice végétale riche en eau comme la salade. Le dispositif
expérimental s’est révélé opérationnel pour I'extraction avec une adaptation minimale pour
extraire des composés non volatils. L'influence positive de la vitesse de rotation, sur un temps
d’extraction de 40 minutes, a été établie : le rendement d’extrait en termes de volumes
collectés est plus élevé pour I'extraction MO/C (3 800 tr/min) qu’a faible vitesse de rotation,
MO/R (400 tr/min) avec une puissance micro-ondes identique de 1,2 W/g, les REG

correspondants sont de 92 £ 2 % et 73 £ 4 %, respectivement.
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Les parametres optimaux, obtenus grace au plan d’expériences a deux variables (densité de
puissance micro-ondes et vitesse de rotation) et a cing niveaux, ont permis de déterminer les
conditions optimales d’extraction sur le pilote pour le REG. Les résultats s’approchent des
parametres opératoires appliqués lors de I'extraction MO/C réalisée pendant des pré-tests
avec une densité de puissance micro-ondes de 1,2 W/g, une vitesse de rotation de 3 800
tr/min et un temps d’extraction de 40 min. Le REG obtenu est de 92 + 2 %. Il est donc optimal
lorsque la puissance micro-ondes pour 1 kg de salade atteint la valeur maximale possible du
pilote (1200 W). Les parameétres optimaux ont, également, montré leur efficacité pour
I’extraction des composés phénoliques avec une teneur en TPC de 24 + 6 mg EACQ/100 g de
MF contre 3,8 £ 0,8 mg EACQ/100 g de MF pour la MO/R, atteignant 49 % de I'extraction par
solvant pour MO/C contre 8 % pour MO/R.

Par ailleurs, si le temps d’extraction est supérieur a 40 min, il est possible que le REG de MO/R
augmente et s’approche du REG de MO/C, néanmoins, les composés phénoliques pourraient
étre exposés plus longuement a des phénomeénes d’oxydation d’origine enzymatique ou non

enzymatique (réaction de Maillard), et la qualité d’extrait pourrait donc en étre affectée.

Du point de vue de I'application industrielle d’un tel procédé, une vitesse de rotation élevée
couplée a un chauffage diélectrique lors de I'extraction MO/C de la salade permet de réduire
I'impact sur I'environnement en extrayant des composés phénoliques sans utiliser de solvant
ou d'eau additionnelle, et de diminuer de maniére significative I'énergie consommeée. La
vitesse de rotation permet, non seulement, d’homogénéiser le champ électromagnétique au
cours de I'extraction, mais aussi, sous I'effet de la force centrifuge, de comprimer la matrice
végétale et de drainer le liquide interstitiel pour atteindre des volumes récupérés plus élevés.
Le bilan de cette nouvelle technique est donc extrémement prometteur, d’autant plus que le
pilote peut encore étre optimisé. Les paramétres mis en jeu seront étudiés pour comprendre
I'ensemble des phénomeénes qui se déroulent pendant I'extraction MO/C, notamment
I'aéraulique du systéme, la distribution de la température et les échanges convectifs qui

peuvent influencer la qualité de I'extrait (oxydations).
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V.3 Comparaison d’une extraction assistée par micro-ondes classique type MHG

et de I'extraction micro-ondes couplée a la centrifugation MO/C

Dans cette étude, les volumes d’extrait obtenus par extraction MO/C, issus du plan
d’expériences présentés précédemment sont comparés a des résultats obtenus par MHG
(Microwave Hydrodiffusion Gravity) dans des conditions de traitement micro-ondes aussi
similaires que possibles. En MHG, la matrice végétale est placée dans un réacteur en verre lui-
méme placé dans I'enceinte du four micro-ondes. Le réacteur est raccordé au montage situé
a I'extérieur de la cavité du four par le biais d’une colonne en verre suivi d’un systéme de
réfrigération. Les vapeurs condensées sont récupérées par gravité. La comparaison de
I’extraction par un chauffage micro-ondes avec et sans centrifugation a nécessité I'utilisation
de deux appareils distincts car le pilote ne doit pas fonctionner sans assurer au panier une
vitesse de rotation minimale de 1 000 tr/min pour éviter des surchauffes au niveau du moteur

de I'essoreuse.

La comparaison de ces deux procédés est critiquable puisque la distribution du champ
électromagnétique n’est pas strictement identique dans les deux appareils, mais cela reste
une étape importante pour situer les performances en extraction obtenues avec la technique
MO/C par rapport a une technique MHG désormais classique. Cela permettra, qui plus est, de
faire apparaitre des différences sur les niveaux de température atteints et sur les cinétiques

de récupération d’extrait.

V.3.1 Etude des profils de températures
V.3.1.1 Extraction MHG

Lors de I'extraction MHG, les mesures des températures sont effectuées sur la paroi du
réacteur en verre dans lequel est placée la matrice végétale grace a un thermometre infra-
rouge durant 30 min (Figure V.12). Les extractions MHG sont réalisées dans des conditions
opératoires identiques (temps d’extraction, masse de salade de 300 g) mais avec des densités
de puissance micro-ondes variant de 0,33 a 1,5 W/g. Le temps d’extraction est fixé a 30
minutes et est décompté lorsque la premiére goutte d’extrait est collectée. Ce temps
d’extraction est la limite avant que la matrice ne brile lorsque la densité de puissance micro-

ondes maximale de 1,5 W/g est appliquée.
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Figure V.12 : Température de paroi du réacteur en verre en fonction du temps d’extraction
lors de I’extraction MHG.

Trois phases peuvent étre observées. La premiéere phase est une montée en température plus
ou moins rapide selon la densité de puissance micro-ondes appliquée. Pendant cette phase,
la surface du réacteur atteint une température d’environ 100°C en un temps qui est fonction
de la densité de puissance appliquée ; il est de 22 minutes a 0,50 W/g et de 5,5 minutes a 1,50
W/g. Plus la densité de puissance micro-ondes augmente, plus le temps nécessaire pour

atteindre la température de 100°C est faible. Cette durée est appelée « temps d’activation ».

La deuxiéme phase constitue un plateau a 100°C durant lequel I’extraction se déroule avec un
débit d’extrait liquide élevé, I'extrait étant recueilli par le bas de I'appareil. Sa durée est
fonction de la quantité d’eau « in situ » de la matrice végétale utilisée. Cette phase « plateau »
s’observe pour une densité de puissance micro-ondes supérieure a 0,5 W/g. En effet pour une
densité de puissance micro-ondes trop faible, les pertes thermiques ne permettent pas a la

matrice végétale d’atteindre la température d’ébullition.

Apres le plateau, et donc aprés la fin de I'extraction de I'eau « in situ », la température
augmente tres rapidement passant de 100°C a 110°C. Cela correspond au début de la « phase
de combustion » de la matrice végétale (cf. puissance 1,50 W/g). L’extraction est stoppée dés
I'apparition de ce stade. On observe, qu’avec la densité de puissance minimale appliquée (0,33
W/g), la phase « plateau » est moins marquée et la température de 100°C n’est pas atteinte
dans le temps d’extraction fixé a 30 min (comme indiqué ci-dessus les pertes thermiques
compensent l'apport de chaleur par micro-ondes a une température inférieure a la

température d’ébullition).
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V.3.1.2 Extraction MO/C

Les mesures de température de la surface de la matrice végétale dans le pilote sont réalisées
a I'aide de trois pyrometres infrarouge visant des points situés a 50 mm, 100 mm et 150 mm
du fond du panier contenant la matrice végétale. Les mesures de températures présentées

sont une moyenne de ces trois valeurs.

La Figure V.13 montre le suivi cinétique de la température de la surface de la salade en
fonction du temps pendant 40 minutes d’extraction par MO/C avec une densité de puissance
de 1,15 W/g et une vitesse de rotation de 2 025 tr/min. Une premiére phase est observée avec
une montée en température lente passant de 28°Ca 51°C en 10 minutes. Puis, la température
évolue peu au cours de I'extraction passant en 30 minutes de 51°Ca 61°C, cette derniere étant

la température maximale atteinte en fin d’extraction.
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Figure V.13 : Moyenne des températures de la surface de la salade en fonction du temps lors
d’une extraction MO/C (1,15 W/g — 2 025 tr/min — 40 minutes).

La température maximale atteinte a la surface du produit dans le pilote, 61°C, est moins élevée
qgue celle enregistrée a la surface externe du réacteur en MHG ou les températures atteignent
100°C pour une densité de puissance micro-ondes proche, 1,2 W/g et 1,17 W/g,
respectivement. Cela s’explique par la circulation d’air produite par la rotation du panier qui

refroidit la surface de la matrice végétale pendant |'extraction.
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V.3.2 Rendement obtenu a partir du volume extrait
V.3.2.1 Extraction MHG

La Figure V.14 présente le suivi cinétique des volumes d’extraits obtenus lors d’extractions
MHG. Une masse de 300 g de salade étant introduite dans le réacteur, le maximum du volume

d’eau « in situ » retirable est donc fixé a 254 mL (90 % de I'eau « in situ » de la salade).

300
o, 1 "; PR
T 90 % de I'eau "in situ” 0,33 W/g
£
= —8—0,50 W
=200 /g
= 0,67 W/g
3 150
= 0,83 W/g
© 100
E —e— 1,00 W/g
2 50 —o—1,17W/g
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J . 1,33 W/g
0 10 20 30 40 50 60 70 80
—e—1,50W/g

Temps d'extraction (min)

Figure V.14 : Evolution du volume d’extrait récupéré pour différentes densités de puissance
micro-ondes appliquées lors d’'une extraction MHG. La valeur extractible est représentée par
la ligne grise en pointillé.

La premiére goutte d’extrait est récupérée apres une durée qui est d’autant plus longue que
la densité de puissance appliquée est faible : 5,5 min pour une densité de puissance de 1,50
W/g et jusqu’a 39 min pour la densité de puissance micro-ondes minimale appliquée (0,33

W/g). Ces temps correspondent aux temps d’activation.

Le volume collecté aprés 30 min est de 40 mL pour une densité de puissance de 0,33 W/g ; il
augmente jusqu’a 240 mL avec la densité de puissance de 1,50 W/g, valeur la plus élevée
utilisée dans cette étude. Le volume d’extrait récupéré n’atteint une valeur proche de la valeur
théorique (i.e. 254 mL) qu’avec une densité de puissance supérieure a 1,33 W/g : le volume
récupéré est égal a 240 mL apres les 30 min de temps fixé. Pour de faibles densités de
puissance micro-ondes, si le temps d’extraction avait été supérieur a 30 min, un volume
d’extrait plus important aurait été récupéré mais la matrice végétale aurait été exposée plus
longtemps au champ électromagnétique et donc a des températures pouvant dégrader

certaines molécules.
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De plus, il peut étre montré que I’évolution du temps d’activation en fonction de I'inverse de

la densité de puissance appliquée a la salade est linéaire (Figure V.15).

40 r
35 y=13,698x - 3,3848
30 r R?*=0,9903

25
20
15
10 r

Temps d'activation (min)

O 1 1 1 1 1 1 ]
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Inverse de la densité de puissance (g/W)

Figure V.15 : Temps d'activation en fonction de I'inverse de la densité de puissance
appliquée a la salade.

La valeur de I'ordonnée a l'origine de la droite de régression déterminée a partir des valeurs
expérimentales est de -3,3848. Or, une densité de puissance infinie devrait théoriguement
donner un temps d’activation nul. Cette valeur de I'ordonnée a I'origine obtenue peut étre
expliquée par les approximations de mesures de certains parameétres lors de la campagne
expérimentale. En revanche, la pente de cette droite devrait étre, logiqguement, reliée aux
propriétés thermiques du produit et en particulier a sa capacité thermique massique mais
comme les conditions expérimentales ne sont pas maitrisées, il serait hasardeux de

commenter la valeur de cette pente.

Le volume d’extrait produit exprimé en fonction de la température mesurée pour les
différentes densités de puissance micro-ondes appliquées est présenté en (Figure V.16). Il est
observé que la production d’extrait commence, pour I'ensemble des extractions, lorsque la
température de surface du réacteur atteint une valeur proche de 100°C, a I'exception de
I’extraction réalisée a 0,33 W/g. Les quelques mL d’extraits produits avant ne sont pas
significatifs. A cette température, la salade est déja probablement a la température
d'ébullition et les mécanismes permettant |'extraction par micro-ondes (Chemat, 2011) liés a
I’explosion des cellules par surpression interne se déroulent. Si le mécanisme se produit a
100°C, on peut supposer qu’il est lié au changement d’état du liquide contenu dans les cellules

végétales. L'augmentation de la température initiale a la température d’ébullition de la
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matrice végétale correspond alors au « temps d’activation » du mécanisme d’extraction

thermique.
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Figure V.16 : Volume d’extrait produit en fonction de la température pour différentes
densités de puissance micro-ondes appliquées pour une extraction type MHG.

La relation entre la densité de puissance micro-ondes et la température d’extraction via le

temps d’activation est donc confirmée par les Figures V.15 et V.16.

Il est alors intéressant de présenter le volume total d’extrait obtenu en fin d’extraction en
fonction de I'énergie qui a été appliquée a la salade pendant les 30 minutes (Figure V.17). Une
relation linéaire avec un coefficient de détermination de 0,9829 est obtenue. La méme
guantité d’énergie appliquée a la salade permet donc d’accéder a un méme volume d’extrait
total. Ce résultat suggere fortement que le phénoméne de vaporisation du liquide

intracellulaire de la matrice végétale est la source de la production du volume d’extrait.
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Figure V.17 : Volume d'extrait produit aprés 30 min en fonction de I'énergie appliquée a la
salade.

V.3.2.2 Comparaison des extractions MO/C et MHG

Les données obtenues réalisées lors de I'étude précédente sur le pilote sont utilisées pour étre
comparées aux données obtenues avec |'extraction MHG. Les résultats précédents, dans le
cas de la MHG, ont montré que le volume d’extrait produit en fonction du temps d’extraction
dépend de la densité de puissance micro-ondes appliquée (Figure V.17). La densité de

puissance micro-ondes apparait donc comme étant le facteur limitant.

Pour comparer les deux extractions MO/C et MHG, le volume d'extrait produit par unité de
masse de matrice végétale fraiche (noté Vm en mL/g de MF) est exprimé en fonction de la
vitesse de rotation a une densité d’énergie fixe de 0,42 Wh/g (Figure V.18). Les cercles
correspondent aux données obtenues avec I'extraction MO/C. Ils sont coloriés en fonction de
la vitesse de rotation de I'extraction : les cercles plus sombres correspondent a des vitesses
de rotation plus élevées et inversement. Le volume obtenu par la technique MHG est

représenté par la ligne noire en pointillé.
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Figure V.18 : Comparaison des volumes d'extrait produits par unité de masse de matrice
fraiche en fonction de la vitesse de rotation a une densité d’énergie de 0,42 Wh/g lors des
extractions MO/C et MHG.

Lorsque la vitesse de rotation en MO/C est supérieure a 400 tr/min, le volume par unité de
masse de matiére fraiche produit (Vm) en MO/C est supérieur au Vm de 0,23 mL/g obtenu
pour I'extraction MHG. Plus la vitesse de rotation augmente, plus le Vm croit jusqu’a 0,6 mL/g
pour 4000 tr/min. Ces données permettent de confirmer que I'application d’un effet
centrifuge lors d’une extraction assistée par micro-ondes intensifie le volume collecté d’un

extrait liquide.

Il est également possible de tracer le Vm en fonction de la densité d'énergie appliquée, quelle
gue soit la vitesse de rotation utilisée (Figure V.19). Comme pour la Figure V.18, les cercles
correspondent aux données obtenues avec |'extraction MO/C. L’intensité de couleur est
fonction de la vitesse de rotation : les cercles plus sombres correspondent a des vitesses de

rotation plus élevées et inversement.
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Figure V.19 : Influence de la vitesse de rotation sur le volume récupéré par unité de masse

de matrice fraiche (MF) en fonction de la densité d’énergie, lors des extractions MO/C et
MHG.

A une densité d’énergie de 0,7 Wh/g, le Vm pour MHG est de 0,6 mL/g de MF comparé a 0,54
mL/g de MF et 0,7 mL/g de MF obtenus respectivement par MO/C a 650 tr/min et a 3 400
tr/min. Le Vm récupéré augmente donc avec la vitesse de rotation pour une méme densité
d'énergie. A une densité d’énergie de 0,42 Wh/g, I'effet mécanique intensifie, également, la
quantité d’extrait récupéré avec un Vm de 0,45 mlL/g de MF et 0,58 mlL/g de MF
respectivement a 2 025 tr/min et 3 970 tr/min par rapport a la MHG qui a produit 0,23 mL/g
de MF. Cependant, pour cette méme densité de puissance, la valeur obtenue avec la MHG est
plus forte que sur le pilote (Vm de 0,11 mL/g de MF) quand une faible vitesse de rotation est
appliquée (80 tr/min). Cela peut signifier que la puissance micro-ondes réellement transférée
a la salade dans le pilote, sous forme de chaleur, est plus faible que dans le dispositif MHG.
Dans le pilote, la matrice végétale est placée dans un panier métallique qui a pour effet

d’atténuer le champ électrique a son voisinage.

L’écart entre les Vm des deux extractions MO/C et MHG semble diminuer lorsque la densité
de puissance augmente. A faible densité de puissance micro-ondes, I'application d’une vitesse
de rotation élevée permet d’obtenir dans le pilote des volumes d’extraits équivalents a ceux
obtenus lors de I'extraction MHG a plus forte densité de puissance micro-ondes. Cela est
intéressant d’un point de vue énergétique, car les micro-ondes sont plus énergivores que la
mise en rotation du panier ; I’énergie consommée par MO/C serait alors plus faible comparée

a MHG pour un méme Vm collecté et pour un temps d’extraction de 30 minutes.

179



Chapitre V. — EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES DE LA SALADE

Les Figures V.18 et V.19 permettent de positionner le pilote par rapport a une extraction MHG.
En comparant les deux extractions en termes de volumes d’extraits, I'intérét d’'un effet
centrifuge est démontré. D’autres comparaisons peuvent également étre réalisées au niveau
de la couleur des extraits et du résidu solide obtenus aprés extraction. Il serait aussi
intéressant de confirmer I'influence de la vitesse de rotation sur les quantités de composés

phénoliques présentes dans les extraits liquides récoltés.

V.3.3 Couleur des extraits collectés

La couleur des liquides collectés pendant les extractions MO/C et MHG sont différentes. Les
extraits obtenus par MHG sont incolores (Figure V.20a) alors que ceux obtenus sur le pilote
varient du brun a I'incolore au cours de d’extraction (Figure V.20b). L'intensité de la coloration
décroit au cours de I'extraction MO/C. Elle peut donc étre liée a des niveaux de températures
atteints, car la température en début d’extraction MO/C est plus faible que celle en fin

d’extraction.

-

Figure V.20 : a) Fractions des extraits collectés par MHG ; b) Fractions des extraits collectés
par MO/C (de coloré a I'incolore).

Ces différences observées peuvent provenir des conditions d’extractions qui ne sont pas
similaires suivant les deux techniques. L’extraction MHG s’effectue dans un réacteur en verre
fermé placé dans I’enceinte micro-ondes qui est directement relié au condenseur situé a
I’extérieur du four; ce qui limite le contact de la matrice végétale avec le dioxygene. En
revanche, I'extraction MO/C est réalisée dans un panier en acier avec un renouvellement d’air
en continu, le pilote n’étant pas étanche aux gaz. La circulation d’air, due a la rotation du

panier entraine la présence en continu de dioxygene au contact de la matrice végétale.
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La coloration des extraits de I'extraction MO/C pourrait correspondre a un brunissement
d’origine enzymatique ou non enzymatique, type réaction de Maillard. La température au sein
du pilote MO/C serait trop faible pour inhiber les enzymes comme les polyphénols oxydases
(Gouzi, 2015; Vamos-Vigyazo, 1995), ce qui pourrait conduire a I'oxydation des composés
phénoliques extraits. De plus, le pH au cours de I'extraction MO/C est proche de 7 ce qui
pourrait également favoriser I'auto-oxydation des acides hydroxycinnamiques présents. Une
étude qualitative des composés phénoliques réalisée par chromatographie liquide a une
longueur d’onde de 330 nm montre que la MHG et la MO/C présentent les mémes molécules
d’intérét dans leurs extraits respectifs. Pour autant, I’étude quantitative présente une grande
variabilité sur les teneurs et il est difficile de tirer une conclusion fiable sur I'influence de la

vitesse de rotation en raison des phénomenes d’oxydations non maitrisés.

Les extraits obtenus par la méthode de référence sont de couleur verte en raison de la
présence de chlorophylles extraites par I’éthanol, I'extraction par micro-ondes en I'absence
de solvant organique ne permet visiblement pas de les extraire. De plus, I'ajout de
métabisulfite de sodium dans le solvant d’extraction a permis de protéger les composés

phénoliques de I'oxydation.

V.3.4 Analyse volumétrique avant et apres extraction

Pour apprécier la diminution de volume occupé par la matrice végétale apres extraction par
micro-ondes, le volume moyen d'une salade, contenue dans le réacteur ou le panier, avant et
aprés extraction a été évalué (Figure V.21). Le volume du réacteur contenant une salade était
d'environ 4 L. Le volume de biomasse obtenu aprés épuisement de l'eau «in situ» a été
considérablement réduit par rapport au volume d'une salade fraiche, il a été évalué a environ

20 % du volume initial. Il en est de méme pour I'extraction par MO/C (Figure V.22).
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Figure V.21 : Analyse volumétrique lors de I'extraction MHG : a) salade avant extraction ; b)
salade apreés extraction.

P ™

Figure V.22 : Analyse volumétrique lors de I’extraction MO/C : a) salade avant extraction ; b)
salade apreés extraction.

Cette diminution de volume, peut étre un réel avantage en termes de récupération et mise en
valeur des sous-produits. Exempt de traces de solvant aprés extraction sur le pilote, le résidu
solide peut ensuite étre stocké plus facilement avant d’étre envoyé en compostage ou a

destination d’autres voies de valorisation.

V.3.5 Conclusion

Pour une méme densité de puissance micro-ondes appliquée, I'extraction MO/C permet de
récupérer un volume d’extrait plus élevé qu’avec la MHG lorsque la vitesse de rotation
appliquée est supérieure a 400 tr/min (i.e. 29 G). L’application de la force centrifuge n’entraine
pas une consommation d’énergie significativement plus importante ramenée au gain apporté
en termes de volume d’extraits. Elle permet également d’appliquer des densités de puissances
micro-ondes plus élevées sans briler la matrice et donc de favoriser I'extraction de micro-
constituants. En raison de la rotation du panier, le champ électromagnétique, absorbé par la

matrice végétale, est homogénéisé et les points chauds sont évités contrairement a la MHG.

182



Chapitre V. — EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES DE LA SALADE

Néanmoins, la surface du produit en contact avec le dioxygéne est plus importante en MO/C
qu'en MHG et la température globale d’extraction est plus basse (61°C contre 100°C). Les
extraits obtenus sont plus sensibles a I'oxydation et sont de couleur brune alors qu’ils sont
incolores lors de I'extraction par MHG. La coloration des extraits pourrait étre utilisée comme
un indicateur de la qualité des extraits puisque le brunissement observé en MO/C peut étre

synonyme d’une possible altération des composés phénoliques.

Pour déterminer I'origine des phénomeénes d’oxydation, des prétraitements avant I’extraction
MO/C favorisant une montée en température plus rapide de la matrice végétale et supérieure
a 90°C ou agissant sur le pH du liquide contenu par la salade pourraient étre mis en place

(Hisaminato et al., 2001; Pizzocaro et al., 1993).

V.4 Proposition de mécanisme d’extraction MO/C

Les mécanismes induits par les micro-ondes sur une cellule végétale ont déja fait I'objet de
plusieurs études (Chemat, 2011), en revanche, la superposition d’un effet centrifuge élevé a
une extraction assistée par micro-ondes est un nouveau procédé d’extraction. Une hypothese
sur le mécanisme se déroulant au niveau de la cellule végétale est présentée en Figure V.23.
Les étapes du comportement d’une cellule végétale soumis a une extraction MO/C avec
I’explosion cellulaire et son tassement liés aux parametres physiques appliqués sont

proposées.

Comportement d’une cellule végétale pendant
une extraction MO/C (Particules jaunes :
meétabolites)

Effet des micro-ondes (MO) P
y ¢ \\‘.
/' Collectede
I'extrait J

Figure V.23 : Représentation schématique de I’évolution d’une cellule végétale lors d’une
extraction MO/C.

Effet de la centrifugation (C)
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Lors de I'application d’'un champ électromagnétique, les molécules d’eau contenues dans la
cellule végétale s’alignent en fonction du temps sur le champ électrique oscillant. A une
fréquence proche de la fréquence de relaxation de I'eau, I'oscillation des molécules devient
désordonnée. Dans ces conditions, la friction interne des molécules et les chocs moléculaires
créent de la chaleur. Cette énergie dégagée au sein de la cellule végétale, génere une élévation
de température qui, sous I'effet de la dilatation du liquide et du changement d’état, crée une
montée en pression et donc I'explosion de la cellule sous I'effet des contraintes mécaniques
qui en résultent. En appliquant simultanément une force centrifuge, il en résulte une
compression des cellules déstructurées par les micro-ondes. Potentiellement, la rupture des
cellules peut intervenir a une température plus faible sous effet centrifuge. L'eau « in situ »
chargée en molécules d’intérét présente dans la cellule est expulsée de la cellule entrainée,
sous |'effet de la compression, hors du tissu végétal pour étre drainée vers la paroi du panier.
L’extraction du liquide est améliorée et cela permet I'obtention d’'un meilleur rendement sur

des temps plus courts.

De plus, dans une cavité multimode, I'hétérogénéité du champ électrique donne lieu a un
champ de température inhomogéne. La vitesse de rotation permet de limiter les phénomeénes

de points chauds, la matrice végétale balayant le volume de la cavité sous I'effet de la rotation.

Elle impose également une circulation d’air lors de I'extraction et donc un gradient de
température selon le rayon du panier avec une température de surface du produit faible de
I'ordre de 60°C. Ce phénoméne est susceptible de favoriser la protection des molécules

thermosensibles.

V.5 Conclusion générale et perspectives

Le pilote, initialement congu pour le séchage de suspensions minérales et de produits textiles,
a été adapté et modifié pour extraire certains composés phénoliques de la salade, sans ajout
de solvant ni d’eau. Le travail réalisé a permis de montrer que I'extraction de micronutriments
par micro-ondes combinée a la centrifugation est possible. Elle offre des avantages nets en
termes de rendement et de sélectivité, avec un meilleur temps d'extraction, une teneur en
composés phénoliques élevée tout en étant plus respectueuse de I'environnement qu’une

simple méthode d’extraction par micro-ondes. En effet, les extractions a haute vitesse de
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rotation 3 800 tr/min (, i.e. 2 583 G) permettent de récupérer un plus grand volume d’extrait
qu’a faible vitesse de rotation (400 tr/min, i.e. 29 G). Les volumes d’extrait collectés sont de
778 £ 13 mLet de 615 £ 38 mL, respectivement. D’un point de vue quantitatif, le pilote permet
d’extraire plus de 49 % des TPC par rapport a une extraction de référence ce qui est élevé si
I’on se référe aux travaux de (Périno et al., 2016) pour lesquels le rendement obtenu est de 3
% pour une extraction par MHG et de 6 % pour le MAC-75, pilote MHG a I’échelle industrielle
pour lequel la matrice est placé dans un cylindre rotatif pour permettre de limiter les points
chauds. Par une optimisation plus poussée du pilote, les rendements pourraient étre

probablement encore améliorés.

L’extraction MO/C permet un gain énergétique car l'effet centrifuge offre la possibilité
d’utiliser en combinaison une densité de puissance micro-ondes plus basse que celle
normalement utilisée pour une technique micro-ondes seule. Les micro-ondes étant
nettement plus énergivores que la mise en rotation du panier, la consommation énergétique
est au bilan réduite. Elle permet également d’appliquer des puissances élevées sans brdler la
matrice grace a I'homogénéisation du champ électromagnétique et donc de limiter la
présence de points chauds au cours de I'extraction ce qui n’est pas le cas lors d’extractions

par micro-ondes classiques.

Cependant, la couleur brune des extraits souléve des interrogations quant a leur qualité. Des
expériences complémentaires ont révélées qu’une oxydation enzymatique pouvait expliquer

cette couleur brune. Cette oxydation se produirait plus aisément dans le pilote en raison de :

- lamontée en température qui ne dépasse pas 60°C et qui est lente, plus de 10 minutes
pour passer de 25°C a 50°C,

- la présence de dioxygéne qui facilite les réactions d’oxydation, et

- le pH de I'extrait qui s’établit a 7 et qui n’est donc pas assez acide pour protéger les

composés phénoliques d’'une auto-oxydation.

Le brunissement enzymatique pourrait étre prévenu en élevant rapidement la température
de la matrice végétale a plus de 90°C et en maintenant le pH de la matrice ainsi que des extraits

obtenus inférieur a 4 (Gouzi, 2015; Hisaminato et al., 2001).
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Néanmoins, |'extraction assistée par micro-ondes et force centrifuge a permis d’extraire des
molécules non volatiles (composés phénoliques) avec un rendement d’extraction de 49 %, qui

est élevé pour une technique sans solvant.
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Chapitre VI. Extraction des huiles essentielles des

écorces d’oranges
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VI.1 Introduction

Dans le cadre de ce projet et dans I'optique de la valorisation de coproduits, I'extraction a
partir d’écorces d’oranges (Citrus sinensis L.) a été étudiée. En effet, I'écorce d’orange est une
source importante d'huiles essentielles qui sont des composés volatils et sont tres utilisées
dans le domaine de I'aromathérapie. Les huiles essentielles d’écorces d'agrumes sont
traditionnellement extraites par pression a froid (Parker et al., 2003). Utilisée uniquement
pour les agrumes, cette méthode est réalisée sans chauffage : elle consiste a soumettre le fruit
a une pression élevée grace a une presse hydraulique. Les huiles essentielles contenues dans
les petites glandes de I'écorce sont ensuite séparées du jus par un systeme mécanique. La
distillation est également utilisée dans certains pays comme un moyen plus économique de
récupérer les huiles essentielles avec un meilleur rendement que le pressage a froid.
Toutefois, ce procédé implique des températures élevées qui peuvent dégrader certains
composés (Ferhat et al.,, 2007). Il est donc intéressant de tester une nouvelle technique
d’extraction pour augmenter le rendement en huiles essentielles tout en conservant les

composés thermosensibles.

Une premiere partie de ce travail a porté sur la possibilité d’extraire des huiles essentielles a
partir d’écorces d’oranges en utilisant la combinaison micro-ondes et centrifugation. La
problématique est différente de celle abordée lors de I'extraction des composés phénoliques
a partir de la salade. En effet, les composés phénoliques sont des molécules non-volatiles et
leur récupération est donc trés peu perturbée par I'aéraulique dans la machine. A l'inverse,
les huiles essentielles sont composées de molécules dont la plupart sont volatiles. Le pilote
n’est pas complétement étanche a l'air et la rotation du panier entrainant une circulation d’air

a lI'intérieur du systéme peut rendre complexe cette extraction.

Les premiéres études ont porté sur le potentiel du pilote a extraire les huiles essentielles avec
des parametres opératoires choisis a partir de données issues de la littérature. Le pilote, dans
la configuration utilisée pour extraire les huiles essentielles, est présenté en Figure VI.1. Un
dispositif d’injection de la vapeur d’eau a également été installé sur le pilote par
I'intermédiaire d’une buse d’injection positionnée verticalement en regard de la paroi du
panier, permettant de projeter la vapeur directement sur la matrice végétale. Les générateurs

de vapeur d’eau utilisés sont présentés dans le chapitre IV.5.3.3.. Le condenseur utilisé est en
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acier car il présente une surface d’échange plus importante que celle du condenseur en verre
utilisé dans I'étude précédemment. Cette surface est nécessaire pour pouvoir condenser les
molécules volatiles, la température d’extraction étant plus élevée dans le pilote et le débit
d’extrait plus important que pour I'étude sur la salade du fait de I'ajout de vapeur d’eau. La
récupération de I'extrait est réalisée grace a un vase florentin pour permettre la séparation

directe des huiles essentielles et de la phase aqueuse par différences de densité.

Figure VI.1 : Photos du pilote : 1) essoreuse ; 2) panier métallique ; 3) générateur micro-
ondes ; 4) générateur de vapeur d’eau 5) buse d’injection de vapeur d'eau ; 6) condenseur
acier ; 7) vase florentin permettant de récupérer les deux phases de I’extrait.

Dans une deuxieme partie, les deux parameétres, densité de puissance micro-ondes et effet
centrifuge, ont été optimisés pour maximiser le rendement en huiles essentielles grace a un

plan d’expériences.

Enfin, la troisieme partie de ce travail a été consacrée a l'identification et a la caractérisation
physico-chimique des extraits obtenus grace a des études qualitatives et quantitatives. Une
comparaison a été réalisée avec les méthodes de référence (hydrodistillation et extraction par

solvant) en termes de rendement en molécules d’intérét, de composition et de temps
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d’extraction. Afin de mettre en évidence les effets physiques des techniques d'extraction sur
la structure cellulaire des écorces d’oranges, des observations au microscope électronique a
balayage ont complété I'analyse chimique. Cette partie a permis d’aboutir a une hypothese
de mécanismes se déroulant al’échelle cellulaire a la base de I’extraction MO/C sur les écorces

d’oranges.

VI.2 Pré-tests pour |'extraction d’huiles essentielles avec le pilote

VI.2.1 Choix de I'injection de vapeur d’eau pendant I'extraction MO/C

L'extraction de composés volatils sur le pilote nécessite de récupérer les vapeurs dégagées,
chargées en molécules d’intérét lors de I'application du chauffage. Pour améliorer cette
récupération, plusieurs études ont montré l'intérét d'injecter de la vapeur d’eau pendant
I’extraction assistée par micro-ondes pour entrainer plus facilement les composés volatils vers
la sortie du systéme d’extraction (Farhat et al., 2011; Sahraoui et al., 2011). Les premiéres
expériences ont été menées pour développer le systeme d’injection de vapeur d’eau et
déterminer I'aptitude de la technique MO/C a extraire des composés volatils tels que les huiles
essentielles. Quatre expériences ont été réalisées, en configuration fermée, pour déterminer
I'influence de trois parametres d’extraction : la densité de puissance micro-ondes, I'effet
centrifuge et l'injection de vapeur d’eau avec un débit maximum de 4 L/h (limitation du
générateur de vapeur A). Le temps d’extraction a été fixé a 30 minutes ; il correspond au

temps couramment utilisé lors d’extractions par micro-ondes (Périno-Issartier et al., 2013).

Les conditions expérimentales des quatre expériences conduites dans cette étude
préliminaire sont rapportées dans le Tableau VI.1. La densité de puissance la plus souvent
utilisée pour I'extraction sur les écorces d’oranges est 1 W/g (Farhat et al., 2011). Concernant
I'effet centrifuge, il a été choisi de travailler a 179 G (i.e. 1 000 tr/min) pour I'effet centrifuge
minimal (la vitesse de rotation utilisée dans I'étude sur la salade, 29 G, i.e. 400 tr/min, créant
trop d’échauffement au niveau de I'axe du moteur de I'essoreuse) et a 2 515 G (i.e. 3 750
tr/min) pour le plus élevé, ce dernier correspondant a la vitesse utilisée pour la salade. La
masse d’huile essentielle obtenue rapportée a la masse d’huile essentielle extraite par
hydrodistillation (méthode de référence) permet de quantifier I'efficacité du procédé.

L'expression de cette grandeur est donnée par :
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Masse HE extrait

T = - — x 100
RHE ™ Masse HE extrait de référence

avec Tgyg, rendement en huiles essentielles (%) ; masse HE extrait, masse d’huiles essentielles
collectée dans I’extrait (g) ; masse HE extrait de référence, masse d’huiles essentielles dans

I’extrait collecté par hydrodistillation (g).

La méthode de référence, I’hydrodistillation (réalisée en triplicat sur chaque lot), a permis
d’évaluer le rendement maximal en huiles essentielles du lot d’écorces d’oranges utilisé pour

les quatre expériences, noté xy ; grace a I'expression :

Masse HE extrait HD

= - — 00
Masse d’écorces fraiches

XHE

avec xyg, masse spécifique en huiles essentielles (%) ; masse HE extrait HD, masse d’huiles
essentielles collectée dans I’extrait obtenu par hydrodistillation (g) ; masse d’écorces fraiches,

masse d’écorces d’oranges fraiches (chapitre IV.3.2.) utilisée pour I’hydrodistillation (g).
Pour les quatre expériences réalisées, il est de 0,9 + 0,1 %.

La méthode de référence a également permis d’estimer la quantité d’huiles essentielles non
extraite de la matrice végétale apres extraction par le pilote (tgyg résidu). Ainsi, les pertes
d’huiles essentielles pendant I'extraction MO/C peuvent étre déterminées grace a la
soustraction suivante :

Pertes (%) = Tryg hydrodistillation — (Tgy g pilote + Tryg résidu)

avec Tryg hydrodistillation = 100 %

Ces données permettent de calculer le bilan de matiére et donc les pertes estimées pendant

le procédé (Tableau VI.1).
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Tableau VI.1 : Conditions expérimentales et rendements en huiles essentielles des expériences
préliminaires pour déterminer les parameétres du pilote.

Injection De?Sité de Effet TRHE TRHE Sur
N° devapeur Pmssance centrifuge pilote le résidu Emulsion Pertes (%)
d’eau micro-ondes (G) (%) (%)
(W/g)
1 Non 1 179 28 57 Non 15
2 Oui 1 179 59 14 Oui 27
3 Oui 0 179 0,0 78 Oui 22
4 Oui 1 2515 4 41 Oui 55

L’expérience n°1, sans injection de vapeur d’eau, permet d’obtenir un Ty pilote de 28 % sur
le pilote tandis que I'injection de vapeur d’eau a 4 L/h (expérience n°2) permet de doubler le
rendement en huiles essentielles avec un Tz pilote de 59 %. Cette différence indique
clairement que l'injection de vapeur d’eau favorise I'extraction des huiles essentielles sur le
pilote. Cependant, les huiles essentielles obtenues sont sous forme d'émulsion. Par
conséquent, un traitement supplémentaire dans une centrifugeuse de laboratoire (7 200 G
pendant 25 min, 20°C) doit étre appliqué pour séparer les huiles essentielles de I'eau florale

et calculer le rendement d'extraction.

L'expérience n°3 révele que, sans application de micro-ondes, le Tzyg pilote est nul. Cela
indique que la pression exercée par I'effet centrifuge (2 515 G) sur les écorces d’oranges,
méme avec une injection de vapeur d’eau, est insuffisante pour rompre les parois des glandes
sécrétrices d’huiles essentielles. Enfin, la combinaison d’un effet centrifuge élevé (2 515 G, i.e.
3 750 tr/min) associée a un chauffage par micro-ondes (expérience n°4), permet I'extraction
de seulement de 4 % des huiles essentielles ; ce Tzyy pilote est faible comparé a celui de
I’'expérience n°2 (méme densité de puissance micro-ondes mais un plus faible effet centrifuge
179 G i.e. 1 000 tr/min) qui est de 59 %. De plus, les pertes lors de cette expérience (n°4) ont
été évaluées a 55 %, elles sont élevées comparées a celles mesurées avec I'expérience n°2,
(179 G) de 27 %. Une perte élevée en huiles essentielles est donc associée a un effet centrifuge
élevé (expérience n°4). Cette perte s’explique par le fait qu’une partie des huiles essentielles
n’est pas extraite de la matrice et par une autre partie qui est diffusée dans I'atmosphére
environnante du pilote et également qui reste piégée dans le pilote. En effet, pendant

I’extraction, une forte odeur d’huiles essentielles était présente et un papier absorbant placé
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au niveau du couvercle de I'essoreuse présentait des taches grasses reflétant la présence
d’huiles essentielles. Lors de I'ouverture du pilote, en fin d’extraction, les parois métalliques

du systéme étaient également grasses.

Dans cette étude préliminaire, le rendement le plus élevé en huiles essentielles a donc été
obtenu avec l'injection de vapeur d’eau (4 L/h), une densité de puissance micro-ondes de 1

W/g et un effet centrifuge de 179 G (1 000 tr/min).
Ces quatre expériences permettent d’avoir trois informations importantes :

1. la densité de puissance serait le facteur limitant pour extraire des huiles essentielles a
partir d’écorces d’oranges avec le pilote,

2. un effet centrifuge élevé pénalise I’extraction, et

3. linjection de vapeur d’eau est nécessaire pour augmenter la récupération des huiles

essentielles sur le pilote.

Ces éléments constitueront une base pour établir le plan d’expériences dans la suite de cette

étude et optimiser les conditions d’extraction.

VI.2.2 Choix de la configuration du pilote
VI.2.2.1 Influence de I'aéraulique dans la machine sur I'extraction des huiles essentielles

Afin de comprendre le role de la circulation d’air et de la vapeur d’eau lors de I'extraction
MO/C, une série d’expériences a été réalisée avec des mesures de la vitesse de I'air grace a un
anémometre (Chapitre 1V.5.3.5.). Différentes conditions d’utilisation ont été testées: la
configuration ouverte ou fermée du pilote ainsi que plusieurs effets centrifuges avec ou sans

injection de vapeur d’eau.

En configuration fermée, le débit d’air mesuré en sortie du pilote est de 0 m/s quel que soit le
changement de vitesse de rotation et avec ou sans injection de vapeur d’eau au cours du
temps. Le role de la convection induit par la rotation du panier est donc limité par I'obturation
des entrées d’air.

En configuration ouverte, en revanche, plus la force centrifuge de I’essoreuse est élevée, plus
la vitesse de sortie de I'air est élevée avec 5 m3/h pour 179 G (1 000 tr/min) et 26 m3/h pour

2 862 G (4 000 tr/min).
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Afin de comprendre l'influence de la configuration du pilote sur le rendement en huiles
essentielles et sur I’évolution des températures de la matrice végétale, six extractions MO/C
sur les écorces d’oranges ont été réalisées en faisant varier la configuration du pilote (ouverte
et fermée), I'effet centrifuge du panier et la présence d’une injection de vapeur d’eau ou non.
En configuration fermée noté F, les extractions ont été réalisées en triplicat.

Le Tableau VI.2 présente les rendements en huiles essentielles obtenus lors de différentes
extractions MO/C a une densité de puissance de 2,4 W/g (500 g d’écorces d’oranges et 1 200
W). Le débit de vapeur d’eau est de 2 L/h, fixé par le générateur de vapeur B et le temps

d’extraction de 30 minutes.

Tableau V1.2 : Conditions opératoires et rendements des pré-tests réalisés sur les écorces
d’oranges en extraction MO/C (triplicat pour F).

Effet Vapeur hydrodistillation ilot résid Pert
Expériences centrifuge d’eau (débit: ~HE Y (?,/)Is Hatio TRHE(;; ote TRHE(;;SI . ?ly)es
(G) 2L/h) o o o o
F 179 Oui 43+ 14 264 31+18
01 179 Oui Tr. 34 66
+
02 2862 Oui 0,7£0,1 Tr. 51 49
03 2862 Non Tr. 87 13

F : configuration fermée ; O : configuration ouverte ; Tr. : Traces.
Trug (%) en 9/g

Pertes (%) = Tryg hydrodistillation — (TpyE pilote + Tpyg résidu) avec Tryg hydrodistillation = 100 %

Le xyg sur le lot de matrice végétale initiale utilisé pour cet extrait évalué par hydrodistillation

estde 0,7 £0,1 %.

Seule I'extraction MO/C en configuration fermée, permet d’extraire les huiles essentielles
d’écorces d’oranges avec un tgzyg pilote de 43 + 14 % alors qu’en configuration ouverte, les
huiles essentielles ne sont présentes qu’a I'état de traces, avec ou sans vapeur d’eau
additionnelle. Lors des extractions en configuration ouverte, des composés volatils sous forme
gazeuse s’échappaient du systeme par I'ouverture située sur le couvercle du pilote, et ces
derniéres étaient tres odorantes. Le Tzyp résidu de I'expérience O3 est de 87 % ce qui est
élevé comparé a ceux des autres extractions dans la méme configuration : I'huile essentielle

n’a donc pas été extraite des écorces d’orange en absence de vapeur d’eau. Le Tz résidu de
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I’extraction O2 réalisée avec le méme effet centrifuge mais en présence de vapeur d’eau, est
nettement inférieur (51 %) avec des pertes estimées a 49 %, ce qui laisse supposer que des
huiles essentielles ont bien été extraites mais ont diffusé a I'extérieur du pilote par les
ouvertures. Cette comparaison entre 02 et O3 permet donc de confirmer la présence
indispensable de la vapeur d’eau pour faciliter I’extraction des huiles essentielles de la matrice

végétale.

Le Tpyg résidu de I'extraction O1 réalisé avec un faible effet centrifuge (179 G) et en présence
de vapeur d’eau, est nettement inférieur (34 %) a celui obtenu avec une centrifugation de 2
862 G (02, 51 %) avec des pertes estimées a 66 %. La comparaison entre O1 et 02 montrerait
qgue plus I'effet centrifuge est élevé, moins la vapeur d’eau accéde au produit et moins

I’extraction est efficace.

VI.2.2.2 Profil de températures

La moyenne des mesures de température pour le triplicat en configuration fermée et les
mesures pour 01, 02 et O3 en fonction du temps sont présentées en Figure VI.2. Les mesures
sont effectuées directement au contact de la matrice végétale a 'aide de thermo-boutons,
avec injection de vapeur d’eau, a 179 G pour Fet Ol et 2 862 G pour 02 et O3 avec une densité

de puissance micro-ondes de 2,4 W/g pendant 30 minutes.

120 - Fermée

—02
100 | e (0 3 T’MM

80

60

40

Température (°C)

20 E

O 1 1 1 1 1 ]
0 5 10 15 20 25 30

Temps d'extraction (min)

Figure VI.2 : Evolution des températures des écorces d’oranges pendant I'extraction MO/C
(2,4 W/g et 179 G pour F et O1 ou 2 862 G pour 02 et 03), 30 min) en configuration fermée
(F) et ouverte (0), avec ou sans (03) injection de vapeur d’eau.
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Pour I'extraction en configuration fermée, une rapide montée en température est observée
passant de 20°C a 80°C en 4 minutes. Ensuite, les températures se stabilisent, autour d’un
plateau entre 80°C et 90°C. Puis, en fin d’extraction, la matrice végétale atteint des
températures maximales allant jusqu’a 100°C. Une bonne répétabilité des mesures est

obtenue.

En revanche, pour la configuration ouverte, différences conditions opératoires avaient été
fixées. Les expériences O1 et 02 sont réalisées avec injection de vapeur d’eau, les gammes de
températures au contact de la matrice végétale sont entre 80°C et 100°C pour 01 (179 G) et
entre 70°C et 80°C pour 02 (2 862 G), tandis que la gamme de température pour O3, sans
injection de vapeur d’eau, se situe entre 40°C et 60°C. L'injection de vapeur d’eau permet donc
d’élever latempérature globale de la matrice végétale. L'extraction O1 a été réalisée a un effet
centrifuge plus faible (179 G) que celles pour 02 et O3 (2 862 G). Les températures obtenues
sont les plus importantes lors de I'application du plus faible effet centrifuge. Effectivement,
avec un effet G de 2 862, le débit d’air entrant dans le pilote est plus élevé et induit un
refroidissement plus important. L'expérience O1, atteint globalement des températures
similaires a celles réalisées en configuration fermée. Cependant, les pertes de composés

volatils sont plus importantes, et ne permet pas de collecter des huiles essentielles.

La configuration fermée avec injection de vapeur d’eau sur le pilote a donc été conservée pour
le reste de I’étude afin d’obtenir une température élevée, nécessaire a I'extraction des huiles

essentielles, et limiter les pertes des composés volatils sous forme gazeuse.

VI.3 Optimisation des parameétres opératoires : plan d’expériences

Comme pour I'étude sur la salade, deux paraméetres du procédé ont été testés : la densité de
puissance micro-ondes et I'effet centrifuge. Cette étude a été menée a I'aide d’un plan
d’expériences avec comme réponse choisie le rendement d’extraction en huiles essentielles
(Tryg) avec injection de vapeur d’eau (4 L/h) aprés 30 min d’extraction (Périno-Issartier et al.,

2013). La masse d’écorces d’oranges était fixée a 500 g.

Le plan d’expériences choisi est un plan composite centré type de Box Wilson. Celui-ci permet
d’évaluer non seulement les effets linéaires mais aussi d’éventuels effets quadratiques ainsi

gue les effets d’interactions entre les variables opératoires. Aprés avoir réalisé les extractions
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(4 expériences correspondant au plan orthogonal, 4 expériences pour les points axiaux et 6
expériences au point central « 0,0 » pour vérifier la répétabilité), les résultats sont exploités

par le logiciel Statgraphics (version 18).

Le Tableau VI.3 présente les extractions effectuées pour ce plan d’expériences ainsi que la

réponse Tpyp Obtenue.

Tableau VI.3 : Différentes expériences d'extraction d’écorces d’oranges réalisées sur le pilote
avec injection de vapeur d’eau (4L/h), un temps d'extraction de 30 minutes et une charge de
500 g d’écorces d’oranges en fonction des deux paramétres : densité de puissance micro-
ondes et effet centrifuge.

i Variables décodées Varla!JIes
Numéro codées
d’identification A : Densité de
. True(%)
des puissance B: A B
expériences micro-ondes Effet centrifuge (G)
(W/g)
1 0,5 376 -1 -1 913
2 0,5 2068 -1 +1 33
3 2 376 +1 -1 663
4 2 2 068 +1 +1 31+£3
5 1,25 196 0 -a 333
6 1,25 2 583 0 +a 103
7 0,19 1052 -a 0 213
8 2,31 1052 +a 0 54+3
9 1,25 1052 0 0 33+3
10 1,25 1052 0 0 37+3
11 1,25 1052 0 0 40+ 3
12 1,25 1052 0 0 33+3
13 1,25 1052 0 0 28+3
14 1,25 1052 0 0 33+3

En comparant les valeurs du tpyg pour les expériences dont un parametre est constant alors

gue le second varie, les conclusions suivantes sont obtenues :

- Lorsque la densité de puissance micro-ondes est a son niveau supérieur (+1), le Tzyg
augmente avec la décroissance de I'effet centrifuge passant de 31 + 3 % (exp n°4, B =
2068 G) a 66 £ 3 % le Tpyr maximal (exp n°3, B = 376 G), pour son niveau inférieur

(-1), un comportement similaire de Tzyy est observé, passantde3+3 % a9 £ 3 %.
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- Lorsque la densité de puissance micro-ondes est au niveau zéro, observation similaire,
le TRy augmente avec la décroissance de I'effet centrifuge passant de 10 = 3 % (exp
n°6, B=196 G) a33+3 % (exp n°5, B=196 G).

- Lorsque l'effet centrifuge est au niveau zéro, s’il est combiné a une densité de
puissance micro-ondes trés faible (— a), I'extraction est minime avec un tzyz de 2 +3
% alors qu’avec une forte densité de puissance (+ a), le Ty atteint une des valeurs
les plus élevées du plan d’expérience (54 + 3 %).

- Les extractions réalisées a faible densité de puissance micro-ondes (inférieure ou égale
a 0,5 W/g) conduisent a des Txy inférieurs a 10 % (expériences 1, 2 et 7). Ces résultats
confirment ceux obtenus lors des pré-tests avec un tzyg nul lorsque les micro-ondes
ne sont pas appliquées.

- Les résultats obtenus pour les expériences relatives aux répétitions au centre du plan
montrent une bonne répétabilité (96 %) des extractions réalisées sur le pilote avec une
moyenne de Ty de 34 + 3 % ce qui confirme les résultats obtenus lors des pré-tests

effectués précédemment.

Ces éléments permettent de conclure que le paramétre « densité de puissance micro-ondes »
est le facteur limitant pour I'obtention d’huiles essentielles a partir d’écorces d’oranges pour

I’extraction par MO/C sur le pilote comparé au parametre « effet centrifuge ».

Le diagramme de Pareto des effets standardisés présenté en Figure VI.3 montre les effets
significatifs des deux variables A et B (linéaire, quadratique et interactions entre variables). La
longueur des barres pour chaque parametre ou interaction caractérise I'importance des effets
estimés. La ligne verticale représente la limite entre les effets significatifs et non significatifs
avec un risque d'erreur de 5 %. Quatre effets sont significatifs a un niveau de confiance de 95
% dans le domaine expérimental étudié (P <5 %) : les effets linéaires des deux variables A et
B et de l'interaction AB sont les plus significatifs. L'effet centrifuge a un effet négatif sur le
rendement d’huiles essentielles tandis que la densité de puissance a un effet positif. Une forte
interaction est présente entre les deux variables et elle a un effet négatif pour les effets

centrifuges compris entre 196 et 2 583 G. Les effets quadratiques ne sont pas significatifs.
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Figure VI.3: Diagramme de Pareto pour le rendement en huiles essentielles.

La relation entre les différentes variables opératoires et la réponse étudiée est illustrée dans

la représentation tridimensionnelle de la surface de réponse (Figure VI.4).

Rendement en HE

4
3 (X 1000,0)

2
Effet centrifuge

Densité de puissance MO

Figure V1.4 : Surface de réponse estimée en fonction de la densité de puissance micro-ondes
(W/g) et de I’effet centrifuge (G) pour le rendement en huiles essentielles Tgpyg (%).

Le tpyp est une fonction croissante de la densité de puissance micro-ondes. Ceci peut
s’expliquer par le fait qu’une forte densité de puissance micro-ondes importante correspond
a une température d’extraction élevée. L’eau contenue dans les cellules végétales atteindra
la température d’ébullition, ce qui provoquera la destruction des glandes sécrétrices libérant
ainsi leur contenu dont les huiles essentielles entrainées ensuite par la vapeur d’eau (Farhat,

2010).
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La Figure VI.5 affiche les variations estimées de la réponse Tz lorsque chacun des facteurs
A et B passe de son niveau bas a son niveau haut. Un début d’effet de saturation est observé
pour |'effet centrifuge a 376 G, et il est clairement visible que son augmentation contribue a
un Ty Moins élevé. Les résultats suggerent qu'une augmentation de la densité de puissance
micro-ondes avec un faible effet centrifuge (< 376 G) permettrait d’optimiser le Tzyg.
Plusieurs phénomeénes peuvent expliquer ce résultat. En premier lieu, le refroidissement par
convection du produit di a la rotation du panier peut pénaliser I'extraction des huiles
essentielles. En effet, la température de surface du produit est plus faible lorsque I'effet
centrifuge est élevé. Un deuxieme effet, est également dépendant de I'aéraulique dans la
machine ; la vapeur d’eau serait entrainée par I'air produit par la rotation du panier et ne
pourrait pas accéder jusqu’a la matrice végétale qui conduirait a un entrainement réduit des
huiles essentielles. Enfin les fuites de vapeurs par les parties non étanches de la machine sont

plus importantes aux vitesses de rotation les plus élevées.

36—
26 -

16

Rendement en HE (%)

0,5 2,0 376 2068

Densité de puissance MO (W/g) Effet centrifuge (G)

Figure V1.5 : Graphique des principaux effets, a droite la densité de puissance micro-ondes de
0,5 a 2,0 W/g et a gauche I’effet centrifuge de 376 a 2 068 G en fonction du rendement en
huiles essentielles en %.

Les coefficients de régression du modeéle conduisent a une équation permettant de prévoir le
rendement en huiles essentielles Tpyr (%), en fonction des deux parametres étudiés : A, la

densité de puissance micro-ondes (W/g) et B, I'effet centrifuge (G) :
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True (%) = 49,2051 x A+ 0,0155856 X B — 4,22118 x A* — 0,0107555 X A X B
— 501732 x 107° x B2 — 17,8408

A part les effets linéaires, le modéle prend en compte les effets quadratiques xi? et les effets

d’interactions. Le coefficient de détermination est de 0,96.

Le modeéle déterminé par le plan d’expériences est satisfaisant. Les paramétres opératoires
optimisés pour maximiser le rendement en huiles essentielles d’écorces d’oranges ont été
déterminés par Statgraphics pour 500 g d’écorces, 30 minutes d’extraction et injection de
vapeur d’eau (4 L/h) : une densité de puissance micro-ondes de 2,4 W/g associé a un effet
centrifuge de 196 G (Figure VI1.4). Le rendement en huiles essentielles expérimentalement
obtenu est de 60 £ 7 % contre 71 + 3 % calculé grace aux données du plan d’expériences. Le
Tryge €Xperimental n’atteint donc pas tout a fait le tzyr théorique du plan d’expériences.
Néanmoins, ce pourcentage confirme une bonne performance du pilote dans sa configuration
actuelle en dépit des difficultés a comprendre les phénomeénes d’extraction et a exploiter
pleinement le potentiel de la machine. Le faible effet centrifuge de 196 G (i.e. 1 046 tr/min)
pour obtenir ces rendements, peut s’expliquer par le fait que les huiles essentielles sont des
composés volatils et que leur extraction est directement affectée par la circulation de la
vapeur d’eau et d'air dans le systéme. Cela est moins le cas pour les composés non volatils tels
que les composés phénoligues comme cela é été montré dans I'étude sur la salade

précédente.

Deux expériences avec un effet centrifuge négligeable (16 G, i.e. 300 tr/min) a 2,4 W/g ont été
autorisées et réalisées pour tenter de déterminer I'effet centrifuge permettant d’obtenir le
rendement en huiles essentielles le plus élevé et confirmer I'allure de la courbe de la Figure
VI.5. Dans ces conditions, le Tzyy obtenu est de 32 £ 5 % donc similaires a ceux déterminés
avec les parametres utilisés au centre du plan (34 + 3 %). Ce résultat suggere que la relation
entre I'effet centrifuge et la densité de puissance micro-ondes n’est pas linéaire jusqu’a un
effet centrifuge négligeable. La vitesse de rotation du panier joue, de fait, un réle complexe
pour |'extraction des huiles essentielles. Elle semble pénaliser les mécanismes d’extraction
aux fortes densités de puissances micro-ondes, mais il semble qu’une valeur minimale soit

nécessaire pour assurer des volumes extraits conséquents.
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Cette étude a été ensuite complétée par les analyses qualitatives et quantitatives des huiles

essentielles issues de I'extraction par MO/C.

De plus, lors des extractions MO/C, deux phases sont récupérées : la premiére contient les
huiles essentielles et la seconde est une phase aqueuse. L'écorce d’orange présentant des
composés phénoliques, ces molécules ont été recherchées dans la phase aqueuse collectée

en réalisant des analyses qualitatives et quantitatives par chromatographie liquide.

VI.4 Composition des huiles essentielles

La composition des huiles essentielles a été analysée sur des extraits obtenus par
hydrodistillation (HD — I’extraction de référence), puis comparée a celles des extraits obtenues
par MO/C (2 W/g; 2 068 g) et MO/R (2 W/g; 376 g); deux extractions issues du plan

d’expériences réalisé précédemment (Tableau VI.4).

I n'y a pas de différence qualitative en fonction de la technique utilisée ; 42 composés ont été
identifiés et classés selon leur famille, monoterpenes et sesquiterpenes oxygénés et non
oxygénés ainsi que des aldéhydes et des esters carboxyliques (Tableau VI.4). Les quantités de
composés non oxygénés sont largement supérieures a celles des composés oxygénés en raison
de la quantité importante de limonéne extrait. Le limonéne est le composé principal des huiles
essentielles des écorces d'oranges, avec un pourcentage moyen de 95 % pour les procédés
HD, MO/C et MO/R, en accord avec les études publiées (Del Bosco et al., 2013), mais sa
contribution a la qualité organoleptique de I'huile essentielle d’orange n’est pas tres
importante au regard de son seuil de perception élevé (concentration minimale pour laquelle

une odeur est perceptible) (Plotto et al., 2004).
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Tableau VI.4: Composition chimique des huiles essentielles d’écorces de Citrus sinensis
obtenues par hydrodistillation et procédés MO/C et MO/R analysés par chromatographie en
phase gazeuse.

N° Composés 2 R.I.P HD (%) © MO/C (%) ¢ MO/R (%) ©
Monoterpénes
1 Alpha Pinene 929 0,43 0,31 0,32
2 Sabinéne 968 0,23 0,54 0,54
3 Béta Pinéne 972 0,51 0,55 0,52
4 Béta Myrcene 987 1,87 1,66 1,72
5 Alpha Phellandréne 1003 tr. tr. 0,07
6 Delta 3-Caréne 1006 0,07 0,06 0,06
7 Alpha Terpinéne 1014 0,08 0,04 0,02
8 p-Cymene 1021 0,07 0,14 0,09
9 Limonéne 1024 94,91 94,69 95,22
10 Ocimene cis 1035 tr. tr. 0,02
11 Béta Ocimeéne trans 1044 0,06 0,05 0,05
12 Gamma Terpinéne 1054 0,42 0,55 0,35
13 Terpinolene 1082 0,14 0,12 0,12
Monoterpénes oxygénés
14 Linalol 1099 0,16 0,19 0,17
15 Trans Limonéne 1,2-époxide 1132 tr. 0,03 0,03
16 Citronellal 1149 0,03 0,05 0,05
17 4-terpinéol 1175 0,09 0,03 0,02
18 Alpha Terpinéol 1191 0,05 0,04 0,03
19 Nérol 1222 tr. tr. tr.
20 Néral 1233 0,03 0,04 0,03
21 Carvone 1237 tr. tr. tr.
22 Géranial 1264 0,05 0,06 0,05
23 Périlla aldéhyde 1268 tr. tr. 0,01
24 Néryl acétate 1356 0,03 0,02 0,02
Sesquiterpénes
25 Alpha Copaéne 1368 0,01 0,03 0,02
26 Géranyl acétate 1376 0,02 tr. 0,01
27 Béta Cubébéne 1381 tr. 0,01 0,01
28 Béta Elémeéne 1383 0,02 tr. tr.
29 Béta Caryophylléne 1409 0,04 0,06 0,04
30 Béta Gurjunéne 1420 0,02 0,03 0,02
31 Germacréne D 1471 0,01 tr. 0,01
32 Gamma Selinéne 1474 tr. tr. tr.
33 Valencene 1483 tr. tr. tr.

Sesquiterpénes oxygénés

34 Nootkatone 1786 0,06 0,01 0,01
Aldéhydes et Esters carboxyliques

35 Octanal 1002 0,07 0,11 0,00

36 Nonanal 1103 0,03 0,04 0,03

37 Ethyl Octanoate 1195 tr. tr. tr.

38 Décanal 1204 0,35 0,39 0,26

39 Undécanal 1305 0,02 0,02 0,01
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N° Composés 2 R.I.P HD (%) © MO/C (%) ¢ MO/R (%) ©
Aldéhydes et Esters carboxyliques

40 Méthyl décanoate 1322 0,02 0,02 0,01
41 Octyl Butanoate 1387 0,03 0,02 0,01
42 Dodécanal 1406 0,08 0,07 0,05
Total 100,01 99,98 99,99
Total des composés oxygénés 1,10 1,14 0,78
Total des composés non oxygénés 98,91 98,84 99,21

9 Composés d'huiles essentielles classés par familles chimiques et pourcentages calculés par GC-FID sur colonne
capillaire ZB-5MS.

b Indices de rétention relatifs aux n-alcanes en C7 & C30 calculés sur une colonne capillaire ZB-5MS non polaire.
¢ Hydrodistillation.

4 Procédé Micro-Ondes/Centrifugation (2 W/g; 2 068 G).

€ Procédé Micro-Ondes/Rotation (2 W/g; 376 G).

Composés olfactivement actifs (Chisholm et al., 2003; Hognadottir and Rouseff, 2003).

Les aldéhydes contribuent largement a I'arbme caractéristique des huiles essentielles
d'oranges (Chisholm et al., 2003; Hognaddttir and Rouseff, 2003), méme si leur quantité est
faible par rapport aux monoterpéenes (Plotto et al., 2004). Le linalol avec une odeur florale
importante contribue a I'ardme total des huiles. En comparant les teneurs en décanal, octanal,
géranial et linalol, on constate que leurs concentrations sont plus élevées dans |’extrait obtenu
par MO/C, avec 0,75 % des composés volatils quantifiés, que dans ceux obtenus avec le MO/R
et I'HD avec, respectivement, 0,48 et 0,63 %. La proportion de linalol est légerement
supérieure pour les extractions MO/C avec 0,19 % et MO/R avec 0,17 % contre 0,16 % en HD
tandis que la proportion du 4-terpinéol est plus élevée dans I’extrait HD (0,09 %) que dans les
extraits MO/C et MO/R avec 0,03 % et 0,02 %, respectivement. Le linalol en présence d’eau a
tendance a se dégrader en 4-terpinéol (Filly et al., 2016) (Figure VI.6) ; en hydrodistillation, le
contact entre la matrice végétale et I'eau est suffisamment long (deux heures) pour générer

les différences observées.
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Figure V1.6 : Formation du 4-terpinéol a partir du linalol (Filly et al., 2016).

Si, enfin, la proportion globale de composés oxygénés qui possedent dans la plupart des cas,
des seuils de perception plus bas est comparée a celle des composés non oxygénés de I’huile
essentielle d’écorce d’orange, on constate des proportions plus élevées dans les fractions
obtenues par HD (1,10 %) et MO/C (1,14 %) que dans celles obtenues MO/R (0,78 %). En
conséquence, la qualité olfactive des huiles essentielles obtenues en MO/C pourrait étre de

qualité égale ou méme supérieure a celle obtenue par HD.

Ces résultats ont montré que les micro-ondes accélerent fortement le processus d’extraction.
En effet, le temps d’extraction pour le pilote est de 30 minutes contre 2 heures en
hydrodistillation, et sans modifier considérablement la composition de I'huile essentielle, un
phénoméne qui est déja décrit dans la littérature (Chemat et al., 2006; Paré and Bélanger,
1997; Sahraoui et al., 2011). La nouvelle technique permet donc d’obtenir un rendement de
60 % en huiles essentielles avec une qualité égale ou méme légerement supérieure comparée

a celles obtenues par hydrodistillation avec un temps d’extraction réduit par 4.

VI.5 Analyses de composés phénoliques présents dans I'extrait aqueux

Lors de I'extraction MO/C, de la vapeur d’eau est injectée afin d’intensifier le rendement en
huiles essentielles. Le mélange vapeur d’eau (vapeur d’eau injectée et vapeur de I'eau « in
situ » des écorces d’oranges) avec les huiles essentielles est condensé et collecté grace a un
vase florentin. Le mélange récupéré se présente sous forme de deux phases: la phase
supérieure lipophile contenant les huiles essentielles et la phase inférieure aqueuse orangée

contenant différentes molécules dont des composés phénoliques. Une fois les huiles
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essentielles collectées, le second objectif de cette étude est de valoriser cette phase aqueuse

et donc de la caractériser par des analyses physico-chimiques.

VI.5.1 Identification de composés phénoliques

Dans I'extrait obtenu par I'extraction de référence, quarante composés phénoliques ont été
identifiés dans les écorces d’oranges ; les principaux sont reportés et numérotés selon leur
ordre d'élution dans le Tableau VI.5. Le chromatogramme UPLC DAD typique de I'extrait
DMSO/MeOH a 330 nm (Figure VI.7a) présente un pic principal (12), deux autres pics

importants quantitativement (16 et 18) et dix-sept pics mineurs (1 a 11, 13 a 15, 17, 19 et 20).
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Tableau VI.5: Identification des composés phénoliques présents dans I'extrait d'écorces
d'oranges obtenu par extraction par solvant.

N° RT A max ions parents m/z lons MS? Proposition d’identification Classes de
Pic (min) (nm) m/z phénols

1 3,9 309 355 = [M-H] 191 Coumaroyl glucarate Cinnamique

2 4,2 313 385 = [M-H] 191 Féruloyl glucarate Cinnamique

355 = [M-H] 191 Coumaroyl glucarate Cinnamique

3 4,7 320 385 = [M-H) 191 Féruloyl glucarate Cinnamique

42 4,8 325 385 = [M-H] 191 Féruloyl glucarate Cinnamique

5 5,6 322 385 = [M-H] 191 Féruloyl glucarate Cinnamique

6 6,1 331 385 = [M-H] 223 Sinapoyl glucose Cinnamique
7 6,9 326 593 = [M-H] 473 Vicénine Il (Apigénine 6,8-di-C- Flavone

glucoside)

8 7,2 339- 623 = [M-H] 503 Chrysoériol-7-diglucoside Flavanone
346 757 = [M-H] 595 Eriodictyol 7 rutinoside caféoyl Flavone

9 7,8 322 613 = [M-H]- 195 Dérivé d’acide hydroxycaféique Cinnamique
10 8,6 326 649 = [M-H] 563 Apigénine 7-0-(6'""-malonyl- Flavone

apiosyl-glucoside)

11 9,6 283 579 = [M-H] 271 Naringénine 7-O-rutinoside Flavanone

12b 10,3 287 609 = [M-H] 301 Hespéridine (Hespéritine 7-O- Flavanone
rutinoside )

13 11,6 285 609 = [M-H] 301 Néohespéridine (Hespérétine Flavanone

7-0-néohespéridoside )

14 12,2 351 633 = [M-H] 427 Obacunone glucoside Limonoide

15 12,8 283 593 = [M-H] 285 Lutéoline 7-O-rutinoside Flavonol

ou Kaempférol 3-O-rutinoside

16 16,6 / 403 = [M+H]* 373 Nobilétine Flavone
17 17,0 332 373 = [M+H]* 403 Sinensétine ou Tangéritine Flavone
18 17,4 338 403 = [M+H]* 373 Nobilétine Flavone
19 17,6 339 433 = [M+H]* 403 3-Méthoxynobilétine Flavone
20 17,8 331 373 = [M+H]* 343 Sinensétine ou Tangérétine Flavone

a composé majeur obtenu par le procédé MO/C

b composé majeur obtenu par extraction par solvant
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Figure V1.7 : Identification des composés phénoliques présents a 330 nm dans un extrait
d’écorces d’oranges obtenu par : a) extraction par solvant et b) par extraction MO/C.

Le composé majoritaire (12) (temps de rétention (TR) = 10,3 min) posséde un maximum
d'absorption a 287 nm. Ses spectres ESI-MS présentent un ion parent a m/z 609 et un ion
fragment a m/z 301 permettant d'identifier I'hespéridine (hespéritine 7-O-rutinoside). Les
composés 16 et 18, avec des TR respectivement de 16,4 et de 17,0 min, présentent un ion
parent a m/z 403 et sont identifiés comme étant deux isoméres de la nobilétine, une
méthoxyflavone (Borah et al., 2017). Le pic 19 (TR = 17,6 min) est identifié comme étant la 3-

méthoxynobilétine.

Les pics 17 (TR = 16,6 min) et 20 (TR = 17,8 min) sont identifiés comme étant respectivement
la sinensétine et la tangéritine (Anagnostopoulou and Kefalas, 2012; M’hiri et al., 2015). Les
composés 1 et 2 avec un m/z de 355 et un ion fragment a m/z 191 pourraient étre du
coumaroyl glucarate comme publiés par Risch et al., (1988) et Rodriguez-Rivera et al., (2014).
De méme, les composés 3 (TR = 4,7 min), 4 (TR = 4,8 min) et 5 (TR = 5,6 min) avec un m/z de
385 et un ion fragment m/z de 191 pourraient étre du féruloyl glucurate (Rodriguez-Rivera et
al., 2014). Le composé 2 est une coélution de féruloyl et coumaroyl glucarate. Le composé 6
(TR = 6,1 min) avec un m/z de 385 et un ion fragment a m/z de 223 est identifié comme étant

du sinapoyl glucose. Certaines flavones sont également identifiées : apigénine 6,8-di-C-
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glucoside (7, TR = 6,9 min), ériodictyol 7-rutinoside caféoyl (8, TR = 7,2 min) et apigénine 7-0O-
(6"- malonyl-apiosyl -glucoside) (10, TR = 8,6 min). D'autres composés déja identifiés dans
Citrus sinensis ont été détectés : un dérivé d'acide hydroxycaféique (9, TR = 7,8 min), un
glucoside d'obacunone (14, TR = 12,2 min), la lutéoline 7-O-rutinoside ou kaempférol 3-O-
rutinoside (15, TR = 12,8 min) selon leurs m/z, leurs ions fragments et leurs spectres UV. Des
flavanones telles que le chrysoériol-7-diglucoside (8, TR = 7,2 min), la naringénine -O-
rutinoside (11, TR = 9,6) et I'hespérétine 7-O-néohespéridoside (13, TR = 11,6 min) sont

également identifiées.

Le profil chromatographique de I'extrait d’écorces d’oranges obtenu par le procédé MO/C
montre la présence de dérivés hydroxycinnamiques. Les féruloyl et coumaroyl de glucurate
(1, 2, 3, 4 et 5) sont les composés majoritaires avec les deux flavones : I'apigénine 6,8-di-C-
glucoside (7) et I'apigénine 7-O- (6 "- malonyl-apiosyle)-glucoside (10). La nobilétine (pics 16
et 18) est également extraite. Les flavanones comme I’hespéridine, les flavonols et le
limonoide ne sont pas extraits par la techniqgue MO/C. La 3-méthoxynobilétine est

partiellement extraite ainsi que la sinensétine et de tangéritine.

L'hespéridine, flavanone représentative des agrumes avec une solubilité dans I'eau de 0,02
g/L, n’est pas extraite avec I'extraction MO/C qui utilise uniquement de I'eau pour collecter
les composés phénoliques. Cependant, cette technique semble étre performante pour
I'extraction d'acides hydroxycinnamiques, molécules plus hydrophiles comparées aux

flavanones.

VI.5.2 Quantification de composés phénoliques

Pour comparer les quantités obtenues selon les techniques d’extraction réalisées, dans les
expériences suivantes, les surfaces des pics de trois composés séparés par UPLC DAD, le pic
n°4 (féruloyl glucarate, FG), le pic n°12 (hespéridine, H) et le pic n°20 (tangéritine, T) qui
représentent les principales classes de composés phénoliques présentes ont été considérées
(Figure V1.8). Les quantités sont exprimées en équivalent standard pg/g de matiére fraiche
(MF). Les extractions MO/C présentées sont issues du plan d’expériences précédemment
effectué ; elles ont été sélectionnées pour visualiser dans un premier temps l'influence du
parametre « densité de puissance micro-ondes » et dans un second temps celle du parametre

« effet centrifuge » sur le rendement en composés phénoliques. Elles sont toutes réalisées
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avec injection de vapeur d’eau (4 L/h), 500 g d’écorces d’oranges et pendant 30 min. Les

résultats seront ensuite comparés a la méthode de référence : I'extraction par solvant.
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Féruloyl glucarate (FG) Hespéridine (H) Tangéritine (T)

Figure V1.8 : Les trois composés phénoliques sélectionnés : le féruloyl glucarate (FG),
I’hespéridine (H) et la tangéritine (T).

VI.5.2.1 Influence de la densité de puissance micro-ondes

L'influence de la densité de puissance micro-ondes est étudiée sur la teneur de trois composés
phénoliques extraits a partir d'écorces d'oranges. La Figure VI.9 présente trois expériences
sélectionnées a un méme effet G (1 052 G, i.e. 2 425 tr/min) mais avec une densité de
puissance micro-ondes différente de 0,19, 1,25 et 2,3 W/g. L'extraction a 0,19 W/g est
considérée comme la référence puisqu’elle permet d’obtenir la plus grande teneur des trois
composés phénoliques sélectionnés et constituera donc le 100 %. Ce résultat est en contraste
avec la densité de puissance optimale retenue lors de I'étude réalisée sur la salade (1,2 W/g).
Pour les écorces d’oranges, une plus faible densité de puissance, 0,19 W/g, permet d’extraire

une plus grande quantité des composés phénoliques sélectionnés que 1,2 W/g.
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Figure VI.9 : Teneur de trois composés phénoliques (ug/g de MF) pendant I'extraction MO/C a
1052 G, avec injection de vapeur d’eau, temps de traitement de 30 min et densité de
puissance micro-ondes de 0,19 W/g (noir), 1,25 W/g (gris foncé) et 2,3 W/g (gris).

L’expérience réalisée avec une densité de puissance micro-ondes de 0,19 W/g permet extraire
92 + 6 ug/g de MF pour le FG alors que 56 + 3 pg/g de MF sont extraits pour une densité de
puissance supérieure de 1,25 W/g, soit un gain de 39 % en ce composé. Un gain est obtenu,
également, pour les deux autres composés, de 17 % pour H et de 45 % pour T entre 0,19 W/g
et 1,25 W/g. La différence quantitative entre les résultats obtenus a des densités de
puissances micro-ondes de 1,25 W/g et 2,3 W/g est moins marquée. La quantité de composés
phénoliques la plus élevée a été extraite avec la plus faible puissance micro-ondes appliquée

pour un effet centrifuge de 1 052 G.

VI.5.2.2 Comparaison entre la méthode de référence et I'extraction MO/C et influence de I’effet

centrifuge

Les résultats concernant les composés phénoliques sélectionnés obtenus grace a une
extraction de référence et aux deux extractions MO/C du plan d’expériences a 2 W/g a des
effets centrifuges distincts : 376 G et 2 068 G (i.e. 1 450 et 3 400 tr/min) sont présentés dans
le Tableau VI.6. La comparaison avec I'extraction de référence est réalisée ainsi que I'influence

de I'effet centrifuge sur les trois composés phénoliques considérés.
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Tableau VI.6 : Comparaison de la teneur en composés phénoliques obtenue par l'extraction
de référence et par extractions MO/C a 2 W/qg et 376 ou 2 068 G, exprimée en ug/q de
matiére fraiche.

Technique extraction Hespéridine (ug/g de MF) Féruloyl glucarate (ug/g de MF)  Tangéritine (ng/g de MF)

Extraction par solvant 9857 + 278 106 +1 622+4
MO/C, 2 W/g et 376 G 82+6 28+ 2 4,2+0,3
MO/C, 2 W/g et 2 068 G 116 +8 725 13+1

L’extraction par solvant (ES) permet d’obtenir 9 857 + 278 ug/g de MF d’hespéridine (H) tandis
que les extractions MO/C permettent d’extraire au maximum 116 * 8 ug/g de MF, pour les
conditions opératoires considérées. Pour la tangéritine (T), 622 + 4 ug/g de MF sont extraits
par I'ES et seulement 13 + 1 pug/g de MF au maximum par MO/C. L’extraction MO/C ne permet
donc pas d'extraire H et T. En revanche pour le féruloyl glucarate (FG), I'extraction MO/C
(2 068 G) permet d’obtenir 72 + 5 ug/g de MF et I'ES, 106 + 1 ug/g de MF. Si les facteurs entre
les deux techniques sont calculés, I'ES permet d’extraire 85 fois plus de H, 48 fois de plusde T
et 1,5 fois de plus de FG que MO/C (2 068 G), pour les conditions opératoires considérées.
L’écart entre les deux techniques pour FG est donc beaucoup plus réduit comparé aux deux

autres composés Het T.

L’extraction MO/C (2 068 G) ne permet pas d’extraire H et T mais obtient un bon rendement
pour FG, cette observation peut étre expliquée par le log(P) relatif a chacune des molécules
étudiées. Le log(P) permet d’estimer le caractere lipophile ou hydrophile des molécules, plus
celui-ci est proche de 0, plus la molécule est hydrophile. Le log (P) de FG est de 1 pour FG, celui
de T est de 2,66 et celui de H est de 1,78 (données ACDIab). Le FG a donc un caractere plus
hydrophile que celui de T et H. Son extraction est donc facilitée pendant MO/C contrairement
a H et T plus lipophiles qui ne peuvent pas étre extraites uniquement par de la vapeur d'eau

ou l'eau « in situ » des écorces d’oranges.

Concernant l'influence de I'effet centrifuge, les résultats sont exprimés en pourcentage de
composés extraits avec la méthode qui permet la meilleure extraction soit 2 W/g et 2 068 G.
L’expérience a 376 G permet d’extraire 28 + 2 ug/g de MF pour FG comparé a 72 + 5 ug/g de
MF a 2 068 G. La différence entre ces deux expériences, lorsque I'effet centrifuge passe de
376 G a 2 068 G, représente un gain de 61 % de FG et ce dernier est également observé pour

les deux autres composés H et T évalué a 29 % et 67 %, respectivement.
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En conclusion, la technique MO/C ne permet pas d’extraire les composés fortement lipophiles
non volatils H et T, mais atteint un bon rendement pour le FG, molécule plus hydrophile ce qui
n’est que peu surprenant contenu du fait que I'extraction est réalisée sans solvant organique.
L’extraction MO/C a 2 068 G et 2 W/g conduit a un rendement relatif de 68 % concernant le
FG par rapport a I'extraction par solvant, ce qui est un résultat prometteur car le pilote peut
encore étre optimisé. Par ailleurs, I'influence de I'effet centrifuge est positive pour I'extraction
des trois composés phénoliques considérés. Ces résultats sont en cohérence avec ceux de

I’étude précédente sur la salade.

VI.5.2.3 Hypotheses sur l'influence des phénoménes mis en jeu lors de I'extraction MO/C sur la

quantité de composés phénoliques

La variabilité sur les teneurs en composés phénoliques peut étre expliguée par des
phénoménes d'oxydation comme déja observés sur les extraits de salade (Angoy et al., 2018),
par la température et le temps d’extraction. En effet, certains composés phénoliques sont
thermosensibles et donc ne peuvent supporter une longue exposition a de hautes
températures apparaissant lors de I'application d’une forte densité de puissance micro-ondes
associée a une injection de vapeur d’eau en continu durant toute I'extraction. Le role de I'effet
centrifuge serait donc de permettre une séparation solide/liquide plus efficace et donc un
temps d’exposition au champ électromagnétique réduit tout en limitant la montée en
température dans la machine par la circulation d’air induite a des effets centrifuges élevés (>
1 610 G, i.e. 3 000 tr/min). Pour cela, des mesures de températures de la matrice végétale
pendant 20 min au cours de I'extraction a I'aide de thermo-boutons ont été effectuées. Deux
extractions (courbes MO/C) sont réalisées a 2,4 W/g et a deux effets centrifuges distincts : 216
G et 2318 G (i.e. 1 100 et 3 600 tr/min). Elles sont comparées a deux autres extractions
(courbes Centrifugation) en I'absence d’application de micro-ondes mais avec les deux effets
centrifuges appliqués 216 G et 2 318 G. Chaque extraction a été réalisée avec injection de

vapeur d’eau et en triplicat (Figure VI.10).
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Figure VI.10 : Evolution de la température au sein de la matrice végétale lors d'extraction
MO/C a 2,4 W/g et 216 G (gris), 2 318 G (jaune) et lors de centrifugation a 216 G (orange) et
2 318 G (bleu) (écorces d’oranges).

L’évolution de température est similaire pour les différentes expériences mais les valeurs
conduisant au niveau de température le plus élevé sont obtenues lors de I"application de
micro-ondes a 2,4 W/g et d’un faible effet centrifuge de 216 G, avec des températures
moyennes se situant entre 95°C et 110°C au lieu de 85°C et 95°C pour un effet centrifuge de
2 318 G. En absence de champ micro-ondes, les températures se situent entre 80°C et 90°C
pour un faible effet centrifuge et entre 70 °C et 80°C pour un effet centrifuge élevé. Plus I'effet

centrifuge est élevé, moins la température de la matrice végétale est importante.

Comme cela a été souligné précédemment, I'effet centrifuge contribue aux échanges
thermiques, que ce soit en induisant un renouvellement d’air dans la machine ou en
intensifiant les pertes thermiques et permet également de réduire le temps d’exposition de
I'extrait a la température globale du systéme grace a un drainage du liquide efficace.
L’extraction des huiles essentielles est favorisée par une température d’extraction élevée, cela
explique donc que les parameétres optimisés pour MO/C font référence a un faible effet
centrifuge 196 G. En revanche, les composés phénoliques susceptibles d’étre affectés par une
température élevée nécessiteraient une vitesse de rotation élevée (>a 1 610 G, 3 000 tr/min)
pour que l'extraction soit conduite dans une ambiance a température plus faible et que le

liguide quitte le plus rapidement possible le systéme.

Pendant I'extraction MO/C, les micro-ondes font exploser les cellules végétales grace a une
élévation rapide de la température. Dans un méme temps, I'effet centrifuge en refroidissant

le systéme protegerait les molécules thermosensibles extraites de la cellule. Deuxiemement,
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il intensifierait la séparation liquide/solide par drainage efficace et limiterait, ainsi, le temps
d’exposition des molécules au champ électromagnétique. Il existe donc une complémentarité

entre ces deux paramétres.

VI.6 Etude structurale par Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

Des observations au microscope électronique a balayage ont été réalisées sur les écorces
d’oranges afin de compléter les analyses chimiques effectuées. Les échantillons collectés
apres avoir été soumis a différentes techniques d’extraction sont observés pour mettre en
évidence l'impact des parameétres physiques sur la structure cellulaire. Les techniques
d’extractions étudiées sont la centrifugation, les micro-ondes, les micro-ondes couplées a la

centrifugation et I’hydrodistillation.

VI.6.1 Structure cellulaire des écorces d'oranges

La structure d’une écorce d’orange est détaillée en Figure VI.11, grace a une représentation
schématique et une photographie couleur montrant les différentes zones et cellules de
I’écorce avec (1) les glandes sécrétrices d’huiles essentielles, (2) le flavédo de couleur orange,

(3) I'albédo de couleur blanche et (4) I'épiderme constitué de cellules spécifiques.

Figure VI.11 : a) Représentation schématique d'une lamelle d’écorce d'orange (x70). 1 :
glandes sécrétrices; 2 : flavédo; 3: albédo; 4 : épiderme ; b) photographie d’une lamelle
d’écorce d’orange.
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L'examen macroscopique (70X) montre que les écorces d'oranges sont composées de
plusieurs tissus distincts. Les structures prédominantes sont les glandes sécrétrices d’huiles
essentielles (1) qui apparaissent dans les coupes de tissu comme un grand espace creux
entouré d'une fine paroi (Matas et al., 2010). Ces glandes huileuses (GH) couvrent une région
allant de la surface supérieure du fruit jusqu’a l'albédo, un tissu qui se caractérise par de
nombreux espaces aériens intercellulaires et une apparence blanche. Par contre, le flavédo
est composé de parenchymes (P) riches en chromoplastes qui contribuent a la couleur orange
typique des agrumes. Enfin, I'épiderme est formé d'une seule couche continue de cellules

coniques (CC) recouvertes par une cuticule hydrophile sur la paroi périclinale externe.

VI.6.2 Impact de différentes techniques d’extraction sur la structure cellulaire de I'écorce

d’orange

De nombreux échantillons d’écorces d'oranges ont été sélectionnés aléatoirement aprés
plusieurs expériences réalisées selon différentes techniques d’extraction. Ces échantillons ont
été observés selon différents plans de coupe (épiderme de 'orange, lamelle et profil) et de

rupture au microscope électronique a balayage (MEB) (Figure VI.12).

Les photographies de I'écorce sans traitement d’extraction (Figure VI.12a) permettent de
visualiser les différentes structures. L'épiderme de I'orange apparait sans aucune fissure, les
GH sont organisées de facon complexe avec des films de cellules trés fines dans le fond de la

cavité ou des gouttes d'huiles essentielles sont visibles et les P prés de la GH sont trés aérées.

Des images présentant les effets des différents traitements sont observées (Figure VI.12) : b)
centrifugation 200 G, c) micro-ondes 2 W/g, d) micro-ondes et centrifugation 200 G et 2 W/g,
et e) hydrodistillation. Apres centrifugation, I'épiderme de I'orange présente des fissures, les
cellules de la région de I'albédo sont comprimées, tassées et les GH sont lisses et ovales avec
des gouttes d’huiles essentielles encore apparentes (VI.12b). La structure des écorces
soumises aux micro-ondes (VI.12c) est hétérogene avec une alternance de zones de cellules
aérées et comprimées. L'échantillon étudié est globalement déstructuré: les GH sont

sphériques, tres profondes et non lisses, I'épiderme plissé et les P tassées.

En ce qui concerne la technique MO/C (VI.12d), I'épiderme présente des fissures et est plissé,

les GH sont en forme de poires et la zone de I'albédo est comprimée et compactée. Pour

218



Chapitre VI. — EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES DES ECORCES D’ORANGES

I'extraction conventionnelle, I'hydrodistillation (VI1.12e), I'épiderme n’est pas plan et montre
des reliefs avec des fissures, les GH sont allongées et la fine couche de cellules la constituant

semble se désolidariser.

Lamelle Profil

a) Ecorce initiale

b) Centrifugation (200 G)

C) Micro-ondes 2 W/g

d) Micro-ondes/Centrifugation
(2W/g + 200 G) '

) Hydrodistillation

Figure VI.12 : Observations MEB de I'épiderme, la lamelle et le profil d’écorces d'oranges
selon : a) sans traitement ; b) Centrifugation (200 G) ; c) Micro-ondes (2 W/g) ; d) Micro-
ondes/Centrifugation (2 W/g et 200 G) ; e) Hydrodistillation.

De nombreux changements structurels, notamment au niveau des GH contenant les huiles

essentielles, ont été observés en fonction des traitements appliqués comparés aux écorces
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d’oranges non traitées. Ces observations aident a la compréhension du mécanisme

d’extraction MO/C et vont pouvoir servir de base a une modélisation des phénoménes.

VI.7 Meécanisme d’extraction

Grace aux observations MEB et a l'interprétation des résultats, un mécanisme a I'échelle
cellulaire de I'extraction MO/C des molécules d’intérét de I’écorce d’orange peut étre proposé

(Figure VI.13).

Dans les écorces d'oranges, deux types de cellules bien distinctes sont présentes : les glandes
sécrétrices renfermant les huiles essentielles et les cellules contenant des composés
phénoliques. Les huiles essentielles, globalement, ne s’échauffent pas par micro-ondes car
elles sont constituées a plus de 90 % de limonene (Farhat et al., 2011; Sahraoui et al., 2011)
qui ne présente pas de moment dipolaire. Mais ['utilisation des micro-ondes facilite la
libération de ce type de molécules par rapport au chauffage traditionnel en provoquant

I"augmentation de la température de I'eau « in situ » de la matrice végétale.

Une possible explication serait que les micro-ondes agissent sur toutes les cellules qui
entourent les glandes d'huiles essentielles car elles contiennent principalement de I'eau. Ces
cellules montent en température (100°C) et en pression puis explosent en libérant leur
contenu. Elles exerceraient une pression sur les glandes d'huiles essentielles qui prennent
alors une forme sphérique sous ces contraintes et explosent a leur tour (Figure VI.13). Les
huiles essentielles diffuseraient de l'intérieur vers I'extérieur de la matrice végétale. L'eau
libérée sous forme vapeur formerait un azéotrope avec les molécules aromatiques contenues
dans les huiles essentielles (terpenes, composés oxygénés,etc). L'injection de vapeur d’eau
additionnelle favoriserait la formation de I'azéotrope lors de I'extraction et donc I'extraction

des huiles essentielles.

Simultanément, I'application de la force centrifuge permettrait d'exercer une pression sur les
écorces d'oranges favorisant le compactage global de la matrice végétale. Elle contribuerait a
intensifier la séparation solide-liquide et a augmenter le rendement d'extraction en drainant
le mélange liquide-vapeur hors de la matrice végétale puis hors du systéeme. Cela permettrait
également d'homogénéiser le champ électromagnétique et d'éviter ainsi les points chauds.

Plusieurs publications ont montré que I'application d’une force centrifuge peut endommager
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les cellules végétales en atteignant les chloroplastes et/ou les membranes (Kato et al., 2018;
Peterson et al., 2012). Ces dommages cellulaires observés dépendraient a la fois du temps et
de l'accélération appliquée aux cellules, pour une vitesse utilisée supérieure a 600 G (Molina-

Miras et al., 2018).

Lamelle d’écorce d orange

—— Glande d’huile essentielle

Application de

F Application d’une
micro-ondes

force centrifuge

Application des micro-ondes
et de la force centrifuge

N\ +

Application de micro-ondes

] /
sur des cellules contenant des
molécules dipolaires .
Explosion des cellules contenant

3, des molécules dipolaires qui

KX nnplqu.le la libération de: l'hullles Application de force
3 essentielles des glandes séerétrices .
3 centrifuge sur les cellules :
compression

Figure VI.13 : Hypothéses sur les mécanismes conduisant a I’extraction des huiles essentielles
des écorces d'oranges par MO/C.

Lors de I'extraction par micro-ondes en absence de solvant, I'obtention d’un rendement
optimal en huiles essentielles dépend de I'équilibre entre trois parameétres : la puissance
micro-ondes, le temps d’irradiation et le taux d’humidité de la matrice végétale utilisé qui doit
étre compris entre 20 et 100 % (Singh Chouhan et al., 2019). Une irradiation par micro-ondes
a forte puissance permet la libération des huiles essentielles mais peut également dégrader

les molécules d’intéréts. Une faible densité de puissance micro-ondes ne suffit pas a faire
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éclater les glandes d’huiles essentielles mais facilite la diffusion de ces dernieres de l'intérieur
de la matrice végétale vers I'extérieur. Un compromis utilisant par alternance une forte
densité de puissance micro-ondes durant une courte période pour exploser les cellules suivie
d’une faible densité de puissance micro-ondes pour faciliter la diffusion permettrait

probablement d’obtenir de meilleur rendement.

VI.8 Conclusion générale et perspectives

Le pilote, a été adapté pour extraire les huiles essentielles des écorces d’oranges, citrus
sinensis L., ce qui permet de valoriser cette matrice végétale. L'injection de vapeur d’eau
permet d’améliorer le rendement en huiles essentielles. Le plan d’expérience a permis de
montrer qu’une densité de puissance micro-ondes importante (2,4 W/g) et un faible effet
centrifuge (196 G, i.e. 1 046 tr/min) pendant 30 minutes étaient nécessaires pour obtenir un
rendement optimisé en huiles essentielles. Cela peut s’expliquer par le fait qu’il faut une
température élevée a l'intérieur du pilote pour que I'extraction des huiles essentielles ait lieu
tout en limitant les fuites de vapeurs. A faible effet centrifuge (196 G), la circulation d’air dans
le pilote est limitée et induit un refroidissement du systeme plus faible qu’a 2 862 G (i.e. 4 000

tr/min).

Concernant les compositions en huiles essentielles, les mémes composés sont obtenus suivant
les deux techniques d’extraction : extraction MO/C et hydrodistillation. L’extraction MO/C
permet d’atteindre 60 % de rendement en huiles essentielles par rapport a I’hydrodistillation
en seulement 30 minutes contre deux heures. Quantitativement, 'octanal, le décanal, le
géranial et le linalool, quatre principaux composés participant a I'arébme original de I'huile
essentielle d’écorce d’orange, présentent des quantités légérement plus élevées pour la
technique MO/C que celles obtenues en hydrodistillation. Cela met en évidence la bonne

qualité d’huile essentielle par cette méthode.

De plus, deux phases sont obtenues dans I'extrait collecté qui correspondent a deux types de
molécules bien distinctes : les huiles essentielles pour la phase apolaire et des molécules non
volatiles pour la phase aqueuse avec notamment la présence de composés phénoliques.
L'identification des molécules présentes dans la phase aqueuse a été effectuée a des

longueurs d’onde correspondant a des classes de composés phénoliques a savoir : 280 nm,
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330 nm et 360 nm. Quatre classes différentes ont été observées: les acides
hydroxycinnamiques, les flavonols, les flavanones glycosylées et les flavones. Par rapport a
I’extraction de référence (extraction par solvant) les mémes composés sont retrouvés mais en
guantités différentes. En effet, le pilote permet d’extraire les molécules les plus hydrophiles
comme les acides hydroxycinnamiques mais tres peu les flavonols, flavanones et flavones tres
apolaires. L’hespéridine, composé majoritaire retrouvé dans les extraits d’écorces d’oranges

par solvant, n’est collectée qu’a I’état de traces lors de I'extraction MO/C.

Pour les composés phénoliques, I'influence de la densité de puissance micro-ondes et de
I'effet centrifuge pendant I'extraction MO/C a également été étudiée. Il semblerait que plus
la densité de puissance micro-ondes est importante, moins de composés phénoliques sont
récupérés. Une hypothése serait qu’ils sont sensibles a haute température. Concernant I'effet
centrifuge, ce dernier doit étre élevé pour obtenir un rendement important. Ces observations
pourraient s’expliquer par le fait qu’un effet centrifuge élevé induit un refroidissement de la
matrice végétale et permet également un drainage efficace du liquide. Il intensifie la
séparation liquide/solide au cours de I'extraction MO/C. Ainsi, le liquide est donc moins en
contact avec un environnement a une température élevée et ne risque pas de subir une
nouvelle fois le chauffage micro-ondes. Cela met en évidence que I'aéraulique du pilote et la
distribution du champ de température impacte |'extraction des molécules en fonction de leur

propriétés (thermosensibles, caractére hydrophile et lipophile...).

Enfin, I'effet centrifuge permet d'homogénéiser les ondes électromagnétiques et d'intensifier
I'épuisement de la matrice végétale en molécules d’intérét. De plus, le procédé offre un gain
de temps et permet |'extraction de composés volatils et non volatils (composés phénoliques)

en une seule expérience sans utilisation de solvant organique.

Dans l'optique de mieux comprendre l'influence de chaque parametre mécanique et
thermique ainsi que leurs interactions sur la matrice végétale, une premiere démarche de
modélisation sur les mécanismes physiques mis en jeu au cours de I'extraction MO/C est en

développement.
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Depuis quelques années, le domaine de I'extraction végétale est en pleine mutation, avec a la
fois des préoccupations environnementales réelles combinées a un intérét croissant des
consommateurs pour des ingrédients d’origine naturelle et sans trace de produits toxiques. Il
apparait deés lors indispensable de remplacer les procédés actuels énergivores et utilisant des
solvants pétrochimiques nocifs par de nouveaux procédés d’extraction réduisant le temps
d’extraction et la consommation énergétique, limitant I'utilisation de solvant et valorisant des
coproduits issus de biodéchets tout en assurant I'obtention d’un extrait de qualité et a haut
rendement. Dans ce contexte, I'enjeu principal de ce travail de these était d’évaluer I'apport
d’une centrifugation lors d’une extraction assistée par micro-ondes, sans solvant, a I'aide d’un
pilote existant développé initialement pour des applications de séchage de suspensions
minérales et de bobines textiles. Les principaux objectifs pour mener a bien ce projet ont alors
été d’adapter et de modifier le dispositif existant pour le domaine de I'extraction végétale ;
de sélectionner les matrices végétales pour réaliser les premiéres campagnes expérimentales ;
d’évaluer I'intérét du nouveau procédé dans le domaine de I'extraction et I'apport de I'effet
centrifuge par rapport a des méthodes conventionnelles et par micro-ondes classiques ;
d’étudier les mécanismes physiques mis en jeux lors de I'extraction ; d’initier une premiere
démarche en modélisation; d’identifier les marchés porteurs pour le procédé développé et de

proposer des axes d’amélioration et d’optimisation de ce dispositif.

Afin d’apporter des éléments de réponse a ces différents aspects, cette thése a été batie
autour de trois axes principaux : la présentation de I’état de I’art sur les micro-ondes et leur
utilisation dans I'agroalimentaire et dans I'extraction végétale, I'adaptation et la modification
d’un pilote existant pour le domaine de I'extraction, puis son utilisation pour évaluer le
potentiel du couplage thermique/mécanique pour I'extraction de produit naturels a partir de

matrices végétales « modeles ».

En premier lieu, le Chapitre | a présenté une étude bibliographique sur les micro-ondes et leurs
utilisations dans l'industrie agroalimentaire et pour I'extraction du végétal. Cette étude a
permis d’identifier les différentes techniques d’extraction par micro-ondes déja disponibles
dans des laboratoires puis a des échelles semi-industrielles et industrielles. Elle a permis
également de connaitre les techniques couplées avec des ultrasons, un vide poussé, etc et
utilisant des solvants ou s’aidant de la gravité pour récupérer I'extrait. Cela a permis de

conforter notre choix de développer un nouveau procédé d’extraction par micro-ondes
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combiné a la centrifugation a I’échelle semi-industrielle qui pourrait présenter des avantages
en termes de rendement, d’énergie et de temps d’extraction. De plus, I'étude des recherches
déja menées sur le sujet ont mis en avant plusieurs marchés potentiels pour I'extraction par
micro-ondes : les huiles essentielles, les micronutriments, les jus de fruits et les ar6mes. Enfin,
ce travail a permis de mieux appréhender en quoi l'utilisation des micro-ondes, bien qu’elles
soient réglementées et qu’elles génerent des idées recues en matiére de dégradation
moléculaires néfastes, permet également d’obtenir des produits de meilleure qualité et de

facon plus respectueuse de I’environnement.

Le Chapitre Il a décrit le pilote combinant micro-ondes et centrifugation déja existant en
commencant par ses différentes phases de développement ainsi que tous ses aspects
physiques relatifs a I'application d’un champ électromagnétique et d’un effet centrifuge
jusqu’a 2 862 G (i.e. 4 000 tr/min). L’adaptation et la modification de cet appareil ont permis
d’effectuer des premieres séries d’essais d’extraction a I’échelle semi-industrielle a I'aide de
matrice végétales sélectionnées. Le chapitre Il a fait références aux matrices végétales
utilisées pour notre étude et a présenté certains de leurs métabolites secondaires avec leurs

particularités.

Le chapitre IV a rassemblé I'ensemble des protocoles d’extractions et d’analyses employés

tout au long de ce travail de thése.

La premiére partie de ce travail expérimental de thése (Chapitre V) a porté, dans un premier
temps, sur I'adaptation et la modification d’un pilote initialement concu pour le séchage de
suspensions minérales et de produits textiles pour extraire des composés phénoliques de la
salade. Cette extraction a été réalisée sans ajout de solvant, seulement avec I'eau in-situ de la
plante, en travaillant directement avec la matrice végétale fraiche. Le travail réalisé a permis
de montrer que I'extraction de micronutriments (composés non volatils) par micro-ondes
combinés a la centrifugation (3 800 tr/min, i.e. 2 583 G) est possible. Elle offre des avantages
nets en termes de rendement et de sélectivité, avec un meilleur temps d'extraction, une
teneur en polyphénols élevée tout en étant respectueuse de I'environnement comparée a une
extraction assistée par micro-ondes et a faible vitesse de rotation (400 tr/min, i.e. 29 G). D’un
point de vue quantitatif, le pilote permet d’extraire plus de 49 % des composés phénoliques
totaux par rapport a une extraction de référence. Ce rendement est élevé comparé aux

travaux de Périno (Périno et al., 2016) ol le rendement obtenu est de 3 % pour une extraction

229



CONCLUSION GENERALE

par MHG et de 6 % pour le MAC-75, pilote MHG a I’échelle industrielle qui dispose d’'une
rotation. Enfin, 'extraction avec le pilote permet un gain énergétique car I'ajout de la force
centrifuge offre la possibilité d’utiliser en combinaison une densité de puissance micro-ondes

plus basse que celle normalement utilisée avec des micro-ondes seules.

La deuxiéme partie de ce travail de thése (Chapitre VI), a porté sur I'étude de I'extraction de
composés volatils, les huiles essentielles a partir d’écorces d’oranges. L'injection de vapeurs
d’eau au cours de l'extraction a permis d’améliorer le rendement en huiles essentielles
récupérées. Les parameétres optimums d’extraction ont été évalués a une densité de puissance
micro-ondes importante de 2,4 W/g et un faible effet centrifuge de 196 G (i.e. 1 046 tr/min)
pendant 30 minutes. L'extraction MO/C permet d’atteindre 60 % de rendement en huiles
essentielles par rapport a I’hydrodistillation en seulement 30 minutes contre deux heures avec
une composition quantitativement identique et avec des proportions légerement plus élevées
en composés mettant en évidence une bonne qualité d’extrait. De plus, dans la phase aqueuse
de I'extrait, des composés phénoliques polaires sont également obtenus pendant I'extraction.
Pour ces composés, les parametres d’extraction optimisés sont définis par une de puissance
micro-ondes modérée pour éviter toute dégradation thermique des molécules et un effet

centrifuge élevé (2 583 G, i.e. 3 800 tr/min) pour obtenir un rendement important.

En résumé ces travaux ont permis de montrer que |'extraction solide-liquide assistée par
micro-ondes combinée a la centrifugation est faisable sans utilisation de solvant pour extraire
les molécules volatiles (huiles essentielles) et non-volatiles (composés phénoliques
hydrophiles) de matrices végétales fraiches (plus de 70% d’eau). De plus, cette nouvelle
technique d’extraction est une alternative en comparaison a des extractions conventionnelles
comme |’hydrodistillation pour collecter des huiles essentielles avec des gains de temps
d’extraction notables. Ses avantages principaux reposent sur une intensification de la
séparation solide-liquide et une homogénéisation du champ électromagnétique limitant ainsi

I'apparition de points chauds.

Les limitations de cette nouvelle technique sont qu’en I'absence de solvant, elle ne permet
pas d’extraire des molécules lipophiles non volatiles. Par ailleurs, des phénomeénes
d’oxydation d’origine enzymatique ou non peuvent se produire aléatoirement du fait de la
présence en continu de dioxygéne au cours de I'extraction, cela peut affecter la qualité de

I'extrait. De plus, le panier utilisé dans le pilote est en métal ce qui atténue le champ
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électromagnétique au niveau de ses parois et limite donc I'homogénéité du chauffage. Et
enfin, les parameétres du systéme a I’échelle semi-industrielle ne sont pas encore totalement

maitrisés, notamment l'influence de 'aéraulique et il doit encore étre investigué.

Des campagnes d’essais sur des produits a visée industrielle se sont déroulées pour connaitre
les potentialités du pilote et généraliser les résultats a d’autres matrices végétales. Les
résultats des différentes extractions sont confidentiels, mais sont prometteurs d’autant plus

gue le pilote peut encore étre optimisé.

Ensuite, dans I'optique d’obtenir une meilleure compréhension des mécanismes physiques
régissant I'extraction de molécules volatiles et non volatiles, assistée par micro-ondes couplée
a la centrifugation a partir de matrices végétales, une premiere démarche vers une
modélisation a I’échelle cellulaire a été initiée en fin de thése. La premiére étape a consisté a
s’intéresser au comportement de la cellule végétale lorsqu’elle est soumise au chauffage par
micro-ondes. L’objectif a été de construire un modele décrivant I'évolution de la pression
interne de la cellule en fonction de la température en prenant en compte le comportement
viscoélastique de la paroi membranaire. La définition d’une contrainte critique permet alors
de déterminer le seuil de rupture de la cellule. De nombreuses recherches bibliographiques
ont été effectuées pour trouver une relation permettant de traduire I'augmentation du
volume cellulaire sous contrainte. Lockhart (1965) a établi un modele biophysique de
I’expansion cellulaire prenant en compte les aspects hydraulique et mécanique. Le modéle de
Lockhart a été initialement développé pour décrire la croissance cellulaire. Il prend en compte
les effets osmotiques ainsi que les effets de turgescence. Le comportement mécanique de
paroi cellulaire est décrit par un modele de Maxwell qui confére a la cellule la propriété de
croitre en volume. La modification de Lockhart apportée permet de prendre en compte |'effet
de I'élévation de température sur la masse volumique du liquide intracellulaire y compris le
changement de phase. Comme attendu, lorsque la température d’ébullition est atteinte, la
pression interne croit dramatiquement, ce qui doit préluder a la rupture de la paroi cellulaire.
Les tests de validation du modele sont en cours ainsi que son extension pour prendre en

compte |'effet mécanique lié a la compression centrifuge des tissus.

La résolution permet de lier le comportement de la paroi cellulaire que ce soit en réponse a

une contrainte mécanique ou a une sollicitation thermique.
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Les prochaines étapes de la modélisation serait de considérer I'échelle de « I'élément » de la
matrice végétale comme la feuille de salade, une lamelle d’écorce d’orange, pour décrire la
diffusion du liquide dans le tissu puis, agrandir I’échelle au gateau de la matrice végétale. Ainsi,
I'effet d’essorage du liquide extrait sous I'effet de la force centrifuge permettrait de prendre
en compte I'ensemble des processus mis en jeu pendant I'extraction. La question de la
validation du modele et de la détermination des paramétres d’entrée se posera alors de fagon
aigué. Malheureusement, cela n’a pas pu étre concrétisé au cours de cette thése par manque

de temps.

Enfin, I’extraction assistée par micro-ondes couplée a la centrifugation apparait comme une
combinaison synergique d’'un effet thermique (chauffage par micro-ondes) et d’un effet
mécanique (force centrifuge). Des études technico-économiques doivent encore étre
réalisées pour évaluer le procédé, il serait intéressant de travailler avec les déchets issus de la
production de salade pour les valoriser en coproduits. La compréhension, a I'échelle micro et
macro du couplage, pertinente pour les techniques combinées, n’a pas encore atteint le degré
de maturité technique nécessaire. Parvenir a une parfaite maitrise de la combinaison
représentait un véritable défi qui s’est avéré quelgue peu ambitieux dans le temps imparti
pour ce travail de these. De plus, la compréhension des mécanismes intimement liés a la
structure biologique du produit et la prise en compte des effets thermiques et mécaniques
sur des matériaux aussi complexes nécessiterait une approche multidisciplinaire. Pour autant,
une porte est ouverte sur le développement de techniques hybrides qui initiera de nouvelles

applications dans I'extraction d'aliments et de produits naturels.

Les différents résultats de cette these soulévent des questions qui pourraient faire I'objet de

futures recherches comme de:

e tester une nouvelle configuration type « Solvent Free Microwave Extraction », c’est-a-
dire recueillir les vapeurs par le haut du pilote ce qui pourrait améliorer le rendement
en molécules volatiles,

e développer un modele complet décrivant les phénomeénes d’extraction aux différentes
échelles en intégrant les propriétés de la matrice végétale,

e réaliser des extractions solide-liquide avec des solvants verts : agrosourcés, NaDES

(liquides ioniques naturels), etc,
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e réaliser des extractions liquide/liquide, et
e développer un mode de purification de substances naturelles en utilisant deux phases

liguides non miscibles et un champ d’accélération centrifuge.
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Alice ANGOY

Eco-extraction par micro-ondes couplée a un champ centrifuge

Résumé

Les préoccupations environnementales actuelles comme I’épuisement des ressources fossiles, I'émission de
gaz a effets de serre ou le réchauffement climatique imposent aux industriels de réduire leur impact sur
I’environnement et de s’insérer dans une démarche plus verte. Dans le domaine de I'extraction cela se traduit,
depuis quelques années, par le développement de techniques innovantes pour remplacer les procédés actuels
utilisant des solvants pétro-sourcés et tres énergivores. L'objectif de cette these a donc consisté en la
recherche et le développement d’'un nouveau procédé d’éco-extraction de produits végétaux, grace a la
combinaison d’un effet thermique, le chauffage par micro-ondes et d’un effet mécanique, la centrifugation.
L’extraction est réalisée directement sur la matrice végétale fraiche, I’eau intracellulaire de la plante jouant le
réle du solvant extracteur.

La premiéere partie de ce manuscrit présentera le pilote expérimental a I’échelle semi-industrielle combinant
micro-ondes et centrifugation et son adaptation potentielle pour le domaine de I'éco-extraction.

Dans la seconde partie, les essais réalisés a |'aide de ce pilote ont été décrits pour I'extraction de métabolites
secondaires choisis. Les résultats, obtenus sur des produits modeéles comme la salade et les écorces d’oranges,
mettent en évidence que ce pilote est opérationnel pour I'extraction de certains micronutriments. De plus,
I'utilisation d’'une centrifugation combinée a I'application de micro-ondes permet d’intensifier le rendement
d’extraction et un gain de temps. Néanmoins, des questions quant a la compréhension relative a I'aéraulique
du systeme et a la distribution du champ de température au cours de I'extraction sont soulevées pour maitriser
parfaitement tous les parametres d’extraction.

Enfin, ce procédé apparait comme une réelle innovation dans le domaine de I'extraction et est tres prometteur
car il peut encore étre optimisé. Il peut apporter aux industriels une solution alternative aux procédés
classiques.

Mots clés : Eco-extraction, pilote, micro-ondes, centrifugation, chimie verte, optimisation, matrices végétales,
métabolites secondaires.

Green extraction by microwaves and centrifugal force

Summary

Current environmental concerns such as the depletion of fossil fuels, the emission of greenhouse gases or
global warming are forcing industry to reduce their impact on the environment and to be part of a greener
approach. In the field of extraction, this has led, for some years now, to the development of innovative
techniques to replace current processes using petroleum-based and energy-intensive solvents. The aim of this
thesis was therefore to research and develop a new green extraction process for plant products, thanks to the
combination of a thermal effect (microwave heating) and an effect mechanical (centrifugal force). The
extraction is carried out directly on the fresh vegetable matrix, the intracellular water of the plant acting as
the extracting solvent.

The first part of this manuscript will present the experimental pilot at the semi-industrial scale combining
microwaves and centrifugation and its potential adaptation for the field of green extraction.

In the second part, the tests carried out using this pilot have been described for the extraction of selected
secondary metabolites. The results, obtained on “model” products such as salad and orange peel, highlight
that this pilot is operational for the extraction of certain micronutrients. In addition, the use of a centrifugation
combined with the application of microwaves makes it possible to intensify the extraction yield and a saving
of time. Nevertheless, questions about the understanding of the aeraulic system and the distribution of the
temperature field during extraction are raised to fully control all extraction parameters.

Finally, this process appears as a real innovation in the field of extraction and is very promising because it can
still be optimized. It can provide manufacturers with an alternative solution to conventional processes.

Keywords: green extraction, pilot, microwaves, centrifugation, green chemistry, optimization, vegetable
matrix, secondary metabolites.
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