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Résumé
Le principal objectif de ce travail était d’évaluer leffet de Thuile essentielle de
I'écorce d’une espeéce aromatique Citrus lemon, sur les caractéristiques physicochimiques,

microbiologiques et sensorielles d’un fromage (Djben) fabriqué a partir de lait de chamelle.

Les huiles essentielle sont ét¢ extraites par hydrodistillation a partir de I'écorce de
Citrus lemon. L’extraction a donné un rendement de 1,92 £ 0,31%. L’activit¢ antioxydante
des huiles extraites a été¢ évaluée par deux tests a savoir le test de blanchiment de B-caroténe et
le test de DPPH. Les résultats ont montré que ces huiles avaient une activit¢ antioxydante plus
¢levée que celle de la vitamine E et le témoin (éthanol), particulierement dans le piégeage des
radicaux libres du DPPH. CEso de I'HE (CEso = 8,5ug/ml) et celle de la vitamine E (CEso =
14,5 pg/mli).

La pandémiedu Covid-19 a empéché lachévement de ce travaildont le but était
d’identifier les constituants de I'huileessentiellepar CPG/MS, effectuer des analyses physico-
chimiques, microbiologiques et sensorielles sur le fromage (Djben)fabriqué traditionnellement
a partr de lait de chamelle et additionné de Thuileessentielle de C. limon a différentes
concentrations, afin d’évaluer son impact sur les différentes caractéristiques du Djben obtenu.
Motsclés : Djben ,Huile essentielle, Citrus lemon, activité antioxydante, impact

physicochimique, microbiologique et sensorielles
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Abstract

The main objective of this work was to assess the effect of the essential oil of zest of
an aromatic species Citrus lemon, on the physicochemical, microbiological and sensory
characteristics of a cheese (Djben) made from camel milk.

The essential oils were extracted by hydrodistillation from the zest of Citrus lemon.
The extraction gave a yield of 1.92 + 0.31%. The antioxidant activity of the oils extracted was
evaluated by two tests, namely the P-carotene bleaching test and the DPPH test. The results
showed that these oils had a higher antioxidant activity than that of vitamin E and the witness
(ethanol), particularly in the trapping of free radicals of DPPH. EC50 of HE (EC50 = 8.5pg /
ml) and that of vitamin E (EC50 = 14.5 pg / ml).

The Covid-19 pandemic prevented the completion of this work, which was to identify
the constituents of essential oil by CPG / MS, to carry out physico-chemical, microbiological
and sensory analyzes on traditionally produced cheese (Djben) from camel mik afetr added
essential oil of C. lemon in different concentrations, in order to assess its impact on the
different characteristics of the Djben obtained.

Keywords: Djben, Essential oi, Citrus lemon, antioxidant activity, physicochemical,
microbiological and sensory impact
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INTRODUCTION

Parmi les métabolites secondaires des végétawhuidss essentielles sont les plus
étudiées et ont suscité, ces derniéres annéentargticroissant dans de nombreux domaines
pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétiquemmatnt par leurs propriétés anti-oxydante
et antimicrobiennéBakkali et al., 2008).

L’industrie alimentaire utilise les huiles esseltg® pour rehausser le golt et

aromatiser les alimen{éprotosoaiest al., 2010).

D’autre part, les huiles essentielles possédentpdefis de composition chimique
différents permettant de les utiliser comme agemwtturels de conservation des aliments
(Holley et al., 2005).

Le lait camelin posséde un certain nombre de pdatités de composition chimique

et physique qui peuvent influencer son aptitude @ohservationgBOUI et al., 2009).

De nombreuses études ont montré que l'incidenciaild sur les constituant du lait
est loin d’étre négligeable en effet, refroidissatnet maintien prolongé au froid sont a
I'origine des modifications d’ordre physico-chimig) biochimiques et bactériologiques. Ces
modifications se traduisent par I'apparition d’'uneuvelle flore adaptée au froid "flore
psychrotrophe(Alloui Lombarkia et al., 2002). Dans ces conditions, la fabrication d’un
fromage reste une solution pour prolonger sa ddeé&e. Toutefois, les fromages fabriqués
a partir d'un lait cru bien gu'’ils restent une dile qui valorise le territoire peuvent poser

probléeme pour le consommateur.

Le fromage est un produit alimentaire qui renferme plus de sa teneur en eau,
plusieurs autres nutriments tels que les protéilessglucides, les vitamines liposolubles et
surtout la matiére grasse, ce qui le rend sujetiéérents types d’altérations microbiennes et
physicochimiquegJeantet et al., 2006 ; St-Gelait et al., 2002).

L’oxydation de la matiere grasse est probableneirainsformation chimique causant
le probléeme majeur en technologie laitiere suridams le fromage en raison de sa teneur
élevée en matiére grasgeo{lomb et Spahni., 1996).

La conséquence la plus perceptible de celle-ci'agparition d’'odeurs désagréables
qui conduisent souvent au rejet du produit paolessommateu¢Prior., 2003).

Plusieurs études ont été menées sur les activiigylmues des huiles essentielles de

Citrus lemon, telles que l'activité antioxydant@iimed., 2011 et Hellal., 2011) et I'activité

1



INTRODUCTION

antimicrobienng(Hammer et al., 1999; Caccioniet al., 1998; Moreira et al., 2005). Ces
dernieres se sont avérées un moyen tres promgitaur pallier les risques d’altérations
causeés par les microorganismes ou par I'oxydates lghides. C’est dans cette optique que
s’articule la présente étude, dont les principabpedifs visent la possibilité d’utilisation de

ces huiles essentielles comme agent naturel, akamt, antimicrobien et aromatique dans le
fromag€DJBEN).

Pour atteindre cet objectif, il nous a semblé neaies de procéder expérimentalement & :

v' L’extraction des huiles essentielle ditus lemon) par hydrodistillation;

v' l'analyse de la composition chimique et I'évaluatides activités biologiques des
huiles essentielles deifrus lemon);

v I'application des huiles essentielles obtenues tafremage (DJBEN);

le suivi de la stabilité oxydative et microbienrand le fromage(DJBEN);

<

v l'analyse des propriétés sensorielles de fromag8HEN) élaborée.
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LE LAIT DE CHAMELLE CHAPITRE I

l. Lait de chamelle
1.1 Apercu sur le cheptel camelin algérien

Sur le plan taxonomique, les chameaux trouvés g@eérid appartiennent a la famille
des camélidés, au genBamelus et a I'espéc&ame usdromedarius (une seule bosseen
Aissa (1989Y)évele que plusieurs races sont élevées en Algériele Chaambi, I'Ouled Sidi
Cheikh, le Sahraoui (issu du croisement de ChaatdiiOuled Sidi Cheikh), I'Ait Khebbach,
le Chameau de la Steppe, le Targui ou race desrdguau Nord, I'Aier, le Reguibi et le

Chameau de I'Aftouh . Cependant, la race Sahrabla @lus dominantéSiboukeur, 2007)

Le cheptel camelin algérien est réparti sur 17 yails, huit wilayats sahariennes dont:
Ouargla, Ghardai , EI-Oued, Tamanrasset, lllidrak, Tindouf et Béchar et neuf wilayats
steppiques dont: Biskra, Tebessa, Khenchela, Batjgdfa, EI-Bayad, Nadma, Laghouat et
M'sila(Ben Aissa, 1989)

1.1.1 Production laitiere

Selon plusieurs études effectuées sur les capaft@soduction de lait, les chamelles
algériennes peuvent étre considérées comme boraésrels comparativement aux
potentialités d’autres races dans plusieurs réginsnonde (3-10 kg/jfFarah, 2011) En
effet, les estimations faites par quelques auteungs donnent des valeurs allant de 0,5 a 10
kg/jour, avec des durées de lactation de 12 a 18, mamme le montre le tableau:

Tableau 01:Production laitiere moyenne de quelques races loaseAlgériennes.

Durée moyenne
Races Production moyenne de lactation Auteurs
(kg) (mois)
Dromadaire de la 0,5-5 12-18 Chehma, 2003
steppe
Sahraoui 2-8 12 Chehma, 2003
Sahraoui 1,5-10 12-18 Siboukeur, 2007




LE LAIT DE CHAMELLE CHAPITRE I

1.2 Caractéristiques de lait de chamelle
1.2.1 Caractéristiques organoleptiques

Le lait de chamelle est de couleur blanche matét go peu salé et d’'un aspect plus
visqueux que le lait de vache, qui est de coulaungtre. Ces caractéristiques et surtout le
godt du lait de chamelle differe selon I'alimentatides animaux et la disponibilité en eau.

L’ingestion de fourrages comme la luzerne, donnegofit sucré, certaines plantes
halophytes le rendent sg8boui et al, 2009).

1.2.2 Caractéristiques physico-chimiques

Le pH du lait camelin se situe autour de 6,6 atidi#é est de I'ordre de 15 °Dornic.
Sa densité oscille entre 0,99 et 1,034 avec uneosit® moyenne de 2,2 centipoises
(Siboukeur, 2007) SelonKamoun (1995) le lait de dromadaire est plus acide et moins

dense et sa viscosité est plus faible que le ¢aitatthe.

Tableau 02: Constantes physiques du lait de chamelle et deef&@moun, 1995)

Lait de chamelle Lait de vache
Moyennes ET Moyennes ET
pH 6,51 0,12 6,65 0,02
Acidité titrable | 15,6 1,4 16 1
Densité 1,028 0,002 1,032 0,001

ET= Ecart Type

La variabilité des rendements laitiers est liee i@erd facteurs notamment
'alimentation, le stade de lactation, la pratiguda fréquence de la traite, la race et le nombre
de mises basK@moun1994)

1.2.3 Composition chimique et biochimique

La composition chimique globale du lait de chametiatient des teneurs importantes
et équilibrées en nutriments de base (protéineseragrasse et lactose) avec des proportions
similaires a celles présentes dans le lait de vadloetefois, elle présente une grande
originalité dans la composition fine et qualitatides matiéres protéiques, des matieres
grasses et des vitamingSiboukeur, 2007, Attia et al., 2001)
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Tableau 03: Composition chimique globale du lait de chdenglanou, 2018)

Extrait sec Matiéres Protéines Lactose Cendres Références
(%) grasses(%) (%) (%) (%)
9,60 1,20 3,07 5,40 0,99 | Attiaetal,
2001
11,31 2,8 3,56 4,38 0,72 | Siboukeur,
2007
12,18 5,74 2,90 - 0,69 Eshraga et
al., 2011
10,92 3 3,39 3,52 0,93 | Boudjenah,
2012
10,13 4,4 2,8 4,3 0,82 Mortada et
al., 2013

1.2.3.1 Teneur en eau

La teneur en eau de lait de chamelle varie selorddgré de sécheresse de
'environnement extérieur (91% d’eau en saison sembntre 86% en saison d’abondance
alimentaire). Ces variations d’humidité du laitemfient de facon directe les teneurs de ses

autres composeés.

L’eau est le constituant le plus important du la#&.présence d’'un dipdle et de double
d’électrons libres lui confere un caractére polae caractére polaire lui permet de former
une solution vraie avec les substitutions polaiedle que les glucides, les minéraux et une

solution colloide avec les protéin@4gnola, 2002)

La teneur en eau du lait camelin, qui varie selmmapport dans I'alimentation, atteint
son maximum pendant la période de sécheresse féiniked été montré que la restriction en
eau alimentaire des chamelles se traduit par uoéodi du lait : un régime riche en eau
donne un lait ayant un taux de 86%, alors que danmggime déficient, celui-ci s’éléve a 91%
(Yagil, 1980, Faye, 1991)Cette dilution pourrait étre I'effet d'un mécamis d’adaptation

naturelle pourvoyant en eau les chamelons durgriade de sécheresse.
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1.2.3.2 Minéraux

La teneur totale en minéraux est généralement méeri en cendres totales
(Konuspayeva et al., 2009)Elle varie de 0,60 a 1,05 % dans le lait de chi@niBien que les
sels représentent dans la plupart du temps moid8adu lait, ils influent sur I'état physique
et la stabilité des protéines du lait, en parterule complexe phosphocaséina(éarah,
2004) Les variations de la teneur en minéraux ont #tdaees a la race, I'alimentation, les
procédures analytique@l kanhal, 2010) l'apport en eayHaddadin et al., 2008 ; Al
kanhal, 2010) I'état sanitaire de I'animal et le stade de t&dton(Farah, 2004) Le lait de
chamelle est une source riche en chlor(kéedjour, 2014) en raison des fourrages
consommeés par les dromadaires, comme Atriplex @ci&¢ qui contiennent généralement
une forte teneur en sé¥agil, 1982) La réduction des principaux composants du lait et
'augmentation de la teneur en chlorure du lait desmelles déshydratées pourrait étre une
autre cause pour le golt salé dans le lait de diail#é kanhal, 2010) Les minéraux : Na,

K, Fe, Cu et Mn dans le lait de chamelle sont $desient plus élevé que ceux rapportés pour
le lait de vachéAl kanhal, 2010)

Tableau 04: Composition en sels minéraux (mg/l) du lait taroelle (selon

différents auteurs citgar Siboukeur, 2007 ; comparaison avec le lait de vache

Origine Ca Mg P Na | K Fe Zn Cu Ma | Pb
du lait
Lait de 1060 | 120 | 630 690 156p 2.6 4.4 1.6 (0124 -+ +  YAGIL et
chamell ETZION,
e (1980)
1078 | 122 | 641 702 1586 2,64 4,47 1,63 0,p0 - - SAWAYA et
al, (1984
1310 | 140| 510 27Q 450 0.4 0.1 0.2 - - - GNAN et
SHREHA(198
6)
1160 80 710| 360 62(Q -- -- - - -- --| HASSAN etal,
(1987)
300 45 -- 431| 725 2.8 - - -- -- 1.8 ELAMIN et
WILCOX ;
(1992)
1462 | 108 | 784 902 211p 3.4 2.9 0.1 20 0j1 - BANGOUMI
etal ;(1994)
1180 | 125| 889| 688 1464 2.34 6.00 1.42 0.80 - -MEHAIA et al
; (1995)
1182 74 769| 581 1704 1.3 5 -- 0.1 - -1 GORBAN etal
; (1997)
1230 90 102| 660 | 1720 -- -- -- -- -- - ATTIA et al,
0 (2000)
Lait de °1000 | °100 | °75 | °35 | °120 | *0.20 | *2.00 | *0.02 | *0.03 | *0.01 | *0.04
vache - - - - - - - - - - - (°) et(*)
1500 | 150 | 120 | 100 | 1800 | 0.50 | 5.00 | 0.15 | 0.05| 0.05| 0.08

N.B : (--) : non déterminé ; (°) : seldvietton et al ; 1994; (*) : selonLuquet ; 1985 Sont soulignées

les valeurs extrémes.
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1.2.3.3 Vitamines

Le lait de chamelle se singularise par sa richesaéive en vitamines B3 (niacine) et
en vitamine C. Méme si des variations importantes 245 a 60 mg/l) de la teneur de cette
derniére dans le lait camelin sont rappoftasrah, 1993) il n’en demeure pas moins que la
teneur signalées (autour de 36 mg/l sdfamah et al., 1992 sont en moyenne 3 fois plus
elevées que celles présentes dans le lait bovin,nqudépassent pas 22 mg/l selon

Mathieu(1998)

Cette caractéristique est particulierement intémretes car elle permet au lait de cette
espéce, par son apport important en cette vitandeesépondre aux besoins nutritionnels,
aussi bien du jeune chamelon que des populati@mage®, qui vivent dans un environnement

ou I'apport en ce type de vitamine est particuhieeat limite(SIBOUKEUR, 2007).

Tableau 05:Composition en vitaminesig/kg) du lait de chamelle, (selon différents awuteur

cité parSiboukeur, 2007 ; comparaison avec le lait de vache.

Nature de Lait de chamelle Lait de vache
vitamin SAWAYA et | FARAH et MEHAIA KAPPELER | FARAH(1993)
al (1984) al (1992) (1994) (1998)

A (Rétinol) 150 100 - 150 170-180
B1(Thiamine ) 330 - - 600 280-900
B2 (Riboflavine) 416 570 - 800 1200-2000
B3(Niacine) 4610 - - 4600 500-800

B5(Acide 880 - - 880 2600-4900
pantothénique)
B6(Pyridoxine) 523 - - 520 400-630
B12(cobalamine) 1,5 - - 2 2-7
B9(Acide 4.1 - 4 100-200
folique)
E(Tocophérol) - 560 - 530 100-200
C(Acide 24 37 25 24-36 3-2

ascorbique)
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1.2.3.4 Matiere grasse

La matiere grasse laitiere qui représente une csoumportante d’énergie, est
constituée essentiellement des lipides et desautes lipoidiques. Le lait de chamelle est en
moyenne plus faible en matiére grasse que le éaitathe. Cependant, les globules gras du
lait de chamelle sont de tres petites tailles @,2,2u de diametre) et restent donc en
suspension méme apres 24 heures de repos, camiair@au lait de vache dans lequel ces
globules constituent une couche grasse en surtabewt de quelques heures. Par ailleurs, la
matiére grasse du lait de chamelle apparait li&epantéines, tout ceci explique la difficulté a
baratter le lait de chamelle pour en extraire lertee Comparée au lait de vache, la matiere
grasse du lait de chamelle contient moins d’aciptas a courtes chaines. Cependant sa teneur

en acide gras volatils et en acides gras non sagstdmportantéSiboukeur, 2007)
1.2.3.5 Les protéines

Le lait de chamelle joue un réle important en tqamé source de protéines pour les

personnes vivant dans les régions arides du m@tudgep et al., 2013)

Ces protéines, selon leur solubilité en milieu add répartissent comme pour les laits
des autres especes, en deux fractions : les casdites protéines du lactoséryiv.angoh et
al., 1998)

1.2.3.5.1 Les caséines

Les caséines camelines sont des phosphoprotém&seatant la fraction protéique la
plus abondante, a savoir 52 a 87% des protéinedesafFarag et Kabary, 1992 et
Khaskheli et al., 2005) Plusieurs travaux ont caractérisé ces casétra# enis en évidence
I'existence de protéines homologues aux caséifdsaS2, f etk bovines, ces travaux ont
montré que globalement les proportions sont sireikaa celles rencontrées dans le lait bovin
a I'exception de la caséinequi semble se retrouver a des teneurs plus fafBlég% contre

13% dans le lait de vach@)chirkhuyag et al., 1997

Une autre particularité de la caséine du lait demddaire est qu'elle est distribuée
sous forme de micelles ayant un diametre doublenet charge en minéraux et citrate

relativement plus importante par comparaison & ahlllait de vach@ttia et al., 2000)
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sous-micelle

pont phosphate
de calcium

Figure 01: Représentation de la micelle de caséine $elorodele dé&chmidt (1980)
1.2.3.5.2 Les protéines du lactosérum

Les protéines du lactosérum sont les deuxiemesipales composantes des protéines
du lait de chamelle et constituent 20 a 25% degépres totalegKhaskheli et al., 2005)
Selon plusieurs études, leur composition et lencentration sont différentes de celles du lait
de vache. En effet, a [I'exception dea-lactalbumine, I'albumine sérique, les
immunoglobulines, les protéose-peptones, la laciofs la lactopéroxydase et le lysozyme
qui sont homologues a celles trouvées dans c€Qatrdet et al., 2000) d’autres protéines

n'ayant aucun homologue ont été isolées et caisé&ir dont:

% Une protéine a caractere acide déenommeée WheyAcuatieiR Kappeler, 1998).

¢ Une protéine dénommée NovelWheyProt@eg et al., 1987).

%+ Une protéine de reconnaissance du peptidoglycammlogue a celle du lait humain
(Kappeler, 1998).

% Une protéine basique dénommeée Camel Whey BasieiRgl-hatmi et al., 2007).

% Une protéine de 14000 Da riche en résidus cystéingont I'extrémité N-terminal
présente une similitude de structure avec cellecdséines et p camelinegBeg et

al., 1984).
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En outre, ces protéines sériques sont thernstaéses(Farah et al., 1996). EI-
Agamy et al., (2000)démontrent que le chauffage du lait camelin a 8pé@dant 10 min
inhibe seulement 56% du lyzozyme et 65,5% de ltolaaine alors que I'application du
méme traitement thermique au lait bovin inhibe 73 dW lyzozyme et 98,8% de la

lactoferrine.
1.2.3.6 Le lactose

Comme dans le lait bovin, le lactose est le igrienajoritaire présent dans le lait
camelin(Farah, 1993) Sa teneur varie de 2,40 a 5,8QR6nuspayeve, 2009) La variation
observée en cet élément peut étre di au type ddeplaonsommées dans les déserts
(Khaskheli et al., 2005)

1.2.4 Caractéristiques microbiologiques

Le lait de chamelle peut étre ensemencé par de meusds especes microbiennes.
Pour certaines, il constitue un bon milieu de geltice qui leur permet de s'y développer.
Pour d'autres germes banals ou pathogenes, ilguest véhicule occasionnel. En raison de la
grande diversité des bactéries présentes dang,letlan se basant sur un certain nombre de
propriétés importantes gu'elles ont en communegserdivise en deux catégories: les bactéries

saprophytes et les bactéries pathogenes.
1.2.4.1 Bactéries saprophytes

Elles peuvent avoir un intérét hygiénique, tedbgigue ou étre indifférentes.
a). Flore lactique

Les bactéries lactiques forment un groupe trésrbgene. Elles fermentent les sucres

dans des conditions diverses. Parmi les genresrteppat a cette flore, on cite les

Streptococcus (oulactococcus), lesLactobacillus lesLeuconostoc et lebifidobacterium.
b). Flore d'altération

Ce sont des bactéries et champignons indésirappertés par la contamination.
Cette flore regroupe les bactéries thermorésistames coliformes, les psychrotrophes, les

levures et moisissuréBieng, 2001)
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1.2.4.2 Bactéries pathogénes

Le lait et les produits laitiers, de méme que ceayant subi un traitement
d'assainissement, peuvent contenir des germes gaste® pour I'homme tel que les
entérobactéries. L'animal, 'hnomme et I'environne@impeuvent étre a l'origine de cette
contamination. Différentes espéeces bactériennet capables de pénétrer dans la mamelle
par le canal du trayon et sont excrétées danstleClartains de ces germes en patrticulier, les
streptocoques et staphylocoques, provoquent desmmtesn avec contamination du lait
(Tarek 2018)

En termes de microbiologie, le lait de chamelle jaiaais été étudié a large spectre,
les travaux réalisés sont cités aux doigts, etouere pas tous les aspects microbiologiques.
Ces travaux éparpillés ne touchent que quelquespgeo de microorganismes d’intérét
technologique ou sanitaire. Le tableau résumeggesltravaux de recherche réalisés, sur des
microorganismes isolés du lait de chamelle, eniquéier des bactéries lactigu@@oussouar
,2017)

Tableau 06 :Bactéries lactiques isolées a partir du lait ¢rduelait fermenté de chamelle
(Boussouar ,2017)

Origine du lait Especes
Algérie Lait cru de E. durans, E. faecalis, E. faecium,
chamelle Lb. paracaseisubsp. paracasai, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus,

Lc. lactissubsp. lactis, Lc. lactissubsp. lactisbiovardiacetylactis

Algérie Shmen beurre a | E. faecium ,

base du lait de chamelle | Lb. delbrueckiisubsp. bulgaricus, Lb. plan tarum, Lb.
paracaseisubsp. paracasel ,

Lc. lacti ssubsp. cremoris, Lc. lacti ssubsp.
lactisbiovardiacetylactis

Leu. gelidum, Leu. Pseudomesenteroides

E. casseliflavus, E. faecalis, E. faecium

P. acidilactici, P. damnosus, P. halo philus, P. paravulus, P.
pentosaceus ,

Srep. bovis, Srep. salivarius, Srep.  salivariussubsp.
thermophilus, Lb. amylophilus, Lb. brevis, Lb .

11
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Maroc Lait cru de

chamelle

caseisubsp. casel ,

Lb. caseisubsp. rhamnosus, Lb. delbrueckiisubsp. bulgaricus,
Lb. delbrueckiisubsp. delbrueckii, Lb .

delbrueckiisubsp. lactis, Lb. helveticus, Lb. paracaseisubsp.
tolerans, Lb. plantarum

Lc. garviae, Lc. lactissubsp. cremoris, Lc. lactissubsp. lactis,
Lc. lactissubsp. lactisbiovar

diacetylactis, Lc. raffinolactis ,

Leu. lactis, Leu. mesenteroidessubsp. cremori s, Leu.
mesenter oidessubsp. dextranicum, Leu .

mesenter oi dessubsp. Mesenteroides

Inde Fromage a base du

lait de chamelle

Lb. casei, Lb. delbrueckiisubsp. bulgaricus, Lb. fermentum, Lb.

plantarum

Sudan
Garriss lait fermenté a
base de lait de chamelle

E. faecium ,

Srep. bovis, Srep. infant ariussubsp. infantarius ,

Lb. animalis, Lb. brevis, Lb. divergens, Lb. fermentum, Lb.
gasseri, Lb. helveticus, Lb. paracaseisubsp .

paracasel, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lactobacillussp ,.

Lc. alimentarium, Lc. lactis, Lc. Raffinolactis

Kenya Suusac lait
fermenté a base de lait de

chamelle

Lb. curvatus, Lb. planta rum, Lb. salivarius ,
Lc. raffinolactis ,
Leu. mesenteroidessubsp. Mesenteroides

1.2.5 Aptitude du lait de chamelle a la transformaitbn technologique

Le lait de chamelle ne possede pas une aptituti@adtyique comparable a celle des

laits d'autres mammiféres plus largement explditéshe, brebis}Siboukeur, 2007) .

Selon plusieurs études comparatives avec le laihke nombreuses spécificités liees

a cette inaptitude ont été mises en évidence dumffaible teneur en extrait s€&amoun,

1995) une teneur plus faible en caséinene proportion plus importante en casdine

(Kappler et al., 1998 et Ochirkhuyag et al., 1997)des mobilités électrophorétiques

différentes(Attia et al., 2000)et un site de clivage de la caséingar la chymosine différent

12




LE LAIT DE CHAMELLE CHAPITRE I

(au niveau de la liaison Phe97-11e98 dans cealaiieu de la liaison Phel05-Met106 dans le
cas du lait bovin [Kappeler et al., 1998) De méme, sa micelle de caséine se distingue par
un diametre plus éleve, par une charge minératérate plus importante et par une stabilité

physique plus marquée vis-a-vis de l'acidificat{éttia et al., 2000) .

Au vue de ses particularités, sa coagulation enggmaaboutit a une affinité limitée
pour la présure et a une structuration limitée gids formégRamet, 2003) Par ailleurs, sa
fermentation lactique, n'aboutit pas a un caillég@ade simples flocons dispersés, dépourvus
de toute fermet@Abu-Tarboush, 1994).

En outre,Kamoun (1995) EI Agamy et al., (2000) et Attia et al., (20013tipulent
gue le lait de dromadaire a une faible aptitudad@dification, qui se traduit par une phase de
latence prolongée et par un gradient plus faiblesda développement de la prise d’acidité.
Ces auteurs suggerent que ces différences proviemieela présence d'un systeme anti —
microbien efficace caractérisé par une forte temgulyzozyme et en lactopéroxydase ainsi
gue par un pouvoir tampon plus marqué que powitielé vache.

1.2.6 Les produits dérivés

Les produits dérivés a base de lait de chamellé fatmniqués de facon artisanale et
peuvent étre considérés comme des «produits-terfoitement associés a une identité
culturelle locale et issue d’'un savoir-faire anc@stParmi ces produits on peut citer : le
shubat, le koumis, le gariss et le fric (des baisstermentés), le kourt (un fromage dur),

'agaran (une créme) et le balkaimak (des caramelsougatKonuspayeva et al., 2004)

Cependant, les travaux menés sur ce lait ont gedlmimieux cerner les difficultés et
de les contourner en usant de quelques modifiaties procédés utilisés. C’est ainsi que des
essais concluants de transformation du lait de eHaman produits dérivés nouveaux ont été
rapportés par plusieurs auteurs, notamment polablkécation du lait en poudrépu-lehia,
1994) de beurrdFarah, 1991) de fromag€Ramet, 1994)

Ces transformations étaient rendus possibles pbhaddition de laits d’autres espéces
tels que le lait de brebiRamet, 1990)ou le lait de vachgdMehaia, 1993) par une
augmentation de la teneur en matiere sgdhertada et Omer, 2013) ou I'addition de
certains stabilisateurs(Hashim et al., 2008 et Ibrahim et Khalifa, 2015) par un
changement de la nature de lI'enzyme coagulanteoet par l'augmentation de sa

concentration, ainsi l'utilisation de la pepsinevine ou de la présure cameline ont été
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proposées au lieu de l'utilisation de la présureifm pour la fabrication des fromages
(Wangoh et al., 1993, Siboukeur, 2007 et Boudjendtaroun, 2012) Ces extraits
enzymatiques possedent une meilleure affinité pEricaséines camelines et aboutissent a de

meilleurs coagulums.

Une autre innovation technique, consistant a laerais point d’'un ferment nommeé
(Camifloc ND), composé de phosphate de calciumnet enzyme végétale permettant de
coaguler le lait de chamellgl Zubeir et Jabreel , 2008) Ce ferment développé et
approuvé par l&AO, a offert une opportunité intéressante aux éleveamelins du Sahel

(Mali et Niger) de valoriser les excédents laitigosis forme de fromage
1.3 Aptitude de la coagulation de lait de chamelle
1.3.1 Coagulation du lait

La coagulation du lait est la premiere étape dangrbduction de la plupart des
produits laitiers, pendant laquelle le lait esh&farmé, par des enzymes spécifiques et / ou
des bactéries lactiques, en un coagulum semi-selg®elastique. La coagulation du lait
correspond a une déstabilisation de I'état miaellales caséines, et selon le mode de
coagulation employé, les mécanismes de formationcakgulum et ses caractéristiques
different. L'analyse des différentes étapes de&dion du gel est d'une importance majeure.
Par exemple, la détermination du temps de coagulaist une étape clé puisqu’elle affecte de
maniere significative le rendement fromager. Sdéeoupage est réalisé avant la fin de la
coagulation, des pertes de graisse et de partidgezillé fines se produisent induisant par
conséquent une diminution du rendement fromagercéatre, si le caillé est trop ferme, la
synérése est retardée entrainant une augmentaida @neur en eau du fromage, ce qui

prolonge la durée d’affinage des fromaf@snedito et al. 2002)
1.3.1.1 Coagulation par voie acide

La coagulation par voie acide est de nature élelstnuique. Une diminution du pH est
induite soit par : I'action de bactéries lactiquesurellement présentes dans le lait et / ou
ajoutées sous forme de ferments lactiques transfurrte lactose en acide lactique, ou
acidification chimique (injection de CO2 et / ouglaconosé-lactone (GDL)). L’abaissement
du pH de 6,7 a 4,4 conduit a la formation du gelidme. En effet, les micelles de caséines
sont présentes dans le lait sous forme d’agrégatyudtre protéines (caséinesl, as2, et

k), et leur stabilisation est réalisée par des autéwns hydrophobes et ioniques. Ces agrégats
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sont renforcés par la présence de phosphate dernadcl'intérieur des micelles, tandis que
I'extérieur de ces agrégats est stabilisé pardéimex chargée négativement et qui assure des
répulsions électrostatiqgudglcMahon et al. (2009)ont rapporté que la coagulation acide du
lait de vache peut étre divisée en trois phasderestion de la diminution de pH. La premiere
phase (de pH 6,7 a 5,3) est caractérisée par $odaisdion des micelles des caséines. La
deuxieme phase de l'acidification se situe entre 3Bl et 4,9, et est caractérisée par une
réassociation des protéines qui forment des p#taolloidales plus compactes. La derniére
phase commence a un pH inférieur a 4,8 impliquar@ agrégation rapide des caséines
colloidales conduisant a la formation d’'un réseetéque qui apparait a un pH d'environ
4,8. Au cours de I'acidification, la neutralisatidas charges négatives en surface des micelles
de caséines conduit a une augmentation du diammayen des micelles. Le gel formé par

acidification est friable, de faible contractil@dliet sans cohési@itamal, 2016)
1.3.1.2 Coagulation par voie enzymatique

Un grand nombre d’enzymes protéolytiques ont lgopébé de coaguler le lait. Les plus
utilisées sont des enzymes d'origine animale. Ledparations coagulantes d’origine
végeétales sont rarement utilisées du fait de leuwpir coagulant tres variable. La présure est
considérée comme le coagulant d'origine animajdus utilisé. Elle est constituée de deux
enzymes protéolytiques : chymosine (80 %) et pep&0 %). La présure est principalement
obtenue a partir de la caillette de veau. L’'ajdetla présure au lait entraine sa coagulation
par hydrolyse de la caséiresituée a la surface de la micelle en coupantladn peptidique
Phe97 - 11e98 et Phel05 - Metl106 du lait de chametl de vache, respectivement. Cette
hydrolyse libere le glycomacropeptide (GMP) qui kestpartie hydrophile de la caséire-
chargée négativement et responsable des répuléleasostatiques (fragments 106-169 et
98-162 dans le cas du lait de vache et de chamefipectivement). Le GMP est soluble et
est expulsé hors de la micelle. Le fragment 1-105-€97 respectivement pour les laits de
vache et de chamelle, correspondant a la paraeaségui est hydrophobe et reste a
l'intérieur de la micelle, et interagit avec d’agrcomposants de la micelle par des liaisons
hydrophobes entrainant la formation d’'un gel (Angbal. 2002). La coagulation du lait par
voie enzymatique correspond a trois phases: - Bagprimaire qui correspond a I'hydrolyse
de la caséing: Cette action entraine la formation de deux fragmepeptidiques : la
paracaséin&-qui reste associé a la micelle et le GMP qui est@é dans la phase du sérum.
Il en résulte une réduction des charges négativdeserépulsions stériques de telle sorte que

les micelles de caséines deviennent susceptiblegyr@gation(Anema, 1997) - La phase
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secondaire qui correspond a la formation d’'un gelggrégation des micelles. L'agrégation
démarre lorsque 85 a 90 % de la casgimst hydrolysée, ce qui correspond a environ 60 %
du temps nécessaire pour observer visuellemenbdgutation. - Au cours de la phase
tertiaire, des modifications majeures ont lieu aueau de l'organisation des micelles
agrégées via la mise en place de liaisons phosluiques et des ponts disulfures. Le gel
formé est structuré et posséde entre autres uneehbaasticité, une faible friabilité et un fort

pouvoir de contraction permettant sa bonne aptiéukisgouttage par syneréamal, 2016)

Caséine-x
Caséines
hydrophobes o Phosphate

Présure
Glycomacropeptide

Pont phosphate
de calcium

Micelles de caséine Hydrolyse de la caséine-x Coagulation
(paracaséine-x)

Figure 02: Etapes de formation d’un gel par action de layngsur les caséines du lait
(d’aprés le modéle de Schmidt, 1980)

1.3.2 Propriétés du lait de chamelle a la coagulatio

Le lait de chamelle est une matiére premiére algriqoi reste peu valorisée dans
I'industrie agro-alimentaire. Cela s’explique parfaible aptitude a se transformer en produits
dérivés. Afin de lever les verrous technologiquesdéaveloppement de nouveaux produits,
guelques études ont été menées dans le but d’aerdbs propriétés de coagulation du lait de
chamelle. Les faibles teneurs en matiére séche eagéinae, le diamétre élevé des micelles
de caséines et I'absence fldactoglobuline sont parmi les principales diffigd pour sa
transformation en produits laitiers dériy@&amet, 2003 ; Kappeler et al. 2003 ; EI-Agamy,
2006; Al-Kanhal, 2010) En ajoutant du chlorure de calcium (CaCl2) a coecentration de
15 g.100 L-1 ou en mélangeant du lait de chameke du lait de vache et / ou de brebis (10
a 30 %), les caractéristiqgues des gels obtenugténaméliorées puisqu’une diminution du
temps de gélification de 20 a 30 % et une augmentake la fermeté de gels (doublement)

ont été observées par rapport au lait de chaméiteoin (Farah et Bachmann, 1987 ;
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Ramet, 1990, 1994, 2003Tes travaux ont été recemment confirmésHzlu et al. (2016)

qui ont indiqué que I'enrichissement du lait derabfe avec le CaCl2 & une concentration de
20 g.100 L-1 contribuait a diminuer le temps deifigétion de 703 a 494 secondes et a
augmenter la fermeté des gels de 14 a 55 Pa, epacaison au témoin (lait sans ajout de
calcium). La majorité des études susmentionngeste realisées avec la présure extraite de
la caillette de veau comme agent coagulant. D’autravaux de recherche ont porté sur
I'utilisation de la pepsine de vegWangoh et al., 1993 ; Ramet, 1994)u de la chymosine
de chamelorfWangoh et al. 1993 ; EI-Agamy, 2000b ; Kappeler el. 2006 ; Haroun et

al. 2012 ; Konuspayeva et al. 2014)

Ces travaux ont souligné que le meilleur coagulsh abtenu en utilisant de la
chymosine tirée de I'estomac de chamelon ou desfmipe de veau. Il est a indiquer que
I'utilisation de la pepsine de veau, ayant unevéétiprotéolytique assez prononcée, peut
induire l'apparition de défauts d’amertume provagyér lI'accumulation de peptides amers
dans le produit fin{Ramet, 1993)

1.3.3 Fromage
1.3.3.1 Définition

La dénomination "fromage" est réservée au produinénté ou non, affiné ou non,
obtenu a partir des matieres d'origine exclusivertatiere suivantes : lait, lait partiellement
ou totalement écrémé, creme, matiére grasse, babauiisées seules ou en mélange et
coagulées en tout ou en partie avant égouttagepos &limination partielle de la partie
aqueuse, la teneur minimale en matiere seche dluprinsi défini doit étre de 23 grammes
pour 100 grammes de fromag&sk, 2006 ; Décret, 2007)

1.3.3.2 Principales étapes de la fabrication des fnmages

La fabrication fromagere peut étre considérée commpghénomeéne d’agglomeération,
correspondant a une synérése, associée a un phémodiécoulement. Il s'agit de
'agglomération des éléments protéiques du laitladeaséine principalement, plus ou moins
modifiées, qui emprisonnent les autres constituatisensuite, de l'agglomération de
morceaux de caillé moulés. Ce phénoméne d’aggldib@raest associé a celui d’'un
ecoulement de la phase liquide, composée de l'aauad et des éléments solubles

emprisonnée dans des pores, puis libérée .
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Habituellement la fabrication du fromage comprémis étapes : La formation d’'un
gel de caséines, c'est la coagulation du lait ;déshydratation partielle du gel, c’'est
I'égouttage qui aboutit & un caillé et le salages €tapes concernent les fromages frais. Le
reste des fromages subissent en plus une étapinakpdf, ce sont les fromages affinés
(Camembert, Roquefort, Gouda, Tulum,(Lahsaoui., 2009 .

1.3.3.3 Protéolyse du lait et de fromage

Les caracteres organoleptiques des fromages easules métabolismes des divers
constituants du caillé. La protéolyse a un roleartgnt dans la genese de la flaveur, par la
libération de nombreux peptides et acides aminés;nme&mes précurseurs de COmMpPOSESs
aromatiques. Certains peptides, en particuliepbggtides de faible masse moléculaire et de
forte hydrophobicité, sont connus pour développee forte saveur amere. L'amertume,
lorsqu'elle est trop prononceée, est considérée aommdéfaut gravéMolimard, 1994).

La caséine va subir des réactions chimiques suvessgui vont engendrer une saveur et une
texture agréables au pal@ifisin, 2010) Les enzymes ou agents d'affinage, peuverit avo
trois origines: le lait, la présure ou les micrgamismes. Plusieurs types de dégradations

s'effectuent simultanément ou successivement, eticydeer la lipolyse et la protéolyse.

Dans un fromage frais, les bactéries lactiques @iéiptient pendant les premiéres 24
h et synthétisent leurs enzymes ; durant la phapenentielle de croissance, les enzymes
situées dans la paroi cellulaire ou dans la meneb@moplasmique, peuvent donc influer
directement sur les caséines ou les peptides sitags le fromage. La protéolyse des
fromages est influencée par les différents paranéte fabrication (nature du lait, présure et
affinage)(Bouton, 1992)

1.3.4 Fabrication de Jben
1.3.4.1 Définition

Selon la norme du Codex Alimentaires et la nornterirationaledFAO/OMS (2005),
le fromage frais ou non affiné est du fromage mipFét a la consommation peu de temps
apres fabrication. Aux termes de la réglementafiancaise, la dénomination «fromage» est
réservée a un produit fermenté ou non, obtenu gagudation du lait, de la creme ou de leur

mélange, suivie d’égouttage. Tous les fromages trai une DLC de 24 jours
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J'ben est un fromage traditionnel frais obtenu quagulation enzymatique (présure
extrait a partir de la caillette de veau). Le kestiné a la fabrication est chauffé, une fois
tiede, un fragment de caillette bovine est macémsde lait. Apres coagulation du lait et
égouttage, le caillé ainsi obtenu peut étre saladulitionné de quelques épices ou de plantes

aromatiques(Lahsaoui., 2009)

le fromage frais « Jben » ne présente pas de éasditjues définies a cause des
méthodes artisanales utilisées pour sa préparatgposant, essentiellement, sur les
connaissances acquises a partir d'une longue exp&iSalmeron et al., 2002)Les arébmes,
les propriétés organoleptiques et les caractéanssigphysico-chimiques du fromage dépendent
de celles du lait cru qui a son tour dépend dade des animaux et leur type d’alimentation
(Poznanski et al., 2004)

1.3.4.2 Fabrication du DJBEN
Le fromage frais Jben est préparé de facon toamtiglle a base du lait cru .
Les étapes de la fabrication du Jben sont les suivies :

+ Le lait cru est chauffé sur feu doux

+« L'ajoute de coagulant dans le lait, qui entrainedagulation du lait.

% Laisser le lait chauffé jusqu’a la séparation dilé&at de lactosérum.

% L’égouttage du caillé dans une mousseline.

+ Le coagulum obtenue est appelé Jben, est mis damsoule est conservé dans le

réfrigérateur.
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II. Huile essentielle de citrus limon
I1.1 Generalite sur le citron
I1.1.1 Le citronnier

I1.1.1.1 Taxonomie

by

Le citronnier est une plante angiosperme dicotylédappartenant a l'ordre
Térébinthales, a la famille d&utaceaga la sous-famille de&urantioideae a la sous tribu
desCitrinae et au genreCitrus. Les Térébinthalessont des plantes dialypétales disciflores
superovariées, c'est-a dire des plantes dont éegsflportent un disque et possedent des

pétales libres .

Les Rutaceaes'identifient par la présence, sur leurs organ@semrs, de poches
sécrétrices de typschizolysigeneCertaines Rutacées sont des herbacées a peiibssdb au
go0t poivré dont la plupart sont des arbres odauifis, a fruits juteux. lls constituent la sous

famille desAurantioideae

Le caractere distinctif de la sous-tribu d&frinae ou Hespéridéesst le fruit appelé
hespéridie: les parois de ses loges sont garnies de paiswléires, se développant dans la
cavité ovarienne en sacs remplis de grosses ceBuparoi mince et contenant le jus. Ce nom
est issu de la mythologie grecque ou les trois hgamu couchant aux voix claires, appelées

Hespérides, veillaient sur les « pommes d'or »atger des Dieux(Munier, 2011)

Le citronnier est désigné sous le nom @irus limonum(L.) Burman ou plus
courammentCitrus limon La variété du citronnier, Eureka ou des 4 saisess la plus
cultivée du fait de sa mise a fruit rapide et de fl@raisons trés remontantes permettant la
production de fruits au printemps et en été. CeHdété est originaire de Californie
(Loussert, 1989)

I1.1.1.2 Caractéristiques botaniques

La longévité naturelle du citronnier peut approclesr200 ans, mais en culture, son
existence d'arbre productif se limite a 50-60 dmscitronnier (Figure 1) est un petit arbre
vigoureux et épineux qui peut atteindre 3 & 6 nhalateur. Le tronc est court et le bois est
dense et de couleur jaune veiné. Les racines peles sont fortement pivotantes et

s'enfoncent a plus de 1,5 m alors que les secasdsint toutes proches de la surface du sol,
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entre 15 et 80 cm sous terre. La frondaison eshderd'une succession de demi-spheres

superposées. Son développement s'effectue dertavieres :

% En trois flux végétatifs, le plus important au peimps, en été et au début de
I'automne.

% Le citronnier émet aisément, sur ses branches Agégesameaux ou gourmands qui se
développent verticalement du fait de la dominangeade ; ils dépassent alors la
frondaison et constituent un nouvel étage.

% Des bourgeons adventifs latents, d'origine endqgeristent sur les branches et

permettent de régénérer la charpente d'un arbrendgé.

Figure 03: Citronnier(Munier, 2011)

Les feuilles du citronnier, de couleur vert fonec#éldnt a la face supérieure et vert clair a
la face inférieure, sont persistantes, alterngeetnervurées. Elles sont grandes (6 a 11 cm de
long), elliptiques et lancéolées avec un limbe fégent dentelé a I'extrémité et un pétiole

trés faiblement ailé.

Comme le montre la Figure, les bourgeons sont @uge et les fleurs, de grande taille, se
situent a l'aisselle des feuilles et sont groumemflorescences sur les rameaux courts de
I'année. La corolle, dite dialypétale, est conétitdle 5 pétales épais et libres, blancs bordés
de pourpre et tres odorants par leur huile esdlentiee calice, en cloche, est formé de 5
sépales, verts, soudés. Les étamines sont générglem nombre supérieur a 4 fois celui des
pétales. Leurs filets sont soudés a la base ereditilte contenant le disque nectarifére sur
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lequel est fixé l'ovaire. Ce dernier est plurilaited, avec 8 a 12 carpelles entierement
indépendants qui deviendront autant de quartiens ¢k fruit. L'ovaire se prolonge par un

style de diametre inférieur a celui du stigmatenparativement gros. La floraison est dite
remontante : en toute saison, des fleurs s'épa®niisalors que les fruits de l'année
précédente sont encore parfois sur l'a(Bpgegel-Roy et Goldschmidt, 1996 ; Khan, 2007)

Figure 04: Bourgeons et fleur@iunier, 2011)

I1.1.2 Le citron
I1.1.2.1 Botanique du citron

Le fruit du citronnier est une baie dite limonif@mc'est-a-dire, ovoide et avec, a
I'extrémité stylaire, un mamelon souvent cerné el'dépression circulaire, sans persistance

d'aucune piéce florale

La peau du citron est appelée écorce ou zesteesillerillante et d'une couleur variant
du vert au jaune vif selon la maturité du fruitieEdst tres fortement adhérente aux quartiers et

pourvue de nombreuses glandes oléiféres renferdesntssences

La peau se développe a partir des parois extenmewtnne des carpelles floraux. Elle
est constituée par le flavédo comprenant I'épicatple mésocarpe externe, et I'albédo ou

mésocarpe interne.

L'épiderme interne des carpelles floraux est @giite de I'endocarpe ou pulpe. La
pulpe est formée d'un ensemble de poils vésiculauparoi mince, et groupés en 8 a 12
quartiers séparables les uns des autres. La pslpgune pale, juteuse et riche en acide

citrique ce qui lui donne sa saveur acide.
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Les pépins, fusiformes, proviennent des deux radgsules. lls sont blancs,
elliptiques ou ovales, pointues, lisses et a uhesmbryon et le plus souvent exalbuminés

Pédoncule

Pépin

Columelle :

Quartier ou gy
segment 3

«—Flavédo

\ Septum ou

paroi carpellaire

} Ecorce

Figure 05: Différentes parties de citrghttps:/fr.wikipedia.org/wiki/Citron )

11.1.2.2 Composition biochimique et utilisation du d¢ron

L'utilisation du citron est régie par sa compositioochimique. Il est riche en acide
citrique, en calcium, en phosphore, en potassiuenevitamines E, K, B et C, ce dernier
présente 53 mg/100g. Cette richesse, fait de lufrwibh trés recherché pour ses propriétés
thérapeutiques, antiseptiques et anti oxydankesst lutilisé contre de nombreuses maladies
telles que le scorbut, la toux, le rhume. Il y aameédes études qui évoquent le réle du citron
contre les maladies dégénératives du cerveau, coimmmeladie d'Alzheimer, grace a ces
puissants flavonoides.

En tant qu'aliment, il peut étre consomme frais,t@nsformé en jus, conserves et

confitures. C’est aussi un condiment trés apprggant a ces propriétés organoleptiques.

Les sous-produits du citron sont largement vadsrign extrayant les pectines, I'acide
citrique, les produits chimiques (flavonoides, mitaes) ou encore les huiles de pépins.

Une autre voie de valorisation est I'incorporatibes écorces séchées et des déchets

des usines de transformation des citrons en alsrdinbétailMunier, 2011).
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Le citron est également une source d’huile essldntou d’essence extrémement
appréciée. L'extraction des essences peut sedfgiegtir des feuilles (petit-grain), des fleurs
(néroli) ou encore des écorces des fruits. Leebussentielles sont utilisées en parfumerie et

dans les industries alimentaires, pharmaceutigue®snétiguegGonzalez-Molina et al.,
2010).

Tableau 07 Principaux constituants chimique de cit(@voetz, 2014)

Matiere Famille des constituants Constituants chingues
Jus Flavone Citroflavonoides
Acide organiques Acide citrique, acide malique
Hydrate de carbone Saccharose , glucose
Vitamines Vitamine C (acide ascorbique)
Minéraux Sodium, calcium, phosphore, zinc
Ecorce de citron Huile essentielle 90%D-limonene
(monoterpénecyclique)
0,4%p-pinene, 9.6%-terpinene

I1.2 Généralité sur les huiles essentielles

11.2.1 Historique

Avant de parler des différentes généralités, iliegiortant de retracer I'histoire de
I'aromathérapie, pratique existant depuis des endlld’années.
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Figure 06: Frise chronologique de I'histoire de I'aromathéegjyangedle ,2017)

11.2.2 Définition

SelonDurvelle (1930, 1893)les essences ou huiles essentielles, connuesnagyat

sous le nom d’huiles volatiles, de parfums, etontsdes substances odorantes huileuses,

volatiles, peu solubles dans l'eau, plus ou moiokildes dans Il'alcool et dans I'éther,
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incolores ou jaunatres, inflammables qui s’altefactiement a I'air en se résinifiant. Elles

sont liquides a température ordinaire ; quelquessisont solides ou en partie cristallisées ;
elles n'ont pas le toucher gras et onctueux delesidixes dont elles se distinguent par leur
volatilité. Leur odeur plus ou moins forte, suaypéguante ou désagréable. Elles ont la

propriété de ne pas laisser de tache durable papler.

D’aprésNaves (1976) aucune des définitions des HE n’a le mérite d'@&aire, ni
précise. Les HE sont des mélanges de divers pmdsus d'une espéce végétale, ces
mélanges passant avec une certaine proportion tbesa’une distillation effectuée dans un

courant de vapeur d’eau

Cette définition peut étre étendue aux HE obtemaesxpression a froid de I'écorce
ou zeste des fruits de Citrus, a cause de l'intgroe de I'eau dans les procédés mécaniques

pour entrainer le produit libéré des alvéoles etés.

La nouvelle EncyclopédiEunk &Wagnalls (2004)décrit les huiles essentielles comme les «
liquides volatils, la plupart du temps insolubliEns I'eau, mais librement solubles dans
l'alcool, I'éther et les huiles végétales et mitésaElles sont habituellement non huileuses au
contact de la peau. Leurs composants peuvent égmupés en six classes selon leur

structure chimique:

+ Les hydrocarbures, tel que le limonéne dans I'ndéeitron;

+ Les alcools, tel que le bornéol dans le camphedBarnéo;

% Les esters, tel que le salicylate de méthyliques dtanile de wintergreen;

% Les aldéhydes, tel que l'aldéhyde benzoique dandd’'d’amandes ameres;
« Les cétones, telle que la menthone dans 'huilmérthe poivrée;

+ Les lactones et oxydes, telle que la coumarinéndasots de Tonka.

L’Association Francaise de NormalisatiGAFNOR, Edition 2000), a défini les huiles
essentielles comme étant : des produits obtentis gmrtir de matieres premieres naturelles
par distillation a I'eau ou a la vapeur d’eau, softartir des fruits de Citrus par des procédés

meécaniques et qui sont séparés de la phase aqueauges procédés physiques.
I1.2.3 Localisation et lieu de biosynthése de I'huilessentielle deitruslimon

Les huiles essentielles sont généralement répanches les végétaux supérieurs.

Elles peuvent étre stockées dans tous les orgalessfleurs, les feuilles, les rhizomes, les
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fruits, les écorces et les grain@Suignard, 2000) Leurs synthése et accumulation sont
généralement associées a la présence de strubtstel®giques speécialisées (Figure 1): les
cellules aux huiles essentielles des Lauracées g@araofficinarium) ou des Zingibéracées
(Zingiber officinale), les poils sécréteurs des lastdes (Menthaspicata), les poches
sécrétrices des Myrtacées (Eucalyptus leucoxylardes Rutacées (Citrus limon), les canaux
sécréteurs des Apiacées (Daucus carota) ou degaééss (Anthemistomentos@arnero,
1991).

Les Citrus  élaborent et stockent les huiles esdlst dans des poches
schizolysigénes localisées dans la partie extesnmékocarpe du fruit (flavedo). C’est cette
localisation particuliere qui permet de les récepédirectement par « expression »
(Bruneton, 1999)

E )
3

>

-

Figure 07 : Analyse macroscopique des poches a I'huile es$lendie citron

(Munier , 2011)
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1- épiderme 2- poches a essence 3- cellule sém® 4- parenchymes
Figure 08: Parties de plantes permettant la biosynthése stdaétion des huiles
essentielles, Poches a essences des {feusat et al., 2010)

I1.2.4 Réle physiologique

Les huiles essentielles different en fonction dgseees et, bien que leurs roles (tous
les rbles) soient encore mal connus. Il est cependair qu’elles interviennent dans les
relations qu’entretient la plante avec les orgaesnvivants qui lI'entourent. lls sont
probablement des éléments essentiels de la co@roldes plantes avec les organismes
vivants, tels que les prédateurs, mais aussi gellmisation et la disséminatiofBruneton,
1999) Les travaux d€roteau (1977)et ceux deCroteau et Hooper (1978)nt montré que
les composants volatils ont un role mobilisateuéndrgie lumineuse et de régulateur
thermique au profit de la plante. Certains terpgoaent un réle important et varié dans la
relation des plantes avec leur environnen(@hmoud, 1992) Ainsi le 1,8-cinéole et le
camphre inhibent la germination des organes regibes de la prolifération des infections ou
la croissance des agents pathogéenes issus degaees(iRazafindrakoto, 1988) Dans la
nature, les huiles essentielles jouent un réle napb dans la protection des plantes en tant
gue substances antibactérienne, antivirale, amfifoe, insecticide et aussi contre les
herbivores en réduisant leur appétit pour une teldmte. Elles peuvent attirer aussi les
insectes en favorisant la dispersion de pollengrahes, ou au contraire repousser d’autres
indésirablegBakkali et al., 2008)
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I1.2.5 Composition chimique

La composition chimique de nombreuses huiles eisfiesta eté décrite. Elle varie en
fonction de différents facteurs, incluant le staldedéveloppement des plantes, les organes
prélevés, la période et la zone géographique ddteéc

Au sein d'une méme espece, la composition chimipsehuiles essentielles peut étre
différente: on parle alors de races chimiques oahdenotypes. Il s’agit d’'un polymorphisme
chimique : une espéce peut étre homogene au ndeegon caryotype et produire des huiles
essentielles de compositions différentes. Les doasts des huiles essentielles peuvent étre
répartis en deux classes en fonction de leur veiebidsynthese : les terpénoides et les
phénylpropanoidegBuchanan et al., 200Q)La classe des terpénoides est la plus variée au
niveau structural. Les terpénoides, dont 25 000 smmus comme métabolites secondaires,
dérivent du précurseur isoprénique a cing carb@®s(isopenténylpyrophosphate. Les plus
petits terpénoides sont les hémiterpénoides (C8i), sgnt formés d'une seule unité
isoprénique. Les autres molécules, appartenantté dasse, résultent de la condensation de
plusieurs isoprenes : les monoterpénoides (Cl@setesquiterpénoides (C15). Les composés
oxygeénes dérivés de ces hydrocarbures incluentltesls, des aldéhydes, des esters, des
éthers et des cétones. La classe des phénylpralesnodu composés phénoliques, est
biosynthétisée a partir des acides aminés aronesi{ja phénylalanine et la tyrosine). Ces
composeés sont généralement caractérisés par lanpeesl’un groupement hydroxyle fixé a

un cycle phényl¢HHimed,2018)

La norme ISO: NF T 75-335 (1995) donné la composition de I'huile essentielle
extraite par expression de I'écorce du Citrus finawec un rendement de 1,2 a 1,5%. Les
principaux constituants sont le limonene (65 a 7,0@&o)-terpinene (9 a 12%), [&pinene (4 a
9%), le citral (1 a 5%), le linalol (1,5%), le coilé, I'acétate de géranyle, le nonanal, le
citronellal, I'a-terpinéol, le camphéne etibisaboléne.

I1.2.6 Caractéres physiques des huiles essentielles

% Les huiles essentielles sont généralement liguatieslatiles a température ambiante. La
volatilité dépend de la composition chimique. Undeéhessentielle riche en monoterpenes
sera plus volatile qu’une huile essentielle richesesquiterpenes.

+« Elles sont plus ou moins colorées. Elles peuvanrtiatolores lors de leur obtention pour

la majorité d’entre elles et foncent au cours dedaservation a l'air et a la lumiere. Par

29



LES HUILES ESSENTIELLES CHAPITRH

exemple, I'huile essentielle de cannelle est bauge tout comme l'huile essentielle de
girofle. L’huile essentielle de camomille matriegiguant a elle, est de couleur bleu vert .

% Dans les cas extrémes, 'huile essentielle viedlimxydée peut présenter des risques de
toxicité. Les huiles essentielles présentent géer@ent une densité inférieure a 1. En
revanche, celles de la cannelle de Ceylan et desscte girofle sont légerement
supérieures a 1.

% Elles possédent un indice de réfraction élevé.sEflent en général solubles dans les
solvants organiques courants et dans les matiéesseag. Leur solubilité dans I'eau est
guasiment nulle.

% Elles sont sensibles a I'oxydation, a la lumiéra & chaleufVangelder, 2017)
I1.2.7 Critéeres de qualité d’'une huile essentielle

En terme de qualité, les recommandationSANSM (anciennement AFSSAPS) du
21/05/2008exigent a la fois des criteres de qualité desaregtipremiéres végétales d’ou sont
issues les HE, mais également des criteres ded@udali’HE proprement dite. Concernant les
matieres premieres végétales, les recommandat®iW®ANSM portent sur la dénomination
botanique, les conditions de production de la plalat partie de la plante utilisée, la famille
chimique et les méthodes d’identification de latipade plante destinée a la production de
'HE. Quant a I'HE proprement ditt ANSM mentionne le mode d’obtention de I'huile, ses
caractéristiques physiques et chimiques, les méthathnalyse ainsi que les conditions de

conservation et de stockage de I'huile.

En effet, une HE est soumise a deux types deuectde variabilité : les facteurs
intrinseques et extrinseques. Ces facteurs debiitéainfluent sur la qualité d’'une HE. De
nos jours, une reproductivité parfaite de la contosdes HE naturelles reste impossible.

Chaque HE détient des caractéristiques uniquesdsiple a reproduire a l'identique.

v' Les facteurs intrinséques concernent I'espece, le genre, I'organe sécrgt@uzone
géographique, la saisonnalité, I'environnementmiement de la cueillette, le type de
séchage, les conditions de conservation et de ageck Des différences de composition
sont observées selon la région dans laquelle pdaspkante, I'utilisation d’'un végétal
frais ou partiellement séché, le moment de la jéarronsacrée a la cueillette de la plante
Tout comme les fruits et Iégumes, les HE répondelat loi des saisons. Le respect des

saisons permet d’obtenir des HE fraichement déstillet donc de meilleure qualité. Ainsi,
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les lavandes et lavandins distillées en juillet deminlieu a des HE disponibles en
septembre. De méme, les essences de citrus déwileus leurs bienfaits en hiver.
Chaque plante aromatique posséde un stade végédiatibde pendant laquelle le végétal
détient une teneur maximale en essence. Pour wtemant optimal, la récolte de
'essence doit donc s’effectuer pendant le stadgétaéif propre a chaque plante
aromatique.

v' Les facteurs extrinséques concernent le type d’extraction ainsi que les hodés

d’analyse et d’'identification des composes.

En résumé nous retiendrons que chaque élémerttisteite d'une plante a un réle a
jouer dans la qualité de I'HE qui va en résultée 'sa naissance a sa mort, en passant par la

maniére dont elle a été élevée.

Une norme AFNOR codifie la présence d'un minimum de ces élémeantsles
packaging : NF T 75-002 : I'étiquetage doit comgort« la désignation commerciale de I'HE,
le nom (latin) de la plante et de la partie de lEnfe dont elle est extraite, la technique de

production ou le traitement qu'elle a subi ».
11.2.8 Production mondiale des huiles essentielles

Ces dernieres années, le marché mondial des les$esntielles est en nette évolution.
Les principaux leaders de ce marché sont sans ée$s#flit de nouvelles fragrances et
molécules afin de diversifier leur gamme. Quelq0@®huiles essentielles sont connues, dont
environ 300 sont d’'une importance commerciale. dugantités d’huiles essentielles produites
dans le monde sont trés variables. La productioruelie de certaines huiles essentielles
dépasse 35.000 tonnes, alors que celle des awmsafieindre quelques kilogrammes. En
2008, la production mondiale des huiles essensiedtd dominée par le Brésil et I'inde avec
des productions respectives de 28.6 % et 25.6 Weuensuite pour un tiers du marché les
Etats-Unis, la Chine et I'Argentine avec des praidns atteignant respectivement 16.8 %,
9.0 % et 4.9 %. Neuf pays avec des productionsrieseentre 0.1 et 2 % (France: 1 %) pésent
pour 10 % dans le marché mondial. Enfin, les desnl® % se répartissent entre les autres
pays du monde avec une production inférieure &©.Iandis que certains pays producteurs
des huiles essentielles en Afrique, incluant le ddata Tunisie, I'Egypte et I'Algérie avec la
Cote d'lvoire, I'Afrigue du Sud, le Ghana, le Kenya Tanzanie et I'Ouganda, ont des

productions mineurg@essah et Benyoussef, 2015)
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Tableau 08 Huiles essentielles les plus demandées sur leh@amondial(Bessah et

Benyoussef, 2015).

Pays producteur Volume (tonne) Huiles essentielles
Chine, Sri Lanka 1800 Citronnelle

Inde, Chine, Argentine 32 000 Menthe des bois

Inde, Chine, Argentine 4 000 Eucalyptus type cinéole
USA, Breésil, Argentine 51 000 Orange

Inde, USA, Chine 2 367 Menthe poivrée
Argentine, Italie, Espagne 9 200 Citron

Chine, Brésil, Inde, Vietnam1 000 Eucalyptus (type citronellal)
Indonésie, Madagascar 1 800 Feuille de clou de girofle
Chine 1200 Verveineexotique

USA, Chine 1 800 Menthe verte

USA, Chine 1 650 Bois de cédre (Chine)
France 1100 Lavandin

Indonésie, Inde 1200 Patchouli

I1.3 Extraction des huiles essentielles

Pour extraire les huiles essentielles contenanndgeure partie des arébmes d'une
plante, plusieurs techniques sont utilisées. Laexctio procédé dépend de différents facteurs,
tels que, la norme industrielle, la localisatiostbiogique des composés aromatiques dans le
végetal, etc. Parmi ces techniques, on peut dietrainement a la vapeur d’eau, I'hydro-

distillation, pression a froid et autres technigMekaoui, 2012)
Une de ces méthodes sont utilisées dans notréltréawyarodistillation
I1.3.1 Choix de la méthode d’extraction

La diversité et la complexité des huiles essdatietendent le choix des processus
d’obtention délicat. La méthode choisie ne doit pasaduire a la discrimination entre les
composés polaires et apolaires, ni induire de i@actbiochimiques, de dégradations
thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyde, changement de pH ou entrainer une
perte de composés volatils. Pour cela, differearsupétres et propriétés sont a prendre en

compte(Fernandez et Cabrol-Bass, 2007)

Les principaux parametres a prendre en compte Esnspérations fondamentales

d’extraction de matiéres premieres naturelles atiojnes sont :

« La volatilité;
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« La solubilité;

+ La taille et la forme des molécules constitutives;

% L’adsorption.

Tableau 09:Parameétres mise en oeuvre dans les opérationsataah(Peyron, 1992)

Techniques

Propriétés

Produits fabriqués

Evaporation
Déshydratation - Séchage
Concentration de miscella

(S/pres. atm. ou réduite)

Concentration de jus de fruits

Distillation Rectification (S/pres,.
atm. ou réduite) Distillation seche

Avec eau (S/pres. atm. ou en
surpression) Hydrodistillation et|a

vapeur humide Vapeur séche

>

Avec un autre fluide (S/pres. atm.

ou réduite) Alcool Polyols

Volatilité

Résinoides, concretes

Oléorésines

Isolats, déterpéneés

Huile empyreumatique

Huiles essentielles Eau
aromatisées
Alcoolats
Distillats moléculaires

Extraction liquide / solide Solvant
conserveé : Corps gras Alcool
Solvant éliminé: Fluide liquide

Fluide liquéfié (ou supercritique

Extraction liquide / liquide

DiscontinueContinue

Cristallisation apres concentration

partielle et refroidissement

Solubilité

Pommade
Infusion — Teinture

Concreéte, résinoide

Essences déterpénée

Menthol — Anéthol

Glacage — Filtration

Expression — Filtration

Broyage — tamisage

Séparation au moyen de

membranes

Formes et taille

des particules

Huiles essentielles

d’agrumes

Séparation chromatographique

Décoloration

Adsorption

Huiles essentielles

Absolues
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I1.3.2 Méthodes d'extraction
11.3.2.1 Expression a froid

L'expression a froid est une extraction sans dagef réservée aux agrumes. Le
principe de ce procédé mécanique est fondé sunpgtune des péricarpes riches en huiles
essentielles. L’huile essentielle ainsi libéréeesdtainée par un courant d’eau. Une émulsion
constituée d’'eau et d’essence se forme. L'essesical@s isolée par décantation [82, 83].
L'utilisation de grandes quantités d’eau dans cegtdinique peut altérer les qualités des
huiles essentielles, par hydrolyse, par dissoluties composés oxygénés et par transport de
micro-organismes. C’est pour cette raison que tesstcucteurs cherchent a s’affranchir de
I'utilisation de I'eau lors d’une telle extractioAinsi, pour éviter ces altérations, de nouveaux
procédés physiques usuels sont apparus. lls seastsr I'ouverture des sacs oléiféres par
éclatement sous l'effet d’'une dépression, ou lsdtion du principe de I'abrasion de I'écorce
fraiche(Mekaoui, 2012).

11.3.2.2 Hydrodistillation

L'hydrodistillation proprement dite, est la mé&bonormée pour I'extraction des
huiles essentielles a partir des épices séches, qie pour le contrle de qualités des huiles
essentielles au laboratoire. Son principe congistemerger la matiere végétale dans un bain
d’eau, ensuite I'ensemble est porté a ébullitionsspression atmosphérique. La chaleur
permet I'éclatement et la libération des molécubeerantes contenues dans les cellules
végétales. Ces molécules aromatiques forment aveapeur d’eau un mélange azéotropique.
Sachant que la température d’ébullition d’'un métamgt atteinte lorsque la somme des
tensions de vapeur de chacun des constituantgals & la pression d’évaporation, elle est
donc inférieure a chacun des points d’ébullitiors deibstances pures. Ainsi le mélange
azéotropigue « eau + huile essentielle » distillena température égale a 100°C a pression
atmosphérique alors que les températures d'élomldies composés aromatiques sont pour la
plupart tres élevées. Il est ensuite refroidi etdamsé dans un essencier ou vase florentin.
Une fois condensées, eau et molécules aromatiquéstdie leurs difféerences de densité, se
séparent en une phase aqueuse et une phase oeganltile essentielle. Durant la
distillation, I'eau bouillante pénétre dans lesluek végétales et solubilise une partie de
I'huile essentielle des glandes sécrétrices. Lat®ml aqueuse chargée de composés volatils,

diffuserait ensuite a travers une épaisseur de, j#as ou moins dense, selon l'organe, vers la
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surface extérieure ou I'huile essentielle serapioresée et entrainée sous forme d’azéotrope
(Mekaoui, 2012)

Cependantyon Rechenbergattribue le terme d’hydrodiffusion a ce type dengport
controlé par la polarité des constituants. Ellaisaesponsable de la vitesse relative de la
distillation des différents composés aromatiqueégpetdant d’avantage de leurs solubilités
dans I'eau que de leurs points d’ébullition. Lagerice de I'eau engendre notamment des
phénomenes d’hydrolyse. Les constituants de I'neslgentielle native sont soumis aux effets
combinés de I'acidité et de la chaleur, et peusaihir des modifications chimiques. L’huile
essentielle récupérée est un produit qui differsibéement de I'essence originelle, d’autant
plus que la durée d’hydrodistillation est londiekaoui, 2012).

col de cvgne

condenseur A
serpentin

/4

hulle essentielle

chapitean

essencler on
vase NMorentin

cucurbite siphon de cohobage

g

A) B)
Figure 09: Dispositifs d’hydrodistillatioMekaoui,2012)
A) A I'échelle industrie
B) A I'échelle laboratoire
I1.3.2.3 Entrainement a la vapeur d'eau

Est I'un des procédés d'extraction les plus ascgn’une des méthodes officielles
pour I'obtention des huiles essentielles. Dansysteme d’extraction, le matériel végétal est
soumis a l'action d’un flux de vapeur descendanascendant sans macération préalable. Le
plus souvent, la vapeur d’eau est injectée au e dharge végétale. Les vapeurs chargées

en composeés volatils sont condensées avant d'étantes et récupérées dans un essencier
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(vase de décantation pour les huiles essentiell2shs le cas des huiles essentielles «
superficielles » contenues dans des glandes situkesurface du matériel végétal, la vapeur
provoque la rupture d’'un grand nombre de ces gkddet le contenu se répand a I'extérieur

du végeétal.

"
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A) B)
Figure 10: Dispositifs d’entrainement a la vapeur d’édekaoui, 2012).
A) A I'échelle industrie
B) A I'échelle laboratoire

Dans le cas des huiles essentielles contenuestérigur du matériel végétal, I'huile
essentielle doit diffuser a travers le végétal penirer en contact avec la vapeur d’eau. Dans
un premier temps, la vapeur d’eau condensée imprigoharge. Le gradient thermique qui
s'établit dans la charge est tel que la tempérdtupdus basse se situe au cceur de chaque
morceau du vegeétal. Les molécules d’huile essémtigui sont légerement solubles dans
I'eau, vont diffuser lentement a I'intérieur du &, jusqu’a entrer en contact avec la vapeur
d’eau circulant a I'extérieur. La diffusion de litei1essentielle étant le facteur qui limite la
vitesse de I'extraction, la vapeur d’eau se chagéduile essentielle mais sans atteindre la
saturation. Par conséquent, I'extraction des hudesentielles non superficielles est plus
longue et exige plus de vapeur que celle des he$sentielles superficielléslekaoui,
2012).
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11.3.2.4 Autres techniques
v Hydrodiffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a trdeensasse végétale, du haut vers le
bas .Ainsi le flux de vapeur traversant la biomassgétale est descendant contrairement aux
techniques classiques de distillation dont le fiexvapeur est ascendant. L'avantage de cette
technique est traduit par l'amélioration qualitatiet quantitative de ['huile récoltée,

I'économie du temps, de vapeur et d'éngiigaix, 2008).
v Extraction par solvants

La méthode de cette extraction est basée surtlguailes essences aromatiques sont
solubles dans la plupart des solvants organiquegtraction se fait dans des extracteurs de
construction variée, en continu, semi-continu owisaontinu. Le procédé consiste a épuiser
le matériel végétal par un solvant a bas pointulliébon qui par la suite, sera éliminé par
distillation sous pression réduite. L'évaporatian sblvant donne un mélange odorant de
consistance pateuse dont 'huile est extraite 'pkobl. L'extraction par les solvants est tres
colteuse a cause du prix de I'équipement et deatelg consommation des solvants. Un autre
désavantage de cette extraction par les solvahtswersmanque de sélectivité; de ce fait, de
nombreuses substances lipophiles (huiles fixes,sytaipides, caroténoides, cires,
coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans lengélpateux et imposer une purification
ultérieure(Brian, 1995)

v Extraction par micro- ondes

Le procédé d'extraction par micro-ondes appeléeudac Micro wave Hydro
distillation consiste a extraire l'huile essengielh l'aide d'un rayonnement micro-ondes
d'énergie constante et d'une séquence de misevgtrisSeule I'eau de constitution de la
matiere végétale traitée entre dans le processdrattion des essences. Sous leffet
conjugué du chauffage sélectif des micro-onde® éa ghression réduite de fagcon séquentielle
dans l'enceinte de l'extraction, I'eau de congiitutle la matiére végétale fraiche entre
brutalement en ébullition. Le contenu des celludss donc plus aisément transféré vers
I'extérieur du tissu biologique, et lI'essence &mtsamise en oeuvre par la condensation, le
refroidissement des vapeurs et puis la décantdesrcondensats. Cette technique présente les
avantages suivants: rapidité, économie du tempejée et d'eau, extrait dépourvu desolvant

résiduel(Justin Nzeyumwami, 2004)
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I1.3.3 Méthodes de caractérisation des huiles ess&ligs

L’étude de la composition chimique est généralenedigictuée par chromatographie
en phase gazeuse (CPG). C'est la technique laypilisee, car elle permet de réaliser une
analyse compléte de plus d’'une centaine de molgeahéniques que contient I'huile. Le
spectrometre de masse (SM), que I'on associe sbuvda chromatographie (CPG-SM),
permet lui d’obtenir la composition précise de ilaessentiell¢Salzer, 1977) La résonance
magnétique nucléaire (RMN) peut également étrésé@élpour identifier les constituants des
huiles essentiellg§omi et al, 1995).

11.3.3.1 La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) estéthede d’analyse par séparation
qui s’appligue aux composés gazeux ou susceptiiitse vaporisés par chauffage sans
décomposition. La CPG est la technique usuelle lanalyse des huiles essentielles. Elle
permet d’'opérer la séparation de composeés votiiimélanges trées complexes et une analyse
quantitative des résultats a partir d'un volumenjétion réduit(Arpino et al., 1995) La
CPG est aussi une méthode d’analyse. En effetetaps de rétention peuvent donner une
information sur la nature des molécules et lessaites pics fournissent une quantification
relative. Depuis peu de temps, la quantificatidatiee par CPG est remise en cause. En effet,
I'utilisation des détecteurs les plus répandus aisaion de flamme (DIF) et/ou de
spectrométrie de masse (DSM), ne donnent pas teufade réponse unique. Pour certaines
familles de composés chimiques, il peut y avoir emeur relative pouvant atteindre 60%. En
effet, le squelette et surtout la composition éléaiee des constituants organiques influent
sur le facteur de réponse. Ainsi des méthodes dgtifigation réelle avec étalons interne et
externe qui sont quasiment les seuls utilisés adjoui et développées pour répondre aux
exigences de la pharmacie, la cosmétique, I'agroegitaire et surtout le domaine de la
recherche scientifiqu@icchi et al., 2008)

Pour chacun des composés, deux indices de rétgalaive et apolaire, peuvent étre
obtenus. lls sont calculés a partir des temps tatién d’'une gamme étalon d’alcanes ou
plus rarement d’esters méthyliques linéaires, gpéature programmeé (indice de rétention)
(Lawrencet, 2000)

11.3.3.2 Le couplage Chromatographie en Phase Gazelgectrométrie de
MasseCPG/SM)
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D’un point de vue analytique, d’importants progoas été réalisés en couplant la CPG
avec des appareils tels que le spectromeétre deeni@hd4). La CPG couplée a la SM est la
technique de routine la plus utilisée pour I'analges huiles essentielles. Le principe de la
spectrométrie de masse consiste a bombarder & l@&ectrons une molécule qui sera
fragmentée; les différents fragments obtenus, @sapgsitivement, constituent le spectre de
masse de cette molécule. Trés souvent, le speetneadse est caractéristique d’une molécule
donnée et, en théorie, il est donc possible d’'ilenun composé en comparant son spectre a
ceux de composés de référence, contenu dans desthigigues de spectres informatisées
commercialegAdams, 2001) Dans la pratique, I'utilisation conjointe de |aestrométrie de
masse (utilisation conjointe de banques laborateirkttérature) et des indices de rétention
calculés sur deux colonnes de polarité differemt€€BG, permet, en général l'identification
d'un grand nombre de constituants dans les mélamgesplexes tels que les huiles

essentiellegSenatore et al., 2004)

Il existe d'autres méthodes d’analyse, qui ont minjet I'identification qualitative et

guantitative, des différents constituants d'unéehessentielle on cite: 'HPLC, 'RMN, I'IR.
I1.3.4 Evaluation de l'activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est dévelampeme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et leggb@inols qui sont responsables de ce pouvoir

(Richard, 1992) Lorsque l'on parle d’activité anti oxydante, oistothgue deux sortes de
propriétés selon le niveau de leur action : unévig&tprimaire et une activité préventive

(indirecte).

Les composés qui ont une activité primaire sor@rintnpus dans la chaine auto-catalytique
de l'oxydation(Multon, 2002). En revanche, les composés qui ont une activéggmtive
sont capables de retarder I'oxydation par des m&wes indirects tels que la réduction
d’oxygéne(Madhavi et al., 1996)

Des études de I'équipe constituant le Laboratoiee Recherche en Sciences
Appliquées a I'AlimentatiofRESALA) de I'INRS-IAF , ont montré que l'incorporation des
huiles essentielles directement dans les alimerdades hachées, légumes hachés, purées de
fruit, yaourts...) ou I'application par vaporisati@m surface de I'aliment (piece de viande,

39



LES HUILES ESSENTIELLES CHAPITRH

charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers... htgbuent a préserver l'aliment des

phénomenes d’oxydatiq€aillet et Lacroix, 2007)
I1.3.4.1 Méthodes d'évaluation de I'activité anti oxyante des huiles essentielles

plusieurs méthodes sont utilisées pour mesureadésités antioxydant des extraits
volatiles des plantes aromatiques a sav®eton Avlessi et al., (2003)les HE de Citrus
limon ont un pouvoir antioxydant tres important. cat effet, Himed (2011) a substitué
'antioxydant synthétique (Tocoblend) par I'HE ditrGs limon a une concentration de 100

ppm dans la margarine.

Hellal (2011)a démontré que des concentrations des huilestedgmnallant de 500 a
3000 ppm de I'HE de Citrus aurantium comparativengefHE de C. limonum ont réduit de
maniére significative I'oxydation des lipides deskrdine

11.3.4.1.1 Le test de DPPH

Ce test permet de mettre en évidence de facorivestagnt simple le pouvoir anti
radicalaire d’'un antioxydant ou d’'un extrait anyydant. Cette méthode mesure la capacité
réductrice d’un antioxydant en présence d’'un rddibee, le DPPH. Ce radical libre est trés
stable a l'état cristallin et en solution, de cat@n violette présentant une absorption

maximale & 517 nrfFernandez et Chemat, 2012)
11.3.4.1.2 Test de blanchiment dp-carotene

Cette technique de spectrophotométrie a initialémeta développée pavlarco
(1968) puis Iégérement modifiée pbtiller (1971). Elle consiste a mesurer, a 470 nm, la
décoloration di-caroténe résultant de son oxydation par les ptedlé décomposition de
'acide linoléique. L’addition d’antioxydants pumi sous forme d’extraits végétaux induits

un retard de la cinétique de décoloratiorfetarotengBourkhiss et al., 2010)
I1.3.5 Essais de l'activité antimicrobienne

Plusieurs études ont démontré que les huiles ésdentde Citrus limon ont des
propriétés antimicrobiennes contre les bactéries, lévures et les moisissur@Ssher et
Phillips, 2008) Piacentini (1949)était le premier qui a montré que les essencegsuiitees en
solution aqueuse ont des propriétés de désinfeguuns puissants que le phéralibba et al.

(1967)ont signalé que les HE de Citrus limon, a une entration de 2000 ppm, inhibent le
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développement de spores d&mcillus subtilis Enterococcusfaecaliset Lactobacillus
plantarum. Par ailleurdloreira et al. (2005)ont révelé que les huiles essentielles de Citrus
limon sont efficaces contre quatre souches de E.aw@c une concentration minimale
inhibitrice (CMI) de 2,5 ml/100 ml et une concemiva minimale bactéricide (CMB) de 2,8
ml/200 ml.

L’étude deFisher et Phillips (2006)a montré que le linalol et le citral (composards Huiles
essentielles de Citrus limon) ont des propriétésracrobiennes sous forme de vapeur contre
Campylobacterjejuni E. coli 0157, Lesteriamonocytogenes Bacillus cereus et
Staphylococcus aureus. Caccioni et al. (1998) ndigué que I'huile essentielle de Citrus
limon possede une activité antifongique a une aqunagon de 1056,4 ppm contre
Penicillium digitatum De méme,Belletti et al. (2004) ont démontré que les huiles
essentielles a des fortes concentrations de tespgmeme le citral, sont plus efficaces contre
Saccharomyces cerevisiae. Selon Fisher et Ph{lip88), plusieurs études sont centrées sur
I'application des huiles essentielles de Citrusolincomme agents antimicrobiens dans les
aliments tels que les poissofisim et al., 1995; Mahmoud et al., 2004)les viandes
(Fernandez-Lopez et al., 2005)les pouletsKisher et Phillips, 2006) les produits laitiers
(Dabbah et al., 1970) les légumes et les fruitg-isher et Phillips) dans la confiserie
(Kotzekidou et al., 2007)

Burt (2004), Holley et Patel (2005) et Fisher et Rhps (2006) ont démontré que pour
obtenir la méme efficacité antimicrobienne des duiikessentielles in vitro, la matrice
alimentaire exige des concentrations plus élevéess ces derniéres peuvent altérer les

propriétés organoleptiques des produits alimergaire
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III. Additifs alimentaires

L'utilisation d’additifs alimentairesa permis aux industriels de présenter leurs
produits sous leurs meilleurs formes d’ou I'emples premiers additifs chimiques destinés
notamment a prévenir les dégradations microbiolagggdes aliments, mais aussi a en

moduler de nombreux aspects organoleptiques, le@woen particulier.

Au 21éme siécle avec le progres teldyimgue et le développement de l'industrie
agroalimentaire, une modification profonde a tounbé&e alimentation. L'emploi d'additifs
alimentaires est devenu indispensable : « consamatcolorants, édulcorants de synthese,
antioxydants, aromatisants, agents émulsifiantapilsants, épaississants, gélifiants,

enzymes, exhausteurs du gout... ».
II1.1 Définition des additifs alimentaires

D’apresle comité FAO—OMS un additif alimentaire est défini comme une sabsé
dotée ou non d’une valeur nutritionnelle, ajout&gentionnellement a un aliment dans un but
technologique, sanitaire, organoleptigue ou notritel. Son emploi doit améliorer les

gualités du produit fini sans présenter de dangar [a santé, aux doses utilisées.
Définition légale des additifs alimentaires dans lde codex alimentarius :

« Par additif alimentaire, on entend toute substagai n’ est pas normalement
consommée en tant que denrée alimentaire, ni @dilisormalement comme ingrédient
caractéristique d’ une denrée alimentaire, qu’ailteou non une valeur nutritive, et dont
'addition intentionnelle & une denrée alimentail@ns un but technologique (y compris
organoleptique) a une étape quelconque de la &lg de la transformation, de la
préparation, du traitement, du conditionnement,l'dmballage, du transport ou de I
entreposage de ladite denrée entraine, ou peuin deute vraisemblance , entrainer
(directement ou indirectement) son incorporatiorcelle de ses dérivés dans cette denrée ou
en affecter d’'une autre facon les caractéristig@@ette expression ne s’applique ni aux
contaminants, ni aux substances ajoutées aux dealiéeentaires pour en préserver ou en

améliorer les propriétés nutritionnelles ».
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Définition des additifs alimentaires dans la reglemntation algérienne:

Dansle Journal Officiel de la République Algérienne N°30 du décret exécutif
n°12 (Annexe n°2) un additif alimentaire est défini comme toute stahce : qui n'est
normalement ni consommée en tant que denrée akimenén soi, ni utilisée comme
ingrédient caractéristique d'une denrée alimentpirgprésente ou non une valeur nutritive,
dont l'adjonction intentionnelle a une denrée afitage dans un but technologique ou
organoleptique a une étape quelconque de la faioricade la transformation, de la
préparation, du traitement, du conditionnement, l'denballage, du transport ou de
I'entreposage de cette denrée affecte ses casticideis et devient elle-méme ou ses dérives,

directement ou indirectement, un composant de detteée alimentaire.

Il ne faut pas confondre les additifs alimentamgsc les auxiliaires de fabrication ou
auxiliaires technologiques qui sont également désstances ajoutées en quantités minimes
aux denrées alimentaire au cours de leur fabricatitais par opposition aux additifs
alimentaires ne sont plus présents dans le prdiohiibu seulement sous forme de résidu

techniquement inévitable et ne font pas parti @estituants de la denrée alimentaire
I11.2 Origine des additifs alimentaires:

lls peuvent étre d'origine naturelle, minérale fites$, nitrite etc.), végétale
(épaississants extraits de graines, d’algues , etnijnale (colorants comme le carmin de
cochenille) ou artificielle: produits de transfation de substances naturelles (amidons
transformés comme agents de texture etc.), de féati@n (enzymes, gommes xanthane ou
gellane etc.), ou encore étre un colorant de sgetlférythrosine, indigotine). Un arbme
donnera une odeur ou un godt particulier commetdiedcorants et les releveurs de godt, un
colorant un aspect ou une couleur, les antioxydattEonservateurs antiseptiques une
meilleure conservation, les épaississants, gélffja@mulsifiants et agents de texture une

meilleure présentation, les enzymes dénaturerdinsrinicro-organismes.
I11.3 Classification des additifs alimentaire

Les additifs alimentaires sont classés en 27 catgéonctionnelles dans le codex
alimentaires et sont aussi décrits dans la réglatien algérienne et définit comme ce qui

Suit:
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K/
£ %4

Régulateur de l'acidité :Additif alimentaire qui contréle I'acidité ou I'addinité
d’'une denrée alimentaire;

Antiagglomérant: Additif alimentaire qui réduit la tendance que pentv avoir
lescomposantes d’une denrée alimentaire a adhesarmes aux autres;
Antimoussant: Additif alimentaire qui empéche ou réduit la fotroa de mousse;
Antioxydant: Additif alimentaire qui prolonge la durée de canaéion des aliments
en les protégeant contre les altérations duesxgdation;

Agent de blanchiment Additif alimentaire utilisé pour décolorer des ndées
alimentaires (mais pas la farine). Les pigmentsare pas des agents de blanchiment;
Agent de charge: Additif alimentaire qui leste une denrée alimemasans en
modifier sensiblement la valeur énergétiqu;

Agent de carbonation: Additif alimentaire utilisé pour apporter du diaey de
carbone a une denrée alimentaire;

Support: Additif alimentaire utilisé pour dissoudre, diluatisperser ou modifier
physiquement de toute autre fagon un additif altaie® ou un nutriment sans altérer
sa fonction (et sans produit lui-méme d'effet tembgique) afin de faciliter sa
manipulation, son application ou son utilisation Bedditif alimentaire ou du
nutriment;

Colorant: Additif alimentaire qui ajoute de la couleur a uhenrée alimentaire ou
rétablit sa couleur naturelle;

Agent de rétention de la couleur: Additif alimentaire qui stabilise, retient ou
intensifie la couleur d’une denrée alimentaire;

Emulsifiant: Additif alimentaire qui permet d’obtenir ou de mi@nir un mélange
uniforme a partir de deux ou plusieurs phases iibies contenues dans un aliment;
Sel émulsifiant: Additif alimentaire qui, lors de la fabrication draents transformes,
arrange les protéines de maniere a empécher dazgim des graisses;

Agent affermissant: Additif alimentaire qui rend ou garde les tisses druits ou des
légumes fermes ou craquants, ou interagit avec géifsants de maniére a produire
ou a renforcer un gel;

Exaltateur d’ardme: Additif alimentaire qui exalte le golt et/ou I'agdenaturel d’'une
denrée alimentaire;

Agent de traitement des farines Additif alimentaire qui, ajouté a la farine ouaa

pate, en améliore la qualité boulangére ou laezoul
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« Agent moussan Additif alimentaire qui permet de former ou de imanir une
dispersion uniforme d’'une phase gazeuse dansimeralsolide ou liquide;

% Gélifiant: Additif alimentaire qui confere une certaine tegtua I'aliment au moyen
de la formation d’un gel;

« Agent d’enrobage: Additif alimentaire qui, lorsqu’il est appliqudasurface externe
d’un aliment, lui confére un aspect brillant oudeouvre d’'un revétement protecteur;

% 19 Humectant: Additif alimentaire qui empéche les aliments delegsécher en
combattant I'effet que peut avoir une atmospheraatérisée par un faible degré
d’humidité;

% Gaz de conditionnement:Additif alimentaire gazeux, qui est introduit dams
conteneur pendant, durant ou aprées son remplissageune denrée alimentaire avec
l'intention de protéger I'aliment par exemple dexlydation ou de I'altération;

+« Conservateur: Additif alimentaire qui prolonge la durée de canagion des
aliments en les protégeant contre les altératioss dux micro-organismes;

% Gaz propulseur: Additif alimentaire gazeux qui permet d’expulaan aliment
contenu dans un récipient;

« Agent levant: Additif alimentaire ou combinaison d’additifs alimteires, qui dégage
du gaz et, par-la méme, augmente le volume d’ane p

% Séquestrant: Additif alimentaire limitant la disponibilité destions;

+« Stabilisant: Additif alimentaire qui permet de maintenir unsgirsion uniforme de
deux ou plusieurs composantes dans un aliment;

< Edulcorant: Additif alimentaire (autre qu’un sucre mono ou digzaride), qui
confére un godt sucré a l'aliment;

% Epaississant:Additif alimentaire qui augmente la viscosité m'‘aliment.
I11.4 Role des additifs alimentaires:
Les additifs alimentaires ont des fonctions paligcas, tel que:

% garantir la qualité sanitaire des aliments (coretews, antioxydants);

+« ameélioration de I'aspect (colorants) et le godhé'denrée (édulcorants, exhausteurs
de goat);

+«+ obtention d’'une texture particuliére (épaississagasifiants);

% stabiliser le produit (émulsifiants, antiagglomésastabilisants).
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II1.5 Conservateurs

Ces additifs sont regroupés dans la catégorie desecvateurs dans le systeme SIN. I
existe essentiellement trois types de conservaigorgés aux alimentd.arry Branen et
Haggerty, 2001)

% Les antimicrobiens avec des numéros E et SIN allant de 200 a 290, uditisés pour
contrbler ou empécher la croissance des microsgass. lls jouent un réle majeur
dans I'extension de la durée de vie de nombreugksnet plats cuising®avidson et
al., 2001);

% Les antioxydants (SIN 300-326 et E300-E326), sont utilisés pour éoher
I'oxydation des lipides et / ou des vitamines di@ssproduits alimentaires. lls sont
utilisés principalement pour prévenir l'auto-oxydatet le développement ultérieur du
rancissement et de la saveur désagréable. llsntates substances naturelles telles
que les vitamines C et E aux produits chimiques th&tques comme
I'nydroxyanisolebutyl€BHA) et I'hydroxytoluénebutyléBHT). Les antioxydants sont
particulierement utiles pour conserver les alimesgss et surgelés pendant une
période de temps prolongé@erman., 2001);

% Les agents anti-brunissemensont des produits chimiques utilisés pour prévemnir
brunissement enzymatique et non enzymatique danPreduits alimentaires, en
particulier les fruits secs ou les léegumes. Less auramment utilisés dans cette
catégorie sont la vitamine C (E300), l'acide citdq(E330) et le sulfite de sodium
(E221), ces additifs sont classés comme des amkionyg ou des conservateurs dans le

systeme SIN, conservant les mémes nombres qudalaysteme E.

III.6 Norme des conservateurs et des antioxydants ugiés dans la production de

fromage

La présente Norme s’applique aux fromages non affipe&ompris le fromage frais,

destinés a la consommation directe ou a un traitenoitrieur.

Seuls les conservateurs et les antioxydants mer@dsoai-aprés peuvent étre utilisés et
uniquement dans les limites fix€@®DEX STAN 221-2001.
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Tableau 10: Norme générale Codex pour les conservateilisegtdans la production de
fromage fraisCODEX STAN 221-2001

N° SIN | Nom de I'additif Concentration maxinale

Agents de conservation

200 Acide sorbique 1000 mg/kg de fromage, seuls ou |en
202 Sorbate de potassium combinaison, exprimés sous forme d’acide
203 Sorbate de calcuim sorbique

234 Nisine 12,5 mg/kg

280 Acide propionique

281 Propionate de sodium Limitée par les BPF

282 Propionate de calcium

283 Propionate de potassium

Tableau 11 :Norme générale Codex pour les antioxydants utilisés la production de
fromage fraisCODEX STAN 221-2001

N° SIN Nom de I'additif Concentration maximale

antioxydant

(-) non motionné
II1.7 Aromes
II1.7.1 Définition de I'ardme

L’ardme d’un aliment provient de molécules orgaeswolatiles, solubles dans I'eau
et liposolubles libérées par mastication de I'alimé.es molécules odorantes ainsi dégagées
circulent dans l'arriére gorge arrivent dans laitéamasale et stimulent les récepteurs olfactifs
par rétro-olfactior(Directive88/388/CEE)

La Directive 88/388/CEEdéfinit 'arbme comme un produit ou une substahestiné
a étre ajouté a une denrée alimentaire pour luécenune odeur, c’est-a-dire une perception
par voie nasale ou retro-nasale et/ou un golt-e:ebte une perception par voie linguale et
qui appartient & 'une des catégories d’agentodiatisation, Sont exclus des arémes :
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% les substances qui ont exclusivement un golt swmi@le ou salé parce qu’on
retombe soit sur des denrées alimentaires « gé&sésatomme le sucre ou le sel soit
sur des additifs réglementés par ailleurs, commadeifiants et les édulcorants ;

% les aromates, épices et fines herbes qui ne sertqresidérés comme des arébmes.

Les ardbmes ont donc une fonction organoleptiques@# des substances d’addition
ajoutées volontairement aux denrées alimentairas y@staurer une note aromatique ou bien

en conférer une a une denrée qui n'en a pas patement au depart.

Composition des Aromes

Partie [ @ Préparations aromatisantes
aromatisante

- O Substances aromatisantes
naturelles

O Substances aromatisantes
Et/ou { identiques aux naturelles

*AK\

o Autres \ !
mgrédlents L @ Substances aromatisantes
- additifs “ artificielles
- denrées O Arébmes de transformation
Réle exclusivem \ O Ardmes de fumée

dans I'arébme

* Denrées alimentaires - support / pas liste

« Additifs d'ardbmes autorisés / liste positive UE Directive N°*2003 / 114 modifiant la N°95 / 2

(Arrété du 2 octobre 1997 modifié)

Figure 11: Composition des arbmes selerdirective 2003, 114.
I11.7.2 Définition des agents d'aromatisation

La législationeuropéenne 88/388/CEEclasse et définit 6 agents d’aromatisation— 6

catégories dont les préparations aromatisantesilestances aromatisantes.
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II1.7.2.1 Préparations aromatisantes

Ce sont un mélanges de molécules obtenues a gartitatieres premieres naturelles
d’'origine végétale ou animale par des procédés iplgs d’isolement ou des procédés
biotechnologiques, c’est-a-dire la mise en ceuvrenzimes ou de fermentations
microbiennes. Ainsi, un extrait de vanille ou uneild essentielle d’orange sont des

préparations aromatisantes.
II1.7.2.2 Les substances aromatisantes
I1.7.2.2.1 Arome naturel

L’ardme naturel est une substance chimique obtsoiigpar des procédés physiques
tels que la distillation ou I'extraction au solvasbit par des procédés enzymatiques ou
biologiques. Cet ardbme doit étre fabriqué a pdrtine matiére d’origine végétale ou animale,
transformée ou non pour la préparation des derafeentaires (exemple : torréfaction,
fermentation, séchage...). Par exemple, I'eugénoliestsubstance aromatique présente en

grande quantité dans le clou de girofle.
Les ardmes naturels peuvent encore se distingu2icatégories:

+ Les ardbmes naturels de X (X étant une source rguetie qu’une fleur, une épice,
un fruit...). Ces ardmes sont fabriqués a partiradsdurce naturelle X. Par exemple,
un yaourt a I'ardbme naturel de fraise signifie jaedme est bien extrait de la fraise.
Sur le pot de yaourt, le dessin d’'une fraise efireaé;

+ Les arbmes naturels golt X. Etonnamment, aucunragpda source naturelle X n’est
obligatoire pour la fabrication de ce type d’arérGes ardmes ne sont pas extraits de
la matiére premiere X. La source utilisée est Iniaturelle mais est bien différente de
X. Par exemple, on peut créer 'ardbme de fraiparéir de copeaux de bois australien

ou encore I'ardbme de noix de coco a partir d'umabignon.
111.7.2.2.2 Arbme identique naturel

Cette molécule est obtenue par synthése chimiqueasolée par des procédés
chimiques. De plus, celle-ci est identique a unestance présente naturellement dans une

matiere végétale ou animale.
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Par exemple, l'utilisation de la vaniline de sysgk s’est répandue dans
I'alimentation et les parfums. En effet, la vamdi industrielle est fabriguée a moindre codt

que la vanilline extraite des gousses de vanille.
II1.7.2.2.3 Ardbme artificiel

Cette substance chimique est obtenue par synthés@ae et cette molécule n’existe
pas dans la nature. Ces molécules sont intéresspote renforcer les arémes d’'un produit.
Par exemple, I'ardme artificiel de I'éthylvanilliresst 2 a 4 fois plus puissant que la vanilline.

II1.7.2.2.4 Arbme de transformation

Cet arbme est obtenu par chauffage d’'un mélangmdients a une température
inférieure & 180°C pendant maximum 15 minutes. Ainsiun des ingrédients doit contenir
de l'azote et un autre doit contenir un sucre (Réaae Maillard). Le but de la préparation
de ces ardbmes est de copier les réactions se papduiaturellement pendant la cuisson des
aliments. Par exemple, on peut créer des aromsesujmes, de sauces... Sur les emballages,

ces produits sont étiquetés « Ardme ».
II1.7.2.2.5 Ardme de fumée

Cet arbme est obtenu par combustion de bois ettiéisé dans les procédés traditionnels de
fumaison des denrées alimentaifegective 88/388/CEE)

Définitions des catégories d’aromes

6 carégories d’Agents d’aromatisation

> Préparations aromatisantes procédé physique ou biotechnologique

/ MP naturelles

> Substances aromatisantes isolées & chimiquement définies Naturels

> Naturelles procédé physique ou biotechnologique
/ MP naturelles

> ldentiques aux naturelles
Synthése

> Artificielles chimique
> Aromes de transformation Arémes de « Maillard »

> Aromes de fumée Extraits de fumée (Réglement 2065/2003)

Figure 12: définition des catégories d'arofhBeglement 2065/2003 ).
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Ces 6 categories d’agents d’aromatisation peuvéet @élangées entre elles ou
utilisées isolément dans la partie aromatisantéag@me. En fait un ardbme ne contient pas
gue les agents d’aromatisation, il peut contenenéwellement d’autres ingrédients comme
des denrées alimentaires ou des additifs qui needbavoir de rbéle que dans 'arbme et qui
servent a sa conservation, a sa fabrication, &temkage ou a son utilisation dans les denrées
alimentaires.

II1.7.3 Norme des ardbmes utilisés dans les produitstlars

Selon lacirculaire du 21.12.1971, sules les substances aromatiques naturelles sont
autorisées. Toutes fois, I'utilisation de matieaesmatiques renforcées aux ardbmes d’abricot,
ananas, banane, fraise, framboise, poire, pruoerise est admise. La limite de renforcement
est au maximum de 2 g de substance artificiellegade matiére aromatique naturelle de

base concentrée au minimum 4 fois.

Ces arbmes sont utilisés dans les laits aromatiegslaits de conserve, les laits

concentrés sucreés, les laits secs aromatisésplasdes frais, les laits fermentés et les cremes
(Gouget et al. 1992)
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Matériel et méthodes

Obijectifs de I'étude

Evaluer l'impact des huiles essentielles @@itrus Limon sur les caractéristiques
physicochimiques, microbiologiques et sensoriellfem fromage fabriqué a partir du lait de
chamelle. Les différentes analyses de cette étselmnt réalisées dans le laboratoire

pédagogique de contrble de qualité alimentaire.aément de Biologie, Université Larbi
Tébessi, Tébessa.

» Pour atteindre ces objectifs, nous avons suivi kthodologie présentée dans
I'organigramme suivant :
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7este deCitriis ! imon

4

Détermination de la teneur en eau

a4

[

~
Extraction des huiles essentielles

par hydrodystillation

S

Calcul du rendement

¥

Huile essentielle

\_

¥ ~

Activité antioxydante:
Test de blanchissement

du pB-carotene

Test au DPP )

2

Choix des taux d’'incorporation de 'HE

dans le fromage :

0,5%,0,25%,0,125% 0%

s 4

Fabrication du fromage

.

R 2

Analyses physicochimiques
v' Détermination de la teneyr
eau et des matiéres volatiles
v' Mesure de la densité du Iai
v" Mesure du pH

v' Mesure de I'acidité titrablg

\1-4

v Mesure du taux de la MG

Analyses microbiologiques:

Dénombrement de la flore
totale aérobie mésophile
Dénombrement  decoliformes
totaux et coliformes fécaux
Dénombrement de la flore
Psychrophile

Dénombrement deslevureset
moisissures

Recherche des staphylocoques
des salmonelles

> 4

Analyses sensorielles :

v Profil sensoriel

v' Test de classement par
rang

v' Test hédonique

Figure 13: Organigramme de la méthodologie d’étude.
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1. Extraction des huiles essentielles
1.1 Matériel végétal

Le présent travail est focalisé sur la partie éeqmeste) duCitrus limon connue par sa
richesse en huiles essentielles par rapport awesapiarties du fruifRobert et Lobstein,
2005).Le citron a été acheté du marché local de la g2 Tebessa, au mois de fevrier 2020.
Nous avons veillé a acheter le citron chez le méamemercant pour avoir la méme variéte.
Avant l'utilisation du fruit, il doit subir un lavge par I'eau pour éliminer les souillures et les
taches noires qui se trouvent a la surface du fouis un essuyage par un chiffon propre. Les
caractéristiques déterminées sur le fruit récaité fa couleur, la forme qui sont déterminées
par une analyse visuelle a I'oeil nu, le poids wlt fentier ainsi celui de zeste par une balance
analytique.

1.2 Extraction de I'huile essentielle diCitrus limon

L'extraction des huiles essentielles a été effextpéar hydrodistillation dans un
appareil de type Cleveng@enchekroune et al. 2012).

Environ 100 g de zeste de citron obtenu ont ét@ngéls avec 666 ml d’eau distillée,
I'ensemble est ensuite porté a ébullition dans aliob a trois cols ou fiole d’'un litre d’'une
colonne de 60 cm de longueur reliee a un réfrigéfaes vapeurs chargées d’huile et qui
traversent le réfrigérant, se condensent et chudans une ampoule a décanter. L'eau et
I'huile se séparent par différence de dengBénchekroune et al 2012 ; Mohammedi,
2006). L'extraction a durée 3 heures. L’huile obtenue essuite conservée dans un
réfrigérateur a une température de 4°C, dans desrt en verre emballés avec du papier
aluminium en vue de I'étude de son activité bicdpg et de son incorporation dans le

fromage frais.

1.3 Rendement d’extraction

Selon la norm@&FNOR (1986) le rendement en huile essentielle est défini ceratant le
rapport entre la masse de I'huile essentielle al@epres extraction et la masse de la matiere

végeéetale utilisée. Le rendement exprimé en pouagenést calculé par la formule suivante :
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M1
RHE (%) = 7 x100

Ou:

RHE : rendement en huile essentiglle

M1 : masse de I'huile essentielle obtenue en g;
M2 : masse du zeste utilisé en g.

1.4 Détermination de la teneur en eau

Taux d’humidité (teneur en eau)

Définition

On entend conventionnellement par la teneur eraeperte de masse, exprimée en
pourcentage.

Cette détermination est effectuée selon la ndxifé/03-707.

Principe

Un étuvage des échantillons des semoules esteéalia pression atmosphérique dans une
étuve réglée a 130- 133 °C pendant 2h. La pertaatse est la quantité d’eau présente dans
I’échantillon de zeste d€itrus Limonexprimée en pourcentage.

Mode opératoire

- Peser 5 grammes a 0.%dprés de semoule.

- Peser le creuset vide.

- Mettre 5 grammes dans la creuset.

- par la suit, les mettre dans I'étuve réglée & 133 °C pendant 2h.

- Manipuler les creusets avec une pince.

Expression des résultats

Le pourcentage d’humidité est calculé par la foerauivante :

H (%) = (MO — M1/ MO) x 100

Ou

H : taux d’humidité.

MO : masse en gramme de la prise d’essai.

M1 : masse en gramme de la prise d’essai apreagech

1.5 Détermination du taux de cendres
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Les cendres du lait sont le produit résultantideitiération d’'une prise d’essai (5 ml
pour le lait et 4 g pour le fromage) dans un foaraufle réglé a 530 + 20 °C durant 4
heures (AFNOR, 1980).

Le résultat obtenu correspond a la teneur en cerk@imée en g/l :

(M1 - Mo) X 100/ V

La teneur en cendres exprimée en pourcent de reasségales a :

(M1-Mo) X100/ E

Dont :

MO : Masse en grammes de la capsule vide.

M1 : Masse en gramme de la capsule + les cendres.

V : Volume en millilitre de la prise d'essai.

E : Masse en grammes de la prise d'essai de lgitpthage ou du Zest de citron.

2. Evaluation de I'activité antioxydante

2.1 Test de blanchissement df-carotene

Le test de blanchissement fitcarotene est réalisé en suivant la méthode dmaite
Mayachiew et Devahastin (2008) ou 2 mg [learotene ont été dissous dans 20 ml de
chloroforme. Un volume de 3ml de la solution obtera été introduit dans un ballon
contenant 40 mg d’acide linoléique et 400 mg de d&w&0 (on peut le remplacer par le
Tween 40). Apres évaporation du chloroforme paotavapeur a 50°C pendant 5 min, 100
ml d’eau distillée saturée en oxygéene (I'eau oxgggont été ajoutés avec agitation. De cette
nouvelle solution, 3 ml sont mélangés avecyl2i@ la solution d’huile essentielle déti©n

limon a une concentration de 0,004g/ml d’éthanol dansib@ a essai.

Dans le contréle positif, I'huile essentielle esmplacée par d&- tocophérol
(antioxydant naturel lipophile), et dans le corgrakgatif par I'éthanol. Une solution ayant la
méme composition de cette derniere solution, masfscaroténe et sans antioxydant (huile

essentielle ou vitamine E) a été employée pouogtar le spectrophotometre.
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Les tubes ont été placés dans un bain Marie a BOtGxydation de I'émulsion di+
caroténe a été surveillée par spectrophotomé#i®anm chaque 20 min pendant 120 min.

Expression des résultats

Le taux de blanchiment ¢iecarotene (R) a été calculé selon une cinétiqueremier ordre,
tel que décrit par Al-Saikhan et al., (1995):

Rt = [In (Abst0/Abst)]/t

Rt : le taux de blanchiment @lecaroténe aux temps 0, 20, 40, 60, 80,100, 120tesnu

In : logarithme naturel ; AbstO correspond a I'absmce initiale de [I'émulsion,
immeédiatement apres la préparation de I'échantiien0 minute) ;

Abst : I'absorbance de I'émulsion aux temps 30,9%0ou 120 minutes.

Le pourcentage de I'activité antioxydante a étéudalen utilisant 'équation suivante :
Activité antioxydante % = [(R témoin — R échantil}6R témoin] x 100

R témoin et R échantillon sont des taux moyenslaechiment de témoin et d’échantillons
(extrait et standards), respectivement.

2.2 Test au DPPH°

Le DPPH® (2,2-Diphényl-1-picrylnydrazyl) est un iea libre stable de couleur
violacée. En présence de composés anti-radicalééreadical DPPH°® est réduit et change de
couleur en virant au jaune. Les absorbances meswéBl7 nm servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH®, qui pstportionnel au pouvoir anti-radicalaire
de I'échantillorfGachkar et al.,2007 ; Chaabi ,2008)

Le protocole suivi est celui décrit pBung et al. (2008) et Nikhatet al. (2009) Dans des
tubes a essai secs, une quantité de 100ul de cHaguen d’huile essentielle (1@/ml ;

8 ug/ml ; 4 ug/ml ; 2 ug/ml ; ug/ml, 0,519/ml) a été mélangée avec 2,9 ml de la solution
éthylique au DPPHde 0,004% (p/v).Aprés agitation, les tubes sont placés a I'obseuxit
température ambiante pendant 30 minutes. La lecbste effectuée par la mesure de

I'absorbance a 517 nm.
Dans le contréle négatif, les différentes dilutioftsuile essentielle ont été remplacées par
10Qul d’éthanol et dans le contréle positif par desititins de la-tocophérol (1ag/ml ;

8 ug/ml ; 4pg/ml; 2ug/ml ; ug/ml, 0,5ug/ml)
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Expression des résultats
Les résultatsontétéexprimés en tantqu’activité-adicalaireoul’inhibition des radicaux

libres (DPPH°®) en pourcentages (I %) a étécalcalélpformule ci-dessous

(Ac — Ae)
PR (%) = T X 100

PR : pouvoir de la réduction en % ;

AE: absorbance de la solution de DPPH® en présenthulle essentielle ou de la vitamine
E;

AC : absorbance de la solution de DPPH° en absenthulle essentielle et de la vitamine
E.

L'activité antioxydante de I'huile essentielle caild vitamine E a été exprimée par la
Concentration Efficace (CE50), celle-ci est défiitemme étant la concentration de
'antioxydant nécessaire pour réduire 50% des eadiclibres dans le milieu réactionnel
(Nikhat et al., 2009)

Les valeurs CE50 moyennes ont été calculées gnagimient a partir de trois essais
sépares ou I'abscisse est représentée par la t@timendes composeés testés et I'ordonnée par

le pouvoir de réduction en pourcentdBeand-Williams et al., 1995, Portes, 2008)
3. Analyse minérale végétale
3.1 Minéralisation du veégétal

Cette méthode de mise en solution d’éléments mimécantenus dans un mateériel végétal
s’adresse a des matrices a priori pauvres en gtid®nt le résidu aprés passage au four est

trés réduit. Elle n’est généralement appliguéepue I'analyse d®, K, Ca, Mg,Na.

500 mg de matériel végétal préalablement séché,istvaduits dans une capsule en quartz.
La capsule est placée dans un four a moufle donttefapérature est augmentée
progressivement jusqu’a 500°C et qui est ainsi teaiure pendant 2 heures. Un pallier est
effectué aux alentours de 200°C jusqua la fin dégafjement de fumées. Apres

refroidissement, les cendres sont humectées awquis gouttes d’eau puis on ajoute 2 ml
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de HCI au %2. On évapore a sec sur plaque chauffAptés avoir ajouté 2 ml de HCI au %,
on laisse en contact 10 minutes et on filtre dassfibles jaugées de 50 ml.

Aprés avoir ajusté au trait de jauge puis homogénpar agitation manuelle, les solutions
sont transvasées dans des godets préalablemedd ewec la solution et sur lequel le numéro
de I'échantillon est inscr{iCIRAD, 2004).

3.2 Dosage de Na et K

Apres la réalisation des courbes d’étalonnage pbague éléments, on procéde au dosage du
Na et K, réalisé sur filtrat, par une lecture dieeau moyen d’'un photometre a flamme
(CERAD, 2004).

4. Incorporation de I'huile essentielle au Djben

L’ajout de I'huile essentielle est effectué au miwedu laboratoire de contréle de
qualité alimentaire dans des conditions stérilesyéaiatement apres I'égouttage du Djben.
Les huiles essentielles ont été incorporées au rDppedifférentes concentrations par
pulvérisation. Le conditionnement sera réaliséuefement dans des portes mangés stériles

emballés avec du papier aluminium et stockés a 4°C.
4.1 Fabrication du Djben (Fromage)

Le procédé de fabrication utilisée découle d’'untgrole établi par RAMET (1993)
pour les fromages frais a partir du lait de dronv@davec quelques modifications des
paramétres d’emprésurage tels que le pH et la texiypé.

Le lait destiné a la fabrication du fromage estlaihcru et réfrigéré pendant 2 ou
3jours. les échantillons du lait sont ensuite mdans des erlenmeyer a 2000 ml ; apres
I'abaissement du PH par acide acétique (1N) a afeuvde 5,8 on ajoute 10 g de (CaCL2) et
900 uL présure (1.5 g /100ml) et on laisse coaguler @température de 42 °C pendant 8h ;
Deés la séparation de deux phases du lait (lactosétucaillée) on verse le mélange sur un
tissu filtrant pour faciliter I'égouttage. Le dispof est mis dans le réfrigérateur durant une
nuit.

Les caillé est pesé pour servir au calcule du newedé selon I'équation suivant :

Poids du caillé
Rendement = - — X 100
poids du lait
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4.2 Analyses physicochimiques

Les analyses physico-chimiques (pH et acidité kiga et microbiologiques sont
effectuées pendant le premier jour (JO), le traigi€J0+3), le quatrieme (JO+4) et le septiéme
jour (JO+7). Les analyses microbiologiques, réabsi& chaque fois avec six dilutions (selon la
disponibilité) a partir de la solution mere, ontrtgosur I'évaluation de quatre groupes de
micro-organismes : les halophiles, les entérobmstdotales, les entérobactéries pathogénes

et enfin, les coliformes.
4.2.1 Mesure de pH et de la conductivité du lait

La valeur de pH a une importance exceptionnelld’état de fraicheur du produit ou
sur sa stabilitdMATHIEU, 1998). Des l'arrivée des échantillons de lait cru efrdimage au
laboratoire, le pH est mesuré a l'aide d'un pH enBtpe Consort selon la méthode électro
meétrigue(AFNOR, 1980).

1-Appareillage et réactifs :

-100 ml de lait de chamelle cru.

-PH- meétre.

-bécher de 150 ml.

2-Mode opératoire :

-Introduction de I'électrode du pH-metre préalaldemétalonné dans un bécher contenant
100 ml de lait de chamelle & 25°C.

- La valeur affichée sur I'écran de I'appareil @spond au PH.

- La conductivité est mesuré avec le méme appareil

4.2.2 Acidité titrable du lait

1-Réactifs :

-10 ml de lait de chamelle cru.

- 2 a 3 gouttes de phénophtaléine a 1%.
-solution de (NaOH , N/9).
2-Appareillage :

-Burette de 25ml|

-Pipettes de 10 ml et de 1 ml.

-Bécher de 50 ml.
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3-Mode opératoire :

- Dans un bécher de 50 ml, introduire.

- 10 ml de lait.

- y ajouter 2 a 3 gouttes de phénophtaléine a 1%.

- titrer avec une solution sodique (NaOH, N/9) iddad’'une burette jusqu’au virage au rose
pale.

- lire le volume sur la burette (en millilitre dea@H titre).

La valeur en acidité titrable exprimée en degrénido(°D), est donnée par I'expression
suivante 1°D = 0,1 ml de NaOH a N/9

4.2.3 pH et acidité titrable du fromage

5g de fromage et 30 ml d’eau distillée récemmenilli® et refroidie a 20°C ont été
introduits dans une fiole conique, le mélange d&t@ agité puis laissé au repos pendant
20min. Le pH a été déterminé en utilisant un pHrem@our la détermination de I'acidité
10ml du produit était préleve, ajouter de 0.1mpténolphtaléine puis titrer avec du NaOH

N/9 jusqu’a apparition d’'une couleur rose pale igtaate(Amariglio, 1986).

4.2.4 Détermination de I'extrait sec

Le principe de la méthode utilisée consiste en dessiccation par évaporation a
I'étuve (103 = 2°C) pendant 3 heures d’'une prise d’essai detaitt de DjbetAFNOR,
1980) suivie d’'une pesée du résidu sec total apresidegsement dans un dessiccateur.
> Expression des résultats

Apres pesée, le taux de I'extrait sec exprime amgantage a été calculé selon la
formule suivante :

Poids (capsule+ extraite poids capsule vide
EXtrait SEC %0 = -----m-mmmm oo x100
PriseEssai
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4.3 Analyses biochimiques

4.3.1 Détermination de la teneur en matiere grass#ans le lait (La méthode de Rose de
Gothlieb)

La méthode deRose-Gottlieb (Norme AFNOR, NFV04-346)a été utilisée pour
déterminer la teneur en matiére grasse dans leléagchamelle. L’hydrolyse des lipides est
effectuée en présence d'ammoniaque (25%) pendamhid5a 60-70C°. ils sont ensuite
extraites par un mélange d'oxyde di-éthylique éthér de pétrole (1:1, vlv) apres ajout
d'éthanol a I'hydrolysat.

Apres séparation des deux phases, la phase supéestiurécupérée et filtrée sur 1 g
d'hydrogénosulfate de sodium. Le filtrat est emstatcueilli dans une capsule préalablement
tarée et mise a évaporer sous la hotte.

La phase aqueuse inferieure peut encore contesifipides ce qui nécessite une
deuxieme extraction qui sera réalisée de la ménmemgaque la premiere.

Expression des resultats
MG (g/l) = M1_M2
M1=la masse du récipient apres évaporation

M2=la masse de récipient vide

4.3.2 Détermination de la teneur en matiére grasstans le fromage
1. Principe de la méthode

Le fromage est attaqué au bain-marie bouillantupar solution d'acide chlorhydrique, en
vue de dégrader la caséine qui, transformée endpsptt acides aminés, passe en solution
(ou pseudosolution); la matiere grasse est 'qadingiment déplacée, puis séparée de la
solution chlorhydrique par filtration, elle est slimite dans un solvant et pesée apres
évaporation totale de celui-ci.
2. Réactifs
2.1. Acide chlorhydrique d = 1,125, préparé en mgdant 2 volumes d'acide chlorhydrique d
= 1,19 avec un volume d'eau distillée.
2.2 .Ether éthylique exempt de peroxydes.
3. Mode opératoire
3.1 Attaque
Peser exactement, environ 2 g de fromage danslenmigyer; soit Pg.
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Ajouter 30 ml d'acide chlorhydrique (2.1) ; plasar le goulot de I'erlenmeyer un petit
entonnoir.
Mettre I'Erlenmeyer sur le bain-marie bouillant qu& dissolution complete du fromage, ce
qui demande 20 a 30 minutes.
3.2 Filtration

Utiliser pour la filtration un double filtre plafun filtre & filtration rapide et un filtre &

filtration moyenne, marque Durieux, conviennennbie

-Filtrer la solution chlorhydrique que I'on a pdakement additionnée de 10 ml d'eau chaude.
-Rincer soigneusement la fiole 6 a 7 fois a I'eauillante avec un jet de pissette,

-Laver le filtre a I'eau bouillante jusqu'a élimiima totale des chlorures dans les eaux de
lavage.

-Laisser égoutter et sécher le filtre a I'air liwherant 15 & 16 heures, a une température
comprise entre 20 et 28°C.

Une fois séché, le papier filtre est introduit slame cartouche soumise a I'extracteur
(Soxhlet) La matiére grasse est ainsi extraite par reflllaide d’'un solvant : I'hexane.
(Abakar, 2012)

Utiliser 150 a 200 ml d’hexane ou éther de pétpaler I'extraction

La teneur en matiere grasse du fromage est calsalée la formule suivante :

Poids du ballon apres extraction — poids du ballon vide

Matiére grasse (%) = - - -
prise d'essai

4.3.3 Détermination la teneur en azote d’apres KJADAH

L’échantillon est désagrégé avec de l'acide sujfugi concentrée et de sulfate de
potassium en présence du catalyseur (sulfate deeguiPour ce faire, I'azote lié aux
composés organique est transféré au composée mauga (sulfate d’ammonium). La
cuisson avec la lessive de soude permet de libaremoniac du sulfate d’'ammonium. Cette

opération est réalisée avec de la vapeur d'eaaidel’'d’un dispositif de distillation. Il en
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résulte une solution d’eau ammoniacale, qui intiteddans une quantité bien précise de
solution d’acide borique. Ensuite, un titrage auiélirique permet de définir la quantité

d’acide borique lié et enfin le taux d’azdtchafer ,2009).

A. lait:

* dosage de’lazote total :

Le dosage est effectué sur 5 ml de lait.

B. fromage :

* Remise en suspension du fromage :

- prendre 5 g de fromage pesés au mg prés ;

- broyer a I'aide d’'un mortier et mélanger pourdenle produit homogéne ;

- disperser 'hnomogénéisat dans une solution dateitsodique (0,5 M) dans un mixeur
pendant 8 minutes ;

- transvaser sans pertes dans une fiole jaugé@Gmllen ringcant les parois du mixeur ;

- amener le volume a 100 ml avec la solution datetde sodium ;

* Mode opératoire :

a : Minéralisation :

- introduire dans un balloKjeldhal oumatras :

. la prise d’essai (mélanger 10 g de sulfate dereucristallisé et 100 g de sulfate de
potassium) ;

. 15 a 17 ml d’acide sulfurique concentré ; - agéeplacer les matras sur le dispositif de
chauffage sous une hotte d’absorption des vapeurs.

- augmenter le chauffage jusqu’a douce ébullitiom@élange acide ;

-prolonger le chauffage 30 minutes apres décotmratu mélange acide ;

- laisser refroidir et boucher pour éviter tout tamt avec les vapeurs ammoniacales
présentes dans le laboratoire.

B : distillation :

- addition de 30 a 50 ml d’eau distillée tout ercant les matras,

- alcaliniser le contenu du matras avec 55 a 6%lentoude concentrée (20 a 30 ml pour le
fromage) et adapter aussitét a I'appareil de thsitin,

- I'allonge du réfrigérant est ajustée de facoreagu’elle plonge au fond d’'un bécher dans
lequel sont introduits 10 ml de solution d’acideioe avec un indicateur coloré,

- I'entrainement de I'ammoniac commence presquesi@iset se fait trés rapidement et

I'indicateur contenu dans le bécher vire a sadeaahtaline,
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- titrer avec de l'acide sulfurique 0,1 N jusquigage de I'indicateur a sa teinte acide.

4.3.4 Détermination de la teneur en protéines (métiile de LOWRY et al1951)
Réactifs pour le dosage des protéines:

* solution alcaline A :

- soude 0,1 N (2g /500ml) -----=--=-==-=-mm--- 500/m
- carbonate de sodium Na2CO3-------------- 10 g
* solution cuivrique B :

- sulfate de cuivre (0,32 g/100ml) ----------- 2 ml
- tartrate de Na et K (1g/100 ml) ------------- 2mi
* solution C :

- solution A mmmmmmmmmemmeees 50ml

- solution B -------------m-m oo ml

Solution mére de BSA :

AU iStlle. .. ..o o 100 M

* Mode opératoire : 1 ml d’échantillon contenant au maximum 100g det@nes et au
minimum 25g,

- ajouter 5ml de solution C, mélanger ;

- laisser au repos 10 minutes a T° ambiante ;

- ajouter 0,5ml de réactif de folin Ciocalteu ;

- laisser 30 minutes a I'obscurité et lire la D.J%0 nm au spectrophotometre U.V visible
contre un blanc.

* Gamme étalon :on utilise la BSA pour la courbe d’étalonnage DQ5)f

Concentration en BSA 0 25 50 75 90 100
(ug/ml)

Solution mére de BSA (ul) 0 250 500 750 900 1000
Eau distillée (ul) 1000 750 500 250 100 0
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Expression des résultats

Une courbe étalon ou standard est tracée en postant’axe des abscisses, les
concentrations en BSA des dilutions (gamme étgho@alablement préparées et sur I'axe des
ordonnées, les DO mesurées respectivement pouneluigtion.
La concentration de la protéine inconnue X estrdétee en portant la valeur de la DO
correspondante sur I'axe des ordonnées qui esitemsajetée sur I'axe des abscisses.
Courbe DO =1 (c)

4.4 Analyses microbiologiques

Selon l'arrété interministériel du 27/05/1998les germes recherchés et dénombreés
Dans le fromage frais sont : la flore totale aéeahésophile (FTAM) a 30°C ; les
Coliformes totaux ; les Coliformes fécaux ; lesnSahelles Staphylococcus aureutes

Levures et les moisissures .

Le prélevement dDjben est effectué a I'aide d’'un couteau stérile. llréstisé par
découpage d’'un secteur d’environ 5 a 10g.

La solution mere est obtenue en mélartgdsams un mortier 10 g de I'échantillon
avec 90 ml d’eau physiologique. Apres homogén&isate mélange est laissé au repos
pendant une vingtaine de minutes pour la reviviiicades micro-organismes. Par la suite,

des dilutions successives sont effectuées jusdiia 1

4.4.1 Les FTAM
La flore mésophile aérobie totale (FMAT), bon irad&ur de contamination, est
dénombrée sur gélose PCA incubée pendant 48 haB7°C(AFNOR, 2003)

4.4.2 Les coliformes

Les coliformes sont recherchés sur milieu VRBL ¢gélbiliée lactosée au rouge
neutre et violet cristal). Sur ce milieu, les amithes fermentent le lactose en donnant des
colonies d’'un diameétre de 0,5 a 1 mm.

La lecture et le dénombrement se font aprés 24&kad’incubation a 37 C° pour les
coliformes totaux et a 44 C° pour les coliformesaiéx. Les colonies sont rouges fonce
ou violettedAFNOR, 1996)

66



Matériel et méthodes

4.4.3 Les Staphylocoques

Les staphylocoques sont dénombrés sur la géloBaid# Parker additionnée de jaune
d’ceuf et de téllurite de potassium et incubée 48dwea 37°C. Les colonies caractéristiques
sont noires ou grises brillantes de 1 a 2 mm daeélige et entourées d’un halo opaque plus ou
moins clairflAFNOR, 1994)

4.4.4 Les Salmonelles
La recherche des salmonelles se fait en suivamé &tapes qui sont : le pré

enrichissement, I'enrichissement et l'isolementwumilieu sélectif.

- Pré-enrichissement

Il s’effectue en bouillon nutritif, I'intérét de tte étape pour la plupart des produits
analysés, est la récupération des bactéries steesBa@viron 1ml de la suspension mére a
analyser est introduit dans un tube contenant 1@@alu péptonée tamponnée. La préparation
est homogéneéisée puis incubée a 37°C pendant 2dsheu
-Enrichissement

Un volume de 1ml de la solution de pre-enrichissgragdté introduit dans des tubes a
essai contenant 10 ml de bouillon de sélénite myesté

L’incubation a été effectuée a 37°C pendant 24dseur

- Isolement sur gélos&almonelle- Schigellaou milieu (SS)

Un volume de 0,1ml du contenant des tubes positif& ensemencé a la surface des
boites de pétri préalablement coulées par le m8iSulL’incubation a été effectuée a 37°C
pendant 24 heures.

Lecture

Les salmonelles se présentent sous formes desiewlbanslucides avec un centre

noir (NF En ISO 6579)

4.4.5 Levures et Moisissures

La gélose Extrait de Malte ou gélose Sabouraudlg@ement fondue et refroidie a
été répartie dans des boites de pétri vides. Agokdification, 0,1ml de chaque dilution a été
ensemence en surface. L'incubation a été faitedampérature de 25°C pendant 3 a 5 jours.
La lecture et le dénombrement seront réalisés [Bsigurs, levures a part et moisissures a

part pour suivre le développement et éviter I'efissdment. Une boite du milieu utilisé a été
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incubée telle quelle, dans le méme endroit et tesmémes conditions de température, elle
constitue le témoin du milieNF V 08-059)

4.5 Analyses sensorielles

Généralement les tests utilisés pour I'analysew@ie des produits alimentaires sont :
I'étude de la différence, du classement par rand'inkensité, de l'attribution des cotes
d'intensité et les analyses descriptives (wattsal, 1991). Les tests appliqués que nous
utiliserons sur nos produits sont le test de ela&nt par rang, le test hédonique et le profil

sensaoriel.

4.5.1 Test Panel
Le panel sera constitué de 10 a 12 sujets dessmaasculin et féminin composé d’

enseignants, étudiants en graduation et en padtigtion du département de biologie

appliquée.

Nous leur expliquerons la facon dont les bullesesont remplis, en se servant de
bulletins agrandis projetés sur un écran (Data 3h®ous avons utilisé d’autres aliments que

celui qui sera pour réduire la confusion et refdr&che plus facile aux dégustateurs.

II faut recommander aux dégustateurs d'éviteilidation de produits a l'odeur
prononcée, comme les savons, les lotions et Idsirparavant de participer a un panel et
d'éviter de manger, de boire ou de fumer au mdinsiButes avant de procéder aux essais. Il
faut écarter les sujets malades ou qui ont un eneblau niveau d’'un organe sensoriel

(Olfactif, odorat, gustatif, toucher ou visuel).

4.5.2 Test de classement par rang

Ce test a pour objectif de déterminer la mesures daquelle le consommateur accepte un
produit. On peut se servir des échelles de catégjodies tests de classement par rang et des
tests de comparaison par paires pour évaluer peatoen d'un produit. L'acceptation d'un
produit alimentaire indique en général la consonwonatéelle de ce produit (achat et

consommation).
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Description de la tache des dégustateurs

On demande aux dégustateurs de classer par rangctastillons codés en fonction de
I'acceptation en allant du moins acceptable au phceeptable. Les égalités ne sont pas

permises.

On présente trois échantillons ou plus dans detepants identiques, codés avec des numéros
aléatoires a 3 chiffres. Chaque échantillon a uméro distinct. Tous les échantillons sont
présentés simultanément a chaque dégustateur dadne prévu a I'avance ou au hasard, et
ils ont droit de goQter plusieurs fois les échémtd. La Figure ci-dessous donne un exemple
du bulletin & remplir pour le classement par raadjatceptatiorfWatts et al., 1991)

FICHE DE TEST DE CLASSEMENT
NOM i, N°Dégustateur :

PRENOM ...

-Veuillez classer les cing échantillons par ordegodeférence

Figure 14: le classement par rang de |'acceptafidatts et al., 1991)

Analyse des données

Afin d’analyser les données, les classements a#isla chaque échantillon ont été totalisés.
La

détermination de la signification des différence&téaprocédée en comparant les totaux des
classements pour toutes les paires possibles demntélons en se servant du test de
Friedman. Les différences entre toutes les paimssiples des classements totalisés sont
comparées a la valeur critique du tableau donné damnexe 5, pour un niveau de

signification de 5 %.
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Si la différence entre les paires des totaux dassements est plus importante que la valeur
critique calculée, les paires d'échantillons soensilement différentes au niveau de
signification choisi (Watts et al., 1991).

4.5.3 Test hédonique

Ce test est utilisé pour évaluer d'une facon gémdea degré d'appréciation des
échantillonsde créme fraiche en réalisant des Iprafensoriels pour chaque produit.
Demander aux dégustateurs d'évaluer des échantdtmiés de plusieurs produitsisfiquant
leur degré d'appréciation sur une échelle a 9 niveafin de réaliser des profils sensoriels.

Les cing fromages €laborées seront présentés améoient dans des assiettes identiques
codés. Il est demandé aux dégustateurs de remaplindlletins (Tableau x) en se basant sur
I'analyse de I'odeur, du godt et de 'ardme dexdpits(Watts et al., 1991).

Analyse des données:

Afin d'analyse les données, les catégories sontertias en notations numériques allant de 1
a 9, ou 1 correspond a «n'‘aime pas du tout» etr@e«daeaucoup». Les notations de chaque
échantillon sont présentées sous forme de tabletaxalysées au moyen de I'’Analyse de
variance (ANOVA) pour déterminer s'il y a des diféces significatives dans le degré
d'appréciation moyen entre les échantillons. Léanae des moyennes entre les échantillons
est comparée a celle au sein de I'échantillon (aipgelée I'erreur expérimentale aléatoire). Si
les échantillons ne sont pas différents, la vagates moyennes entre les échantillons sera

comparable a 'erreur expérimentale.

Tableau 12:Bulletin de réponse pour le test hédoni@ivatts et al., 1991)

Nom DaAate. ..o
Prénom

Veuillez examiner et golter chaque échantillorfrdenage dans l'ordre de gauche a draite,
tel gu'indiqué sur le bulletin. Indiquez dans gaieliesure vous avez aimé ou pas aimé chaque
échantillon en cochant la mention appropriée ersales du numeéro de code de chague
échantillon.

Aimé Enormément

Aimé Beaucoup

Aimé Modérément

Aimé Un Peu
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Indifférent

Pas Aimé

Pas Aimé Beaucoup

Pas Aimé Du Tout

Détesté

Score le plus élevé = 9 = aime énormément. Scar®les élevé = 1 = déteste.

Analyses statistiques

s sz

La saisie et le traitement des données ont étisééal I'aide du logiciel Excel version 2007 et
MINITAB version 13.

Les résultats sont exprimés en moyegréxart type lorsqu'il s'agit de variables quantieest
(Concentration, ...). La comparaison entre 2 moyemsesealisée par le test de (Student). Le
test de 'ANOVA est utilisé pour comparer entre ymannes ou plus. Le seuil de

significativité est fixé a 0.05.
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Résultats et discussion

1. Extraction des huiles essentielles

1.1.Caractéristiques du fruit du citron utilisé

Le fruit utilisé dans cette étude est de couleunga de forme ovale avec un appendice au
pédoncule (annexe 06) et de poids moyen de 1372B9 g. Le zest a une épaisseur de 2
mm et représente un pourcentage pondéral de 250888 %. Son taux d’humidité est de
'ordre de 76,9 + 4,58% (Tableau 13). Le poids nmoge le taux d »humidité trouvés dans
cette étude, sont inférieurs a ceux trouves (pdrehal, 2013) L’origine et le lieu d’achat ou

de la récolte sont des facteurs qui jouent un t@e important sur les caractéristiques
physico chimiques du fruit. Le citron utilisé daredte étude a été acheté chez un marchand de
fruit et légume par contre celui utilisé dans lgwde Khehal a été acheté directement chez un
verger c’est ce qui explique cette difference.poaircentage pondéral du zest trouvé dans
cette étude est supérieur a celui trouvé par liautéé ci-dessus. Cette différence est peut
étre du a la méthode de récupération du matérggdtaé(zest) ou bien a la nature du fruit lui-

méme qui contient plus de zest.

1.2.Rendement d’extraction

Nous avons obtenu une huile de couleur jaune ti&is gresque blanche avec une odeur
aromatique du citrorL.e rendement moyen en huile essentielle obtentnydnodistillation est

de l'ordre de 1,92+0,31% &bleau 13. Ce rendement est supérieur aux rendements abtenu
par BlancoTirado et al. (1995), Hellal (2011) et Kheha) 2013 qui valent respectivement
0,19%, 0,70 % et 0,89, mais il est inférieur aindements obtenus pEimed (2011)qui est

de I'ordre de 2,18%. Cette différence pourrait pleyuer par I'effet variétal, la période de
récolte, les conditions environnementales, le di@ehat (le climat, la zone géographique, le
degré de fraicheur), la méthode d’extraction emgdost le temps d’entreposage. Sans

oublier la période de I'extractioBourgou et al. (2012)ont constaté que le rendement en HE

du citron augmente au début puis diminue versnlad la maturation.

La région géographique peut aussi avoir un impacksrendement en HE. Nous rappelons
gue nous ignorons la région de récolte du citrdisétdans cette étude la région de Jijel, celui
deKhehal, 2013 de la région de Jijel, celui ¢limed (2011)de la région de Constantine et

celui deBourgou et al. (2012)de la région délenzel Bouzelfa (Tunisie).
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Le taux d’humidité peut avoir une influence surrendement d’extraction des huiles
essentielles, sachant que le fruit du citron @ilins cette étude a un taux d’humidité de
76,9 + 4,58% , ce qui a donné un rendement supéieceluikKhehal, 2013qui a trouvé un
taux d’humidité égale a 87,67+ 1,15 %. Certaing@ns ont montré que lorsque la teneur en

eau diminue la concentration en huile essentiallggnentéBourkhiss et al., 2009)
1. 3. Taux de cendres
Le taux de cendres moyen en huile essentiellealygar hydrodistillation est de

I'ordre de 0,62+0,04%.

Tableau 13 :Caractéristiques physico chimiques (MzET)

Caractéristiques physico chimiques (M£ET)
Poids moyen du fruit (Citron) (g) 137,48 + 27,99
Pourcentage pondéral moyen (%) 25,08% + 4,88
Humidité (%) 76,9 + 4,58
Taux de cendre (%) 0,62+0,04
Rendement d’extraction (RH%) 1,92+0,31%.

2. Evaluation des activités biologiques des huiles estgielles duCitruslimon
2.1.Evaluation de l'activité antioxydante

2.1.1. Test de blanchissement d@-caroténe

La technique de décoloration fitcaroténe/acide linoléique permet d’évaluer I'atdiv
antioxydante par inhibition de la peroxydation tipsles. Dans ce test, I'oxydation de I'acide
linoléique génere des radicaux peroxydes qui vanigsuite oxyder IB-carotene hautement
insaturé, entrainant ainsi la disparition de salaouorange. Cependant, la présence d’'un
antioxydant pourrait neutraliser les radicaux lbmerivés de I'acide linoléique et donc
prévenir 'oxydation di- carotene.

Nos résultats ont montré que I'HE ainsi deeB-carotene présentent une activité
antioxydante par comparaison au contrdle négatifa(®l). Le changement des valeurs de
I'absorbance d@carotene, a différents intervalles de temps, a réogtie 'HE du citron
semble étre proche dans linhibition de I'oxydatae I'acide linoléique par rapport a celle de

la vitamine E. En paralléle, I'intensité de la décation ne montre pas de différence entre le
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pcaroténe et la vit E  Figure 14 et 1&e résultat ne corrobore pas avec celui trouvé par
Khehal 2013) qui a montré que I'HE du citron semble étre le Ilmer inhibiteur de
I'oxydation de I'acide linoléique par rapport &ltamine E.

Dans ce test nous avons mesuré la décoloratigh-airotene qui résulte de sa dégradation
oxydative par les produits de décomposition dad@adinoléique (radicaux peroxyles LOOQe).
Dans cette étude, I'aptitude de différents échansl a ralentir la vitesse de I'oxydation ghu
caroténe a été évaluée par mesure de la variaédfalosorbance dans le temps (Fig. 15).
D’aprés ces données, I'HE est capable d'inhibdddachiment dip-caroténe en piégeant les
radicaux libres dérivés de l'acide linoléique. AprE20 minutes, I'absorbance du témoin a
470 nm diminue vers une valeur plus basse, aloesogite diminution reste moins rapide
dans les HE et la Vitamine E

0,5 -

0,3 == Hes
== \/it E
0,2 1 Ethanol

o~ —wmw 35 o O
D SO —~T O

0,1 -

0 20 40 60 80 100 120
Temps (mn)

Figure 15: Cinétique de blanchiment di-carotene pour I'huile essentielle de citron,

la vitamine E et le contrdle négatif
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D’apres les résultats obtenus, nous constaton$tgbede citron (a une concentration
de 4000ug/ml) inhibe d’'une maniere non significativgp £ 0,583) I'oxydation couplée de
I'acide linoléique et duB - caroténe, avec une activité antioxydante de 26,286 %, par

rapport a celle de la vitamine E qui équivaut 82311,9% (Figure 16, et 17).
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Figure 16 : Activité antioxydante de I'huile essentielle de @it et de la
vitamine E a une concentration de 4@0§ml

Boites & moustaches de AA% par HE/Vit E

(les moyennes sont indiquées par des cercles pleins)
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Figure 17 Boite a moustache pour la variable activité antiante (AA%)
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2.1.2. Test au DPPH°

Les résultats obtenus dans cette étude, exprimésrmie de concentration inhibitrice de
50% des radicaux (GB, ont montré que I'HE de citron posséde un poudeipiégeage du
radical DPPH? plus important par rapport a la viterE. CEode I'HE (CEo= 8,5ug/ml) et
celle de la vitamine E (G&= 14,5ug/ml) (figure 16).
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Figure 18 : Concentration efficace 50 (Cko) de I'huile essentielle de vitamine E

Les deux tests utilisés nous montrent queHEsdu Citrus Limon est un bon donneur
d’hydrogene, capable de piéger les radicaux liidédPHe) et les radicaux peroxyles (LOO¢)
résultant de I'oxydation de I'acide linoléique. Ga8mes constatations ont été faites par
(Himed et al., 2011 et Khehal, 2013 ).
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Conclusion

Nous rappelons que les principaux objectifs visgéssdce travail étaient d’évaluer,
dans un premier temps le pouvoir antioxydant dateh essentielles extraites diitrus
Limon dans leur état libre. Dans un deuxiéme tempslarigation des écorces du citron par
I'utilisation de son huile essentielle comme ageeturel aromatique et conservateur dans le
fromage Djben fabriqué a partir du lait de chamellelans un dernier temps l'effet de ces
huiles essentielles sur les caractéristiques pbgsimiques, microbiologiques et sensorielles
du fromage. Pour atteindre ces objectifs, plusiparameétres devraient étre testés notamment
la variété, le mode d’extraction, le pouvoir angidant, la formulation de fromage, les tests
physicochimiques, microbiologiques et sensoriellks fromage additionnées de ['huile

essentielle d€itrus Limon de différentes concentration.

Au cours de cette étude, les seules conclusiongjaakes nous avons pu aboutir sont les

suivantes :

Le rendement moyen en huile essentielle du cittiterau par hydrodistillation est de
'ordre del, 92+ 0,31%. L’évaluation de I'activistioxydante de I'huile essentielle du citron
par les méthodes de réduction du DPPH°® et de biaect dup-carotene, a montré que cette
huile essentielle possede un pouvoir antioxydams plevé que celui de la vitamine E, donc
son emploi dans le fromage peut constituer un megessible de prévention de I'oxydation.
Malheureusement, la pandémie du Covid-19 a coéstine barriére trés dure qui nous a
empéché d’achever ce travail. La poursuite de &ttde est une étape nécessaire qui merite

d’étre prise en charge dans d’autres études.
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ANNEXES

AnnexeOl :

Différences des sommes de classement par ranguatréajues pour les comparaisons de
«tous les traitements» a un seuil de significatiers %

Nombre d'échantiions
Dégustateurs 2 a S 6 7 8 k] 10 M 12

a [3 8 1M 13 15 18 20 23 25 28

a4 7 10 13 15 8 21 2a 27 30 33

3 8 n 14 17 21 24 27 30 34 37

13 -] 2 15 19 22 26 30 34 37 az

7 10 13 17 20 24 28 32 36 a0 <a

e 10 14 18 22 26 30 3a 39 a3 a7

) 10 15 19 23 27 32 36 a as SO
0 n 15 20 2a 29 3a 38 a3 a8 53
1" " 6 F3) 26 30 as 40 as 51 s6
12 12 17 22 27 32 37 a2 as 53 S8
12 2 18 23 28 33 39 <a L] SS 61
14 13 18 24 29 3a a0 <6 52 57 63
15 3 19 24 30 36 az a7 53 59 66
16 14 19 25 N 37 az <9 sS &1 67
17 14 20 26 32 38 a S0 56 63 69
18 15 20 26 32 39 as 51 58 65 7
19 15 Fa 27 33 a0 as 53 60 (23 73
20 15 21 28 34 a1 a7 sS4 (3] &8 75
F3 16 22 28 35 a2 a9 56 63 70 77
22 16 22 29 36 a3 S0 57 =1 " 79
23 % 23 30 37 aa 51 58 65 73 80
24 17 23 30 37 as 52 59 67 74 82
25 17 2a n 38 a6 53 61 68 76 84
26 17 24 32 39 a6 -3 62 70 77 8%
27 8 25 32 a0 a7 55 63 ”n 79 87
28 8 25 33 40 a8 s6 64 72 80 89
29 18 26 33 a <9 s7 6S 73 82 90
30 19 26 34 42 SO 58 66 75 83 92
n 19 27 34 42 S 59 67 76 8s 93
32 19 27 35 43 S 60 68 77 86 9%
33 20 27 36 a4 S2 61 70 78 ar 96
34 20 28 36 «a4 53 62 71 79 a9 98
3s 20 28 37 &5 sa 63 72 81 90 99
36 20 29 37 a6 SS 63 73 82 9 100
Iz 2 29 38 46 S5 6s 7a 83 92 102
3s 21 29 38 a7 ss 65 75 82 S4 103
39 F3 30 39 48 S7 [ 76 8S 95 105
<0 20 30 39 48 S7 67 76 86 o5 106
€1 22 n 40 49 S8 68 77 87 97 107
a2 22 an a0 49 S9 69 78 88 S8 109
a3 22 n ar S0 60 69 79 &9 99 110
aa 22 32 ar s 60 70 80 90 101 m
a5 23 32 a s 61 n 81 o 102 "2
<6 23 32 42 s2 62 72 82 92 103 11a
a7 23 33 a2 %52 62 72 83 93 104 18
48 23 33 43 S3 63 73 84 94 105 186
a9 24 33 43 53 64 74 8s o5 106 "7
s0 24 34 a2 Sa 64 75 8s 96 107 18
sS 25 35 a5 56 67 78 90 00 nz 124
60 26 37 a8 s9 70 82 94 105 1mn7 130
65 27 38 S0 6 73 es 7 110 122 135
70 28 a0 52 64 76 a8 101 114 127 140
75 23 a1 53 66 79 9 105 118 13 145
80 30 42 S5 68 @8 Sa 108 122 136 150
8s 31 ea S7 70 84 97 mm 125 140 154
90 32 as 58 72 86 100 114 129 144 159
95 33 a6 ©0 7a &8 103 18 133 148 163

100 34 a7 61 76 a9 105 121 136 151 167

On se sent des valcurs exactes adaptées de Hollander et Wolfe (1973)
Jusqu’s 1S dégusiatcurs.




Annexe 02 : Tableau 1 de test hedonique

TABLEAU 7S

Distribution de F
2 un seuil de signification de 5 %

" 1 2 3 4 [ & 7 8
“
A\
—1 - —
1| 16145 110950 | 20571 | 22458 [230-18 | 23399 | 23677 | 23888 | 240.5¢
2 [18513 | 10000 [ 19164 | 19247 | 19208 | 19330 | 19-353 | 19371 | 19385
3 110128 | 93521 92766 91172 90135 | 59406 53368 88452/ sm123
4 | TI0861 6943| €5014| 63883| 62560 | 81831 | 60942| eod10| 59088
5 | 660TA| 67361 54095 61922| 50503 49503| 48759| 48183 7725
6 | 59874 61433 47571 | 48337 43874 | «2830| «2008! 41408 | +00%0
7| 55914 7374 43483 41203 39715 38060 37870 37237, 36767
B | 530TT| 44300 40602 3-8378| 36876 | 38806| 3500s| 343%1! 33881
9 | 61174 42565| 38626| 36331 34817 3-373s| 32027 32206 31789
10 | 496468] «-1028| 37083 | 34780| 33258 | 32192 3133s| 30m17| 30204
1| 48443] 39823| 35874 33567 32039 30046 30123) 29480| 28982
12 | €7472] 38853 34003 3-2992| 31050 | 20001 20134 28486| 27964
13 | 46672] 38056| 34105| 31701 30254 | 20153 | 28321 27600 27144
16 | 46001 37389 | 33439 3.1122] 29552 | 28477 27042] 20987 | 26438
15 | 485431 36823| 32874 30556| 29013] 27005| 2706s| 28408 23476
18 44940 36337 32380 | 30000 28324) 27413 26572 2591 | 28377
17 | 44513] 35915| 31988 | 29647 | 23100 | 260x7 | 20143 | 23480 24963
18 | 44139 36546 31609 29277 27720 20013! 2.5707) 23102 24383
19 | 43808 38219 31274 28081 ) 27401 | 26203 | 25433 24768 | 24227
20 | «3513| 34928 30984 | 28061 27100| 25000) 251401 24471 23028
21 | 43248 34668 30726| 28401 | 26848| 25727 | 24876 24208 23661
22 | 43000| 34434 30400 | 28187] 2.6613) 28401 ) 24638) 2396s| 23419
23 | €2793| 34221| 30280 | 27955] 26400 | 25277 24422! 23748 23201
24 | 2607 34028 30088 | 27763 26207| 2%082| 24226 23351 23002
25 | 42417 33852 20012| 27687 | 26030| 24004 24047| 23371 22821
26 | 2262 33690 20781 | 274268 25868 ) 24741| 23383 23208 22655
27 | 42100 33541 20804 | 27278 25719 24501 23732) 23053 | 22
28 | 41960 33404 | 20467 27041 2.8581| 2-4463| 23593 22913 223%0
29 | 41830 33277 20340 | 27014 26454 | 24324 23463 22782 | 22229
30 | 41709 33158 29223| 206896| 25336| 24208 23343| 22682| 22107
40 | 40R48| 32317 28387 | 20000 24495| 23359 2.2490| 21802 | 21240
60 | 40012| 31504 | 27881 | 25252 23083 | 223540 2188s| 20870| 2001
120 | 39200 | 30718 26502 24472 2-2000| 21760 20867 2016¢| 1-958%
@ | FB4IS| 29057 | 26049 23719 22141 | 20086 20008| 19384 | 1¥T9

Note : Dans ce tableau, il faut remplacer b point décimal par la virgule décimale.
Ce tableau donne les valeurs de F pour lesquelles [ (vy,v2) = 0,05.
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Distribution de F
2 un seuil de signification de 5 %

TABLEAU 7.5 (suite)

ANNEXES

10 w @ ] 120 B
25114 | 25220 25432
19471 | 19479 19-296
s-504e 85720 85494 B-5265
S-71%70 5G878 | S-G58) 56281
44038 4 4314 439 £ 3630
37743 33308 | 37043 | 3oess
3 3404 3-3043 3-2674 3 2208
30428 | 30053 2aGes ! 2
2-5259 27475 2
2 Gong 26211 2-5501 2-3379
2-5309 2-4901 24480 290090
2-4259 : 222
2.3302 23063
22004 2437
22043 2065
2-1507 ! 2 v
2 1040 2 QNSNS 20103 LY )
20029 19651 1-9iuN
20204 1-9302 1-S780
b 1-9938 1-8963 | 1432
2 1-9645 18657 | 18117
22 15380 | 17831
23 18128 1-75%
24 1-7897 | 173
25 17684 | 17010
26 17488 | 1-6906
27 173307 16717
28 17138 | 16541
20 10981 | 16377
» TS 18838 | 16223
b 1-602% 1:3766 | 1-3089
b 1-5043 | 1-5343 | 1-4673| 13803
120 14952 | 14200 13519 12539
w 1-3940 | 1-3180 | 12214 | 1-0000
, .
Annexe 03: Tableau 2 test hédonique
TABLEAU 7.7
Valeurs critiques (valeurs de Q) pour le Test de comparaisons multiples de Duncan
2 un seuil de signification de 5 %
- » 2 3 4 s L 7 s 2 10 1n 2 13 14 15 1 7 18
1 7.0 17.97 17.97 17.97 17.97 17.97 17.97 17.97 17.07 17.97 17.97 17.97 17.97 17.97 17.97 17.97 17.97
2 6085 G O8RS B.0RS S 085 GORS B ORS 6085 G085 GORS GOAS G O8S G085 6085 60085 S.085 6085 6.085 6.085
3 4.501 4.5180 4.518 4.518 4.518 4. 516 4 516 4.516 4 516 4 516 4. 510 4. 518 4. 518 4.510 4.518 4.516 4.510 4. 518
“ 3.927 4.013 4.033 4033 4.033 4033 4013 4033 4033 4033 4033 €033 4033 4033 4.033 4.033 4.033 4.033
5 3.635 3.749 3.707 3.814 3.814 3 814 3 Bl4 I 814 I .S14 3814 I 814 3 814 I S14 I 814 I 814 I 814 I 814 I S04
L 3.461 3. 587 3.649 3.680 3.004 3 697 3 697 3607 3.607 3.697 3.697 3 697 3.007 3.697 3.097 3.087 3.007 3.097
7 3.344 3477 3.548 3.588 3 611 3622 3626 3628 3626 3628 3.628 3 626 3628 3.6428 3. 626 3.628 3.6268 3.620
s 3.261 3.399 3.475 3.521 3I.049 I 588 3 .575 3.579 3.579 3I.379 3I.579 3I.579 3I.579 3I.579 3I.57T9 3I.879 3I.579 3I.579
° 3.199 3.339 3420 3.470 3.502 3. 523 3.530 3. 544 3 547 3.547 3.547 3.547 3.547 3I.547 3.547 3I.347 3 .547 3.547
0 3.151 3.793 3.376 3.430 3.465 3. 450 3 505 3 518 3.522 3.525 3.526 3.526 3.528 3.526 3.520 3.326 3.526 3.526
n 3,113 3.256 3.342 3.397 3.435 3462 3 450 3 493 3.301 3.306 I 309 3.310 3. 510 I 510 3I.510 3. 510 3.5 3 .50
1z 3.082 3.2725 3.313 3.370 3.410 3.430 3459 3474 3454 3491 3.496 I 498 3 .499 3.499 I.499 I 499 3. 499 3499
13 3.055 3.200 3.289 3 348 I 380 3419 J 442 3458 3470 3478 I 484 J 488 3490 I 400 3 490 3I.490 3. 490 340
14 3.033 3.178 3.268 3.329 3.372 J.403 34260 I 444 I.457 I 467 I 4T4 I 479 I 4852 3. 484 3.484 3J.485 3 485 3I 485
15 3014 3.180 3.250 3.312 3.356 3 350 3 413 3432 J.446 I 457 3.465 I 471 I 476 I 478 3480 3.481 3 1 3.481
18 2.908 3.144 3.235 3.298 3. 343 3 378 3 402 3 422 3 437 3. 440 3 458 3 465 3. 470 I 473 3 477 3478 3 3.478
7 2.084 3.130 3.222 3.255 3 .331 3.368 I IUT I 412 I429 I 441 3 451 3 459 I 465 3409 3.473 3 5> 3 3. 478
18 2.971 3.118 3.210 3.274 3.321 3. 338 I 353 3 405 I 421 I 435 3 445 3 454 J 460 3 485 3 470 3 3 3474
9 2.060 3.107 3.199 3.264 3.311 3.347 3 375 3.397 3415 3.429 3. 440 3.449 I 436 I .462 3 467 3470 3 3.473
0 2.950 3.097 3.190 3.255 3. 303 3339 3 368 3391 3409 3 424 3438 3. 445 I 453 I 459 I 464 I 46T I 470 3472
24 2.91% 3006 3160 3.226 3.276 3.3 3 345 3370 3.0 3 406 3. 420 3. 3441 3 449 3458 3481 3 405 3.
30 2.888 3035 3.131 3.1990 3.250 3.290 3.322 3.349 3.371 3.389 3 405 3.4 3430 3.439 3.447 3454 3460 3
4“0 2.858 3.008 3.102 3.171 3.224 3.266 3 300 3.328 3.352 3.373 3390 3. 3.418 3.429 3 3.448 3458 3.
0 2.829 2978 3073 3 3.198 3. 3277 3307 3333 3.355 3374 3 3.406 3.419 3 3.442 3 .45 3
120 2.800 Z.047 3.045 3 3.172 3. 3.254 3.257 3.314 3.337 3.3 3. 3.39¢ 3.40% 3. 3435 3448 3.
- 2.772 2.918 3.017 3.089 3.148 3.232 3.265 3.294 3.320 3.343 3. 3.352 3.9 3. 3.428 3. 442 3
la

Note : Dans ce tableau, il faut remplacer le point décima

v = dl (Errcur)

p = nombre de moycnnes

&

2

P

dans la g



ANNEXES

Annexe 04:

Tableau 2 (suite)

TABLEAU 7.7 (suite)
Valeurs critiques (valeurs de Q) pour le Test de comparaisons multiples de Duncan
2 un seuil de signification de 5 %

- » 20 2 24 206 = 30 2 34 E 3s 40 =0 w0 70 L “wo 10
3 1797 AT .97 1T 9T 17 97 1797 17 .97 17 .97 1T 07 7. 17.97
2 6. 085 €6.085 €. OAS 6 O8s 6085 0085 6.ORS 6085 o of 6 085
3 4.518 4.510 4.5180 4.56 4.518 4 318 4.316 4.310 4. - 4. 5318
. 4.033 o 4.033 4«0 4.033 4 033 033 4.033 4 K 4.033
s 3. 814 3 .8te 3 m1e 3. 3. 3 .814 3 M14 3 814 3 S14 3 824 3 Ble 3. 3 814
L4 3.697 3.697 3.697 3.657 3. 3. 3.697 3.657 3.007 3.697 3.7 I.6H7 3. 3.007
7 3.6286 3. 426 3.628 3.626 3 3. 3.626 3. 626 3.626 3.626 3 &6 3 626 3. 3.620
s 3.579 3.579 3.579 3.579 3. 3. 3.579 3 .379 3,579 3.579 3.579 3.57T90 3. 3.579
° 3.547 3 .547 23.3547 3 A7 3. 3. 3.547 3.547 3.547 3. 547 3.547 3. 547 3. 3 547
w0 3.526 3.5260 3.3206 3.326 3 3. 3.5 3 .5%26 3.576 3 .526 3.3260 3.326 3 .326 I 3 526
1n 3 510 3 510 3 3.510 3510 3 3 3.5 3 3.510 3 310 3. 3. 3.510
12 3 - 3. 3. 499 3499 3 3. 3. 3. 3.409 3 499 3 3 3.4
3 3 3. 3. 3.4% 3 3. 3 3 3. 4% 3 490 3. 3 3 490
1e 3 3. 3. 3485 3 3. 3 3. 3.485 3.4835 3. 3 3 ans
s 3 3. 3 34 3 3. 3 3 3 T 3.485: 3. 3 3 a2
1e 3 3. 3 3 3 3. 3 3 3 478 3 478 23 3 3 478
a7 3. 3 3 3 3 3. 3. 3 3 . 3. 3 3 476
is 3 3 3 3 3. 3 3 3 . 3. 3 ER L)
1 3 a7s 3 3 3 3 3. 3 3. 3 . 3. 3 3 47e
20 3. 472 3. 3 3 3 3. 3. 3. 3 474 3 3 3 47
ELl 3.7 3.477 3. 3. 3 477 3477 3 ATT 3 477 I ATT D ATT 3 47T 3. J.477 3. 477 3477
>0 3.470 3.481 3. 3 JARS 3 450 I 480 I 4L 3 486 3 486 3 458 3. 3 486 3 456 3 .485
“0 3.4 3.4806 3. 3. J3.500 3.303 J.504 J.J04 3.504 I 304 I 304 I, 3.504 3 504 3.504
bod 3.407 3.4%2 3. 3. 3.515 3.521 3.525 3.5290 3.531@ 23.534 3.337 3. 3337 3.7 3.537

120 3.4008 3. 498 3. 3. 3 532 3.541 3 548 3 555 3. 561 3.566 3 .Is5 3. 3.601 3.601 3.601
- 3.406 3.5%08 3 3 3 550 3 502 3 574 3 S84 3 S 3.603 3.640 3. 3.7 3.722 3.73

Annexe 05 : Tableau 3 test hédonique

TABLEAU 7.8
Valeurs critiques (valeurs de Q) pour le Test de comparaisons multiples de Duncan i un seuil de signification de 1 %
. r 2 3 4 S L3 7 L] L] " n 172 13 " |83 s 7 s 19
1 03 20031 9003 %03 20 2003 %003 VO3 VO3 WO VO3 2003 90.03 2003 O3 2003 0W.03 9003
2 1404 104 1404 1404 1404 14040 404 1404 1404 1408 1404 1404 1404 2404 1400 1404 1400 JL O
3 8.261 8.321 8321 85321 8321 8321 8321 X321 8.321 N321 8321 8321 8321 8021 X321 S S3n s
4 6.512 6677 6.740 A.758 8754 8754 6756 6.756 6.756 6758 6.756 6.756 6.756 6.756 6.756 6756 6.756
5 5,702 S 803 S080 B 040 B00% A 074 G074 6074 B074 6074 6074 6074 6074 6074 B074 6074 B074 6074
L 5.243 5439 5.549 5614 56355 5650 5S4 5701 5703 5,703 5703 5703 5703 5703 5703 5703 S0 S703
7 4949 5345 5.200 530 5381 5416 5439 5454 54064 5470 5472 5472 5472 5472 5472 SAT2 5472 S4M2
L] 4.746 4 939 S5.057 S.135 S IR0 5227 5258 5274 5201 5302 5309 5314 5318 5317 5317 ST 5.7 S50
9 4.506 4787 4006 408 5043 5084 S 118 5342 5160 5174 S.185 5193 5100 5203 5 205 5208 5206 5 204
10 4492 4871 4.T00 4871 4031 4975 5010 5037 5038 5074 5088 5.09% 5006 5012 5117 5320 5122 5 124
n 4392 4579 4097 4 TRD 4 BA) 4. RRT 4 924 4 952 4075 499 5000 5021 5031 5039 5045 5050 5034 5047
| ¥ 4320 4504 4822 4700 4767 4515 4,52 4880 4007 4927 494 4058 499 4078 4985 4 993 4VI8 5002
13 4200 4442 4500 4044 4708 4755 4793 4 K24 4 BI0 4872 4859 4901 4017 4.928 4937 4044 4990 49%
1 4.210 4. 301 4. 508 4 501 4654 4704 4T3 4775 4. 802 4824 4. 843 4 859 4. 872 4 B84 4 AN 4002 4910 4918
15 4008 4. 347 4403 4547 4810 4080 4700 4733 4760 4753 4800 4 820 4. 834 4. 848 4 RS 4 868 48N 4mM
10 4131 4309 4.425 4509 4.572 4.022 4003 4,000 4.724 4748 4768 4780 4. %00 4.513 4 827 4.8535 4 844 4831
17 4.099 4.275 4.391 4475 4539 4589 4.030 4.660L 4.693 A TIT 4738 A.TO8 4771 4T85 4797 4,807 4.816 4.5
15 4071 4248 43067 4445 4509 4560 4001 4815 4064 4699 4710 A T2) 4745 4750 4772 ATRY 4702 4
19 4048 4220 4 35 4410 4433 4534 4575 4610 487 4665 4688 4705 4722 4736 4749 4701 4971 4T
2 4024 4197 4312 4390 4459 4510 4552 4587 4617 4012 40664 468 4701 4716 AT 474 475 470
" J.056 4.120 4 239 4.322 405 4437 4430 4516 4. 546 4,573 4.598 4616 4634 4.651 4,665 4678 4.090 4.700
20 3880 4050 4168 4250 4314 4368 4 400 4445 4477 401 4528 4550 4580 4 586 4. 0601 4.615 4028 4 G40
40 3825 3088 4 008 4180 4 264 4290 4 0 4376 4408 € 430 4 461 4453 4500 4 521 4537 4553 4.508 4579
Ly 3762 3922 4001 411 4074 4226 4.0 4307 4340 4368 4.0 4417 4435 440 AATL 4490 4508 4518
120 3.702 3538 3,965 4044 4 107 4138 €. 202 4.239 4 272 4300 4327 4351 4072 4392 4410 4.426 442 46
oo 3.643 3.706 3.900 3978 4040 4091 4135 4172 4 205 4. 235 4.260 4.285 4.307 4 327 4345 40463 4379 4

Note : Dans ce tableau, il faut remplacer le point décimal par la virgule décimale.
v = dEsreur)
p = nombre de moyennes ées dans la g
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ANNEXES

Annexe 06 : citron utilisee

Annexe 07 :
Extraction des huiles essentielles

Hydrodistillation




ANNEXES

Annexe 08 :

Huile essentielle de citron obtenu

Annexe (09 :

Test de blanchinement beta caroténe
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Annexe10:

Test de DPPH






